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Roviditések jegyzéke

ACA: Adrenocorticalis adenoma

ACC: Adrenocorticalis carcinoma

ACTH: Adrenokortikotrép hormon

AGO: Argonaute

AML: Adrenalis myelolipoma

ANOVA: Analysis of Variance (variancia analizis)

APA: Aldosterone-producing adenoma (aldoszteron-termel6 adenoma)
AUC: Area under curve (gorbe alatti teriilet)

AVS: Adrenal venous sampling (szelektiv mellékvesevéna katéterezés)
BAH: Bilateralis adrenalis hyperplasia

BWS: Beckwith-Wiedemann-szindroma

CAH: Congenitalis adrenalis hyperplasia

cDNS: Komplementer DNS

Ct: Cycle threshold

CT: Computed tomography

DHEAS: Dehidroepiandroszteron-szulfat

DNS: Dexoxiribonukleinsav

EDP: Etopozid-doxorubicin-platina

EDTA: Etilén-diamin-tetraecetsav

EMH: Extra-medullary hematopoiesis (extramedullaris vérképzés)
ENSAT: European Network for the Study of Adrenal Tumors

EPO: Eritropoietin
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ESE: European Society of Endocrinology

FDG: Fluorodeoxigliikoz

EV: Extracellularis vezikula

FAP: Familiaris adenomatosus polyposis-szindroma

FC: Fold change

FFPE: Formalin-fixed paraffin embedded (formalinban fixalt paraffinba agyazott)
FH: Familiaris hyperaldosteronismus

GP-NET: Gastroenteropancreaticus neuroendokrin tumor

HDL.: High-densitiy lipoprotein

HU: Hounsfield Unit

KSZ: Katalogusszam

LAP: Lyophilized anterior pituitary (liofilizalt eliils6 agyalapimirigy)
LI: Lateralizacios index

MEN1: Multiplex Endokrin Neoplasia szindroma 1-es tipus

MRI: Magnetic Resonance Imaging (méagneses magrezonancia képalkotas)
miR, MiRNS: mikroRNS

mRNS: Messenger, hirvivéd RNS

NGS: Next-generation sequencing ((jgeneracios szekvenalas)

NF1: Neurofibromatosis 1-es tipus

Oncomir: Onkogén miRNS

PA: Primer aldosteronismus

PAC: Plazma aldoszteron-koncentracio

PCOS: Policisztas ovarium szindroma
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PET: Pozitronemisszios tomografia

PRA: Plazma renin-aktivitas

PRC: Plazma renin-koncentracio

Pre-miRNS: Prekurzor miRNS

Pri-miRNS: Elsédleges miRNS

RISC: RNA-induced silencing complex

ROC: Receiver operating characteristic (hatasfokmérd karakterisztika)
TRBP: Transactivation-responsive RNA-binding protein

UAH: Unilateralis adrenalis hyperplasia

VIP: Vazoaktiv intestinalis peptid
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1. Bevezetés

1.1. A mellékvese daganatai

A mellékvese daganataira az esetek nagy részében véletlenszertien (incidentaloma),
mellékleletként figyeliink fel. Nagy tobbségiik hormonalisan inaktiv, mellékvesekéreg
eredetli joindulati daganat, melyek beavatkozést legtobbszér nem igényelnek. Olykor
azonban hormonalis tlineteket eredményezve keriilnek felfedezésre: igy az aldoszteron-
termelé adenoma (aldosterone-producing adenoma, APA) vagy kétoldali hyperplasia,
ill. a Cushing-szindromat okozo6 kortizol-termelé adenoma, illetve carcinoma. Sokkal
ritkabban, nemi hormonok termelésével virilizaciot is okozhatnak a betegnek. A teljes
populaciét vizsgalva megallapithato, hogy szamos embert érint a mellékvesék daganatos
betegsége. Fiatalkortiakban ritkdn fordul elé mellékvesedaganat. A mellékvesekéreg-
tumorok el6fordulasi ardnya akar 3% is lehet a kozépkort lakossagban, mig akar 10% is
az idésebbek kozott [1, 2]. Nem csak a korosabb populacidban gyakoribb az
el6fordulasuk, hanem az elhizott, cukorbeteg vagy magas vérnyomast betegeknél is [3].
Boncolaskor ez az arany még nagyobb is lehet [4]. A leggyakoribb incidentaloma a
joindulati adenoma (55%), melynek tobb mint kétharmada hormonélisan inaktiv.
Ezutan a kb. 10%-ot, illetve 8%-ot kitevé pheochromocytoma és myelolipoma fordul

el6 nagyobb aranyban (1. tablazat).
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1. tablazat: A mellékvese incidentalomak megoszlasa

A tablazat Mansmann munkaja alapjan késziilt [4].

Daganat tipusa Atlagos Eléfordulas
eléfordulas (%) | min-max (%)
Adenoma 55 49-69
Carcinoma 11 1,2-12
Pheochromocytoma 10 11-23
Myelolipoma 8 7-15
Daganat attét 7 0-21
(metastasis)
Ciszta 5 4-22
Ganglioneuroma 4 0-8

Természetesen pontos adatok nem allnak rendelkezésre a mellékvese daganatait
tekintve, ugyanis jelentds résziik joéindulatu, illetve nem okoz panaszt a betegnek. Ha a
daganat hormont termel, mértéke kivalthat klinikai tiineteket, de gyakran csak

labortesztekkel kimutathato, szubklinikus hormontermelés figyelheté meg.

1.1.1. Mellékvesekéreg-rak

1.1.1.1. A mellékvesekéreg-rak etiologiaja

A mellékvesekéreg-rak (adrenocortical carcinoma, ACC) egy nagyon ritka betegség.
El6fordulasat nehéz mérni, de az irodalmi adatok alapjan éves incidenciaja 0,7-2 eset 1
milli6és populéacioban [5, 6]. A daganat életkori megoszlasaban két csucs figyelheté meg
(bimodalis eloszlds). Az egyik csucs gyermekkorban, az elsd évtizedben, mig a mésik
feln6ttkorban, az 6tddik, illetve a hatodik évtizedben [7, 8]. Brazilidban vizsgaltak
gyermekek korében, ahol Kkifejezetten magasabb incidenciarol (2,9-4,2:1.000.000)
szamoltak be. Ennek okat egy specifikus TP53 csirasejtes mutacié (R337H) magasabb
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aranyban valo el6fordulasaval magyarazzak [9-12]. A teljes populaciot tekintve, nék

korében a daganat gyakrabban fordul el6, mint férfiakban (55-60:45-40) [13].

1.1.1.2. A mellékvesekéreg-rak klinikai megjelenése

A mellékvesekéreg-rakos betegek 40-60%-a hormonvaltozasok okozta tlinetekrdl
szamol be elséként [5, 14-16]. Magas kortizolszint (hypercortisolismus) az esetek
majdnem felében (45%) megfigyelhetd, mely sulyndvekedést, gyengeséget, alvaszavart,
izomgyengeséget, diabetes mellitust, illetve hypokalaemiat okozhat. A Cushing-
szindromara jellemz6 tlinetegyiittes azonban nem ritkan nem a klasszikus formaban
jelentkezik, hiszen az olykor nagyon gyors progresszio (3-6 honap) nem teszi lehetévé a
receptorhoz kotédése révén jelentkezd aldoszteronhatas hypokalaemiat okozhat. 25%-
ban androgének és kortizol egyiittes tulprodukcidja okozhat keverten Cushing-
szindromat és virilizaciot. Az esetek kevesebb, mint 10%-ban figyelhetd meg csak
virilizacio [8, 17]. A mellékvesekéreg-rak nagyon ritkan okoz primer aldosteronismust,
melynek ismertetdjele a magas vérnyomas jellemzden alacsony kaliumszinttel. A
betegek egy kisebb része tiinetmentes, illetve hati, hasi, deréktaji vagy agyéki fajdalmat
jelez, mint lokalis tlineteket. Szteroid metabolomikai vizsgalatok kimutattak, hogy még
a Klinikailag tiineteket nem okozé daganatok is termelnek gliikokortikoidokat, ill.
prekurzoraikat [18, 19].

1.1.1.3. Molekularis eltérések mellékvesekéreg-rakban

Az ACC kialakulasaban tobb genetikai eltérést azonositottak az erre hajlamositd
0roklédo szindromak alapjan. Ezt tobb megfigyelés is aldtdmasztja: gyermekek korében
viszonylag gyakori az ACC [9]; egyéb tumorokkal egyiitt is megjelenik gyermekkorban
[20]; feln6ttkorban az ACC-hoz tarsul6d rosszindulati daganatok aranya a 10-20%-ot is
elérheti [5, 21, 22]; mellékvesekéreg-rakos betegek kb. 2-10%-aban jelen van ellenkez6
oldali tumor is (szinkron vagy metakron) [6]. A gyermekkori esetek 50-80%-aban a mar

10
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emlitett csirasejtes TP53 mutacié kimutathatd, és ezzel a Li-Fraumeni-szindroma egyik
legtipikusabb manifesztacioja (tovabbi manifesztaciok: sarcoma, choroid plexus tumor,

agydaganat, korai emlddaganat, leukaemia, lymphoma).

ACC-ra egyéb 0roklédd szindromak is hajlamositanak. A Beckwith-Wiedemann
szindromara (BWS) jellemz6 a 11p15 locus metilacidja, igy érintve az IGF2 (aktivalas),
CDKNI1C (inaktivalas) és a H19 (inaktivalas) géneket [23]. A BWS manifesztacioi
kozott  szerepelnek még a Wilms tumor, a hepatoblastoma, macrosomia,
mellékvesekéreg-adenoma  (adrenocortical adenoma, ACA), mellékvese-ciszta,
hemihypertrophia, macroglossia, omphalokele, preauricularis sinus/fistula. A BWS
rosszindulati daganatainak 5-15%-a ACC [24].

A multiplex endokrin neoplasia szindroma 1-es tipusa (MENI1) is hajlamosithat
mellékvesekéreg-daganatra, bar itt dontéen jéindulatt daganatok fordulnak eld. A
MENTI szindréoma kialakuldsdért a MEN1 tumorszuppresszor gén inaktivald mutéacioja
felelés. Leggyakoribb manifesztacidi a primer hyperparathyreosis, a gyomor-
bélrendszer neuroendokrin tumorai (gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors; GP-
NETs: insulinoma, gastrinoma, glucagonoma, VIPoma), és az agyalapi mirigy eliilsd
lebenyének tumorai. Az elézdekhez 20-55%-ban tarsulhat ACA, illetve egy- vagy
kétoldali mellékvese-hyperplasia. ACC csupan az esetek kis részében tarsul [6, 25-29].

Lynch-szindromas betegekben is el6fordul, ami az ACC betegek kb. 3%-anal figyelhetd
meg [30]. A Lynch-szindromas betegekre a DNS-hibajavitd enzimjeit kodold gének
mutacioja jellemz6, igy a MSH2, MSH6, PMS2, MLH1 és TACSD1/EPCAM. Tovabbi
szindromak, melyekben ACC el6fordulhat: familiaris adenomatosus poliposis,

neurofibromatosis 1-es tipusa (NF1), illetve Carney-komplex.

A csirasejtes mutaciok mellett sporadikus eléfordulasti szomatikus mutaciokat is leirtak

crer

IGF2, IGF2R, p16/INK4A (CDKN2A), ZNRF3, PRKAR1A, RPL22, TERF2, CCNEL1 és
az NF1 gének mutacioit is [31-36].

Az ACC kialakulasaban a genomikai, multiomikai vizsgalatok alapjan jelenleg
els6dlegesnek tartott f6 patogenetikai mechanizmusok az IGF-2, a Wnt/béta-katenin és

a p53 jelatviteli utakat érintik [36—38].

11
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1.1.1.4. A mellékvesekéreg-rak kezelése

A tavoli attéteket nem adé tumorok (ENSAT stage I-III) elsédleges kezelése a tumor
teljes eltavolitasa. A tumor teljes eltavolitasa kiterjedt daganatoknal gyakran magéval
hordozza a kiterjesztett miitét sziikségességét is. Igy a mellékvesekéreggel egyiitt nem
ritkan el kell tavolitani a vesét, a maj Kisebb-nagyobb részét, a 1épet, a hasnyalmirigyet,
a gyomrot, a vastagbelet vagy a v. cava falanak egy részét is [39]. A talélést alapvetden
befolyasolja a daganat stadiuma, illetve az eltavolitas mértéke [15, 17, 40]. Ezeken kiviil
a szovettani jellegzetességek is jO mutatdi lehetnek az ACC prognodzisanak. A
mellékvesekéreg-rdk szovettani vizsgdlata mindazonaltal nehéz, nagy gyakorlatot
igényel. A szovettani diagndzis altaldnosan hasznalt alapja a Weiss-score vizsgalata. A
Weiss-score az alabbi kilenc szempont szerint vizsgalja a szovettani képet: nuklearis
gradus, mitotikus rata, atipusos mitdzisok, vilagos sejtes Osszetevok aranya, diffiz
felépités/architektira, tumor nekr6zis, vénas vagy sinusoidalis invazid, tumor tokjanak
attorése. Ha a pontszam haromnal kevesebb, joindulatd tumorral allunk szemben [41].
A mitotikus ratat értékeli a Ki-67 index, mely ugyancsak jo prognosztikai mutatd [42,
43]. Az ACC gyobgyszeres kezelésének alapjat az adrenolitikus mitotan képezi (normal
mellékvesében atrofiat és/vagy szteroidszintézis gatlast okoz), melyet egyediil vagy
egyéb citotoxikus szerekkel [elsésorban EDP protokoll (etopozid-doxorubicin-platina)]
kombinacioban adnak. Az eddig kiprobalt célzott kezelések (pl. IGF-2 gatlas) az esetek

donto részében kiabranditd eredményeket adtak [44].

1.1.2. Mellékvese myelolipoma

A mellékvese myelolipoma (adrenal myelolipoma, AML) egy kivétel nélkiil jéindulata
daganat, amely zsirszovetbdl és vérképzd elemekbdl all. Az Egészségiigyi
Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) legfrissebb besoroldsa szerint a
mellékvese mesenchymalis és stromalis tumorai k6zé tartozik [45]. Annak ellenére,
hogy joindulati tumor, klinikailag relevans, ugyanis olykor nehéz elkiiloniteni a

rosszindulati mellékvesekéreg-raktol. A mellékvese myelolipoma jellemzdit a PubMed

12
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¢s Scopus adatbazisokban talalhat6 részletesen leirt 420 myelolipoma eset és tovabbi 20

sajat gondozast myelolipomads beteg adatainak feldolgozasaval Gsszesitettem.

1.1.2.1. A mellékvese myelolipoma etiologiaja

A mellékvese myelolipoma altaldban incidentalomaként keriil felfedezésre, a képalkoto
eljarasok széleskort elterjedésével egyre gyakrabban. A tumor joindulatu és az esetek
nagy részében tiinetmentes, igy pontos gyakorisagat felmérni nehéz feladat. Vélhetd
el6fordulasi aranyukat boncolasi statisztikdk segitségével lehet megbecsiilni. A
mellékvese incidentalomdk 60-70%-a mellékvesekéreg-adenoma, mig 6-16%-a
myelolipoma. Igy a masodik leggyakoribb a joindulati mellékvese-incidentalomak
kozott [46-48]. A mellékvesekéreg mellett a test mas részeiben is el6fordulhat a
daganat. Ezek Osszefoglaldo neve: extra-adrenalis myelolipoma. Myelolipomat tobbek
kozott a mediastinumban [49], a 1épben [50], a vesében [51], a csontokban [52], a
mellkasban [53], az orriiregben [54], ectopias mellékvesében [55, 56], a szemben [57],
illetve periduralis térben [58] figyeltek meg eddig. A myelolipomas betegek
tobbségénél nem figyelhet6 meg hormontermelés. Ha biokémiai tesztekkel mégis
kimutathatd, sok esetben valoszinlileg egyidejiileg fennalld adenomatoid vagy

hyperplasticus elvaltozas tehetd feleldssé.

1.1.2.2. A mellékvese myelolipoma patogenezise

A myelolipomak érett zsirsejtekbdl és trilinearis hematopoietikus sejtekbdl allnak, igy
megtévesztésig hasonlitanak az extramedullaris vérképzésre (extramedullary
haematopoiesis, EMH). A magzati fejlddés sordn az extramedullaris vérképzés egy
fiziologias folyamat mindaddig, amig a csontveld vérképzésre alkalmassa nem valik. Ez
foleg a majban ¢€s Iépben figyelhetdé meg. Extramedullaris vérképzés a sziiletés utan mar
csak koros esetekben fordul elé egyes betegségekhez kapcsolédoan. Igy
myeloproliferativ betegségekben (pl. myelofibrosis) vagy hemoglobinopathidkban (pl.

thalassaemia) [59]. A hasonlosag ellenére, jelenlegi tudasunk szerint a myelolipoma és

13
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az extramedullaris vérképzés két kiillon betegségnek szamit nagyon hasonld
megjelenéssel. Mindkettd elkiilonithetd a csontvel6tdl a reticularis sinusoidok hidnya
miatt. A klinikai gyakorlatban a két betegség kozott a klinikai 6sszkép alapjan tesziink
kiilonbséget:  extramedullaris  vérképzés elsOsorban hematologiai  betegségek
kiséréjeként figyelhetd meg, mig a myelolipoma egy tumor egyidejiileg egészséges
csontveldvel [60]. A myelolipomak a kornyezetiiktél altalaban jol elkiilonithetdk,
gyakran rendelkeznek tokkal, zsirsejtekbdl és vérképzé elemekbdl allnak. Az
extramedullaris vérképzeés altalaban nem koriilhatarolt folyamat és a zsir nem kotelezo
alkotoeleme [61]. A myelolipoma keletkezésére eddig nem talaltak széles korben
elfogadott magyarazatot. Tobb hipotézist is alkottak kordbban. Az egyik feltételezés
szerint a kapillarisokban talalhato reticuloendothelidlis sejtek metaplasztikus atalakuldsa
az els6dleges folyamat, mely megagyaz a myelolipoma kifejlddésének [61-63]. Egy
kozlemény felveti a myelolipoma patogenezisében egy kiegyensulyozott transzlokacio
(3;21)(g25;p11) szerepét, am a betegségben betoltott szerepét nem tudja alatamasztani
[64]. Egy masik feltételezés szerint a mellékvese myelolipoma két kiilonb6z6 progenitor
sejt egymadsra hatdsa miatt alakul ki. Els6ként bizonyos stimuléciora a mellékvesekéreg
alloméanyaban talalhat6 zsir apré véredényeiben talalhatd mesenchymalis dssejtekbol
alakul ki zsirszovet. Az érési folyamat kdzben gyulladdsos reakcid formalddik és ez
stimulalja a mellékvesekérget, hogy olyan anyagokat termeljen, melyek
hematopoietikus progenitor sejteket vonzanak a mellékvesekéregbe, amelyek késdbb ott
megtelepszenek ¢és differencialodnak [65]. Tovabbi hipotézisek kozott megemlitendd
még az, mely szerint klondlis eredete lehet e tumoroknak. Ezt a vizsgalt myelolipomak
kozotti gyakran eléforduld non-random X-kromoszoma inaktivacionak tulajdonitjak
[66]. A myelolipoma keletkezésére vonatkozdan a hipotézisek masodik csoportja
hormonalis eredetet valdsziniisit. Ezek egyik elsé uttdré kisérletezéje a magyar
szarmazasu Selye Janos volt. Megfigyelte, hogy a mellékvesekéregben extramedullaris
vérképzés gyakran eléfordul Addison-kérhoz kapcsolhatd vérszegénységben és
hypercortisolismusban. A kutatdsdban patkanyokat hasznalt, melyeket csoportokra
osztott és beoltotta azokat metiltesztoszteronnal, L-tiroxinnal vagy liofilizalt eliilsé
agyalapi miriggyel (liophilized anterior pituitary, LAP). A kisérlet 57. napjan az allatok
mellékveséjét eltavolitotta és megvizsgalta. Ekkor haromfajta megfigyelést tett: A) a

metiltesztoszteron hatdsara a mellékvese sejtjei normalis zsirsejtekre jellemzd
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tulajdonsagokat mutattak; B) csak LAP-pal kezelt allatokban észreveheté hematopoiesis
indult meg az éllatok mellékvesekérgében; C) kombinalt metiltesztoszteron és LAP
kezelés hatdsara a teljes zona fasciculata €s reticulata atalakult csontveldre hasonlitd
szovetre [67]. Ez tamaszthatja ala azt a klinikai megfigyelést, amely szerint kezeletlen
vagy rosszul kezelt congenitalis adrenalis hyperplasias (CAH) betegekben, akikben az
adrenocorticotropin (ACTH) szintje magas, myelolipoma alakulhat ki. ACTH-termel6
tidérakhoz asszocialt myelolipomat is irtak mar le [68]. Ennck az elméletnek
bizonyitasara egy vizsgalatban ACTH-receptor feliilexpresszidjat keresték egyidejlileg
myelolipomas és CAH-0s betegekben, de nem talaltak megfelelé bizonyitékot [69]. Az
ACTH mellett felvetették a kronikus vérszegénység miatti eritropoetin talzott
termelésének szerepét is [62, 70]. A hipotéziseket vizsgalva nem kizart, hogy a
hormonalis mechanizmusok és a megvaltozott mitkddésti mesenchymalis Ossejtek

egylittesen alakitjak ki a daganatot.

1.1.2.3. A mellékvese myelolipoma patologiai jellemz6i

A myelolipomék az esetek tobbségében tokkal rendelkeznek. Az elvékonyodott zona
glomerulosa ¢és fasciculata altal képzett altok veszi sok esetben korbe a daganatot. A
daganatok vagasi felszine tObbnyire sarga és vordsesbarna. A sarga megfelel a
zsirszovetnek, mig utdobbi a hematopoietikus szovetre utal (1. dbra). Felfedezéskor
valtoz6 méretiiek lehetnek a daganatok. Néhany milliméteres, illetve 43 centiméteres
daganatot is irtak mar le. Az atlagos méret felfedezéskor 10,2 cm (e szam valosziniileg
feltilbecsiili a valos atlagot, ugyanis nagyobb valoszinliséggel kozolnek le egy orias
myelolipomat, mint egy kisebb méretlit). A 10 cm-nél nagyobbakat Orias
myelolipomaknak nevezziik [62]. Jobb- és baloldali daganatok atlagos méretében

kiilonbséget nem talaltunk (jobboldali: 10,2 cm; baloldali: 10,3 cm).
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1. abra: A myelolipoma szoévettani képe

A kép jobb oldalan az egészséges mellékvesekéreg lathato, bal oldaldan a
myelolipomat alkoto zsirszovet és vérképzo elemek. 100x nagyitas.
Hllusztracié dr. Borka Katalin PhD (II. szamii Patolégiai Intézet, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar, Semmelweis Egyetem) jovoltabol.

A tumorok stlya természetesen fiigg a tumorok méretétdl, a nagyobb tumorok esetén a
sulyok szérdsa nagyobb, vélhetden a bevérzések, illetve a zsirszovet és a

hematopoietikus elemek valtozo aranya miatt (2. abra).
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2. abra: A myelolipomak silya és mérete kozotti osszefiiggés

A tumorok mérete és sulya kozott egyértelmii az Osszefiiggés. Korrelacios
egyiitthato értéke r=0,92; p<0,0001. A korreldaciot a Shapiro-Wilks normalitds

vizsgalat alapjan Spearman korreldcioval vizsgaltam.

1.1.2.4. A myelolipoma klinikai megjelenése

A myelolipomak jellemzé megjelenési ideje valtozo. Eléfordult 1 éves gyermeknél [71],
illetve 83 éves embernél is [72]. A myelolipomak klinikai diagndzisa jellemzden az
6todik és a hatodik évtizedben sziiletik meg (3. abra), melyet korabbi tanulmanyok is
megerésitenek [73, 74]. Férfiak és nok kozott ebben a tekintetben nincs kiilonbség:
férfiaknal atlagosan 50,84 év, ndknél 51,02 évesen torténik a betegség felismerése. A
betegség gyakorisagara vonatkozoan - ellentétben az irodalomban vazolt ndi talstllyal -
megfigyeltiik, hogy a betegek 48,6%-a nd ¢és 51,4%-a férfi, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy nincs jelentds nemi kiilonbség a betegség eléforduldsaban. A
vizsgalt tumorok 59,2%-a volt jobboldali, 25,3%-a baloldali ¢és 12,3%-a kétoldali. Az
aranyok korabbi tanulmanyokban is hasonloképpen jelentek meg [45, 62, 75]. Ha a
daganat mindkét oldalon megjelent, a baloldali tumorok atlagos mérete meghaladta a
jobboldali tumorokét (bal: 10,9 cm; jobb: 9,3 cm), de ez a kiilonbség nem volt
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szignifikans (p = 0,25). A myelolipoma méretébdl és dsszetételébdl adoddan hajlamos
lehet retroperitondlis vérzést okozd rupturdra, mely akar hemorrhagias sokkig is
stlyosbodhat [76]. Az irodalomban kozolt és altalunk vizsgalt myelolipomak 4,5%-a
(20 eset) rupturalt. Ezek nagy része 10 cm folotti mérettel rendelkezett, mig a legkisebb
6,5 cm-es volt [72].

20;

151
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3. abra: Myelolipoma diagndzis az életkor fiiggvényében

A myelolipoma diagnozist leggyakrabban az 6todik, illetve a
hatodik évtizedben allitjak fel.

A tlineteket tekintve elsésorban a daganatméret okozta panaszok vezettek (2. tablazat).
A leggyakoribb panaszok a hasi diszkomfort vagy fajdalom, hypochondriélis fajdalom,
lagyéktaji fajdalom és abdominalis térfoglalas voltak. Gyakran a kovetkezd nem
specifikus tiinetek is megfigyelhetdk voltak: dyspepsia, hanyinger, hanyas, stlyvesztés,

also végtagi 6déma, paresztézia, paralizis.
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2. tablazat: A myelolipomas betegek vezet6é panaszai

Az irodalmi kozlesekben leirt 440 esetbol 267-nél volt

egyértelmiien megadva a kivizsgalast elindito panasz

. Betegek szama az adott | Szazalékos
Vezet6 panasz .
panasszal arany
Abdominalis 60 22,5
diszkomfort/fajdalom
Hypochondrialis fajdalom 37 13,9
Lagyéktdji fajdalom 37 13,9
Abdominalis térfoglalas 14 52
Dyspepsia 13 4,9
Hanyinger/hanyéas 12 4,5
Agyéki fajdalom 11 41
Hirtelen hasi/lagyétaji 9 34
fajdalom
Intermittal6 fajdalom 8 3,0
Alsé végtagi paresztézia, 8 3,0
0déma, paralizis
Epigasztridlis fajdalom 6 2,2
Légzési nehezitettség 5 1,9
Hati fajdalom 4 1,5
Sulyvesztés 4 15
Laz 4 1,5
Mellkasi fajdalom 3 1,1
Virilizacio 1 0,4
,,HUz0, vonszold™ érzés 1 0,4
(Dragging sensation)
Generalizalt 6déma 1 0,4
Egyéb (3% alatt) 29 10,9
Osszesen 267 100,0

A daganat novekedési iitemét tobb tanulmany is vizsgalta. Az egyik tanulményban 69
myelolipomat vizsgaltak. Ebbdl 11 daganat a vizsgalati id6 alatt méretben novekedett.
Az utankovetési 1d6 medianértéke 3,9 év volt, a szadmitott daganat-névekedés
medianértéke 0,16 cm/év volt (min: 0,08 cm/év; max: 0,71 cm/év) [77]. Egy masik
csoport vizsgalataban 12 beteg 13 daganatat nézték. A vizsgalati id6 alatt 6 ndvekedett,

2 tumor mérete csokkent, mig 5 tumoré stagnalt. A leggyorsabb novekedési ilitem
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5,5%/hénap volt (4,5 cm-rél 5,5 cm-re 4 hénap alatt). Az atlagos ndvekedési arany

0,64%/hénap volt [78].

A tarsuld betegségeket fel lehet osztani endokrin és nem endokrin korképekre. A
leginkabb feltind tarsult betegség a congenitalis adrendlis hyperplasia, amely 440
vizsgalt betegbdl 44 esetében volt jelen (10%). Ezek koziil 35 betegnél 21-hidroxilaz
hidnyt irtak le (6 sovesztd, 13 egyszert virilizalo, 3 nem klasszikus és 19 nem
részletezett). A 17-alfa-hidroxildz hiany fordult el6 masodik leggyakrabban, mig a 11-
béta-hidroxilaz hidny csak egy esetért volt felelés. A CAH-os betegek myelolipomai
51%-ban kétoldaliak voltak (18 eset), 34% baloldali és 14% jobboldali. Jelentosége
lehet annak is, hogy tobb mint az esetek felében (26/44) a CAH rosszul kezelt vagy
ujonnan felfedezett volt. Myelolipomaban néhany hormon fokozott termelését is leirtak,
igy hypercortisolismus, hyperaldosteronismus, hyperandrogenismus is megfigyelhet
volt (33, 9, illetve 4 esetben). A myelolipomds betegek hormontermelése a daganat
eltdvolitdsa utdn az Osszes esetben visszaszorult. Ez a tény nem azt bizonyitja, hogy a
myelolipoma olykor termelhet hormonokat, hanem valdsziniibbnek tlinik az a felvetés,
miszerint egyes myelolipomak mas, hormontermel$ mellékvesekéreg elemekkel egytitt
jelennek meg. Hypogonadismus, primer hyperparathyreosis és pheochromocytoma altal
termelt katekolamin tulsuly is megfigyelhetd volt két-két esetben. Egyéb endokrin
voltak egy-egy esetben: Carney-komplex [79], polycystas ovarium szindroma [80],
multiplex endokrin neoplasia szindroma egyes tipusa (MEN1) [81], Nelson-szindroma
[82], papillaris pajzsmirigyrak [83], hyper- és hypothyreosis. 98 betegnél irtak le
magasvérnyomas-betegséget és 41 beteg szenvedett 2-es tipusti cukorbetegségben is.
Nem endokrinologiai korképet 56 betegben talaltunk. 12 beteg (2,7%) thalassaemiaban,

6 (1,3%) vesesejtes rakban, 3 prosztatarakban szenvedett.

1.1.2.5. A myelolipoma kérisméje

A myelolipoma joéindulatii incidentaloma 1évén legtobbszor a mellékvese-daganatok
elkiilonitd korisméjében szerepel. Ultrahang (UH) felvételek altalaban egy koriilirt,

hyperechogén ¢és heterogén tumornak irjdk le a myelolipomakat. Atipusos
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jellegzetességek itt is gyakran lathatok. A myelolipoma ultrahangos képe sokszor nem
diagnosztikus értékii. Elsdsorban CT-vizsgalattal lehet felismerni a daganatot. A
felvételeken jol koriilirt, szabalyos vagy szabalytalan gomb alaku, alacsony denzitasa és
heterogén térfoglalasok. Diagnosztikus értékii a daganatban megjelend, CT-vel is
kimutathat6 zsir, mely -120 és -90 HU (Hounsfield Unit) kozotti denzitas értékeket vesz
fel. Az atlagos denzitds valtozd a myelolipoma valtozd Osszetétele miatt. Olykor
atipusos bevérzést vagy kalcifikaciot is meg lehet figyelni [62]. PET-CT felvételek a
legtobb esetben nem mutatnak FDG-felvételt, de eléfordulhat, hogy a vérképzé elemek
valtozd ardnya nyomadn, a 18-fluorodeoxigliikoéz felvétele mégis jelentds differencial-
diagnosztikai kihivast okoznak [84, 85]. Magnesesrezonancia-képalkotassal (MRI)
vizsgalva, mind T1, mind T2 stlyozasu képeken magas intenzitdsi a zsirszovet. Az
MRI vizsgéalat elemzésekor a zsirszuppresszid alkalmazédsaval is lehet segiteni a

myelolipoma diagndzisat.

1.1.2.6. A myelolipoma kezelése

A myelolipoma kezelésére nincsenek széles korben elfogadott iranyelvek, igy minden
esetet egyedileg kell megitélni. Sebészi eltavolitds az egyetlen terapids megkdzelités,
amennyiben sziikséges. Az Eurdpai Endokrin Térsasag (ESE) legfrissebb ajanlasa
szerint a 4 cm-nél kisebb incidentalomakat, melyek képalkotd vizsgalattal egyértelmiien
joindulatinak tiinnek (<10 HU), nem sziikséges kovetni [86]. A myelolipomak azonban
altalaban nagyobbak, de lassabban novekednek. A diagnozis felallitdsa utan a daganat
kovetése — iranyelv hijan — egyedi mérlegeléssel, tapasztalati uton torténik. Méret
alapjan meghatarozott elv nem létezik, ugyanakkor az 6rids myelolipoméak (>10 cm)
kovetése ajanlott, mely célbol hasi ultrahang vizsgalat elegendd. Sebészi terapia akkor
jon szbba, ha ezt szignifikans novekedés, tiinetek (pl. hasi fajdalom, diszkomfort) vagy

tarsuld hormonalis aktivitas indokolja.
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1.1.3. Mellékvesekéreg-adenoma

A mellékvesekéreg-adenoma a mellékvese leggyakoribb joindulati daganata. A termelt
hormonoktol fliggéen, hypercortisolismust, hyperaldosteronismust, virilizaciot vagy
nagyon ritkan feminizaciot okozhat. Hormontermelés azonban csak az esetek kevesebb,
mint egyharmadaban figyelheté meg [87]. A hormontermelé adenomak korében
fiiggden klinikailag tiinetet nem okoz6 vagy nyilvanvaldé Cushing-szindromat okoz.
Kisméretli (altaldban 4 cm-nél kisebb) daganat 1évén, legtobbszor véletlen leletként

keriil felfedezésre. A mellékvesekéreg-adenomék altaldban monoklonalis eredetiiek

[88].

1.1.3.1. Primer aldosteronismus

A primer aldosteronismus (PA) az aldoszteron autondém taltermelddését jelenti, mely
magasvérnyomds betegséget okoz. Az Osszes magasvérnyomas beteg kb. 5-13%-at
érintheti ez a betegség [89-91], és ezzel a szekunder endokrin hypertonia leggyakoribb
okat képezi. Az aranyt ismerve, ha a magasvérnyomas betegek valds szamat tekintjiik,
ez a betegség extrém mértékben alul diagnosztizalt. A PA klinikai megjelenésében mar
emlitett magas vérnyomashoz valtozd sulyossagi hypokalaemia is tarsulhat, de ez az
Ujabb adatok szerint nem feltétele a diagnozisnak. A PA-t két f6 betegség okozza: a
bilateralis adrenalis hyperplasia (BAH) és az egyoldali aldoszteron-termelé adenoma
(APA). El6bbi az Osszes PA eset 60-70%-aért, mig utobbi 30-40%-ért felel [92].
Tovabbi, sokkal ritkabban el6forduld korformak az unilateralis adrenalis hyperplasia
(melyet a zona glomerulosa micro- vagy macronodularis hyperplasidja okoz), a
familiaris hyperaldosteronismus (FH) I-IV tipusai és az aldoszteron-termeld
mellékvesekéreg-rak. A FH I-es tipusara jellemzd, hogy az aldoszteron szintetizalasa
fligg az ACTH-t6l, melyet gliikokortikoid adédsaval lehet kontrollalni. A
CYP11B1/CYP11B2 kiméragén tehetd feleldssé a betegség kialakulasaért. A FH II-es
tipusara jellemzd genetikai eltérést eddig nem azonositottak. A FH Ill-as tipusaban

csirasejtes KCNJ5 (Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily J] Member 5) mutacio
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figyelhet6 meg, mig a FH IV-es tipusaban a CACNAL1D (Calcium Voltage-Gated
Channel Subunit Alpha 1D) gén csirasejtes mutacidja okozza a betegséget [93]. A
gének - melyek csirasejtes mutacioit leirtak - szomatikus mutacioja sporadikus APA-t is
okozhat. Elobbiek és mas gének szomatikus mutacidi egyiitt felelések a sporadikus
APA-k kb. 50%-aért [94-98]. Az APA-k 34-47%-aban irtak le a KCNJ5 gén
(Glyl51Arg vagy Leul68Arg) mutaciojat [99-103]. Kisebb aranyban feleldsek az
ATP1A1 (ATPase Na'/K" transporting Subunit Alpha 1), az ATP2B3 (ATPase Plasma
Membrane Ca** Transporting 3), a CACNALD és a CTNNB1 (Catenin Beta 1) gének
szomatikus mutacioi [104, 105]. Ezzel ellentétben, a BAH koreredete 1ényegében
ismeretlen, mely Osszefiigg azzal, hogy a kétoldali hyperplasiat elsédlegesen
gyogyszeresen kezeljik, igy eltdvolitott szovetminta korlatozott mértékben all
rendelkezésre. A mellékvese angiotenzin II iranti tulzott érzékenységét kordbban leirtak
BAH-ban, de ennek dontd patogenetikai jelentésége ellen szo6l, hogy a
hyperaldosteronismust az angiotenzin II hatasanak kizarolagos gatlasaval nem lehet

kezelni [106].

A két betegség klinikai képében minimalis eltérés mutatkozik. APA betegek
hypertensidja és hypokalaemidja altaldban sulyosabb, mint BAH betegeknél. E
megfigyelések természetesen nem elegenddek ahhoz, hogy a két betegséget egy adott
betegben nagy biztonsaggal elkiilonitsilk egymaéstél. A betegség klasszikus
kb. 9-37%-4ra jellemzd csupan [107, 108]. Ujabban a betegség sulyos hypokalaemia
nélkiili manifesztacioit is sokkal gyakrabban diagnosztizaljdk az aldoszteron/renin arany
(ARR) konzekvensebb hasznalata miatt. [90, 92, 108, 109]. APA-ban szenved6
betegekben genotipus-fenotipus 0Osszefliggést is megfigyeltek. KCNJT mutécio
gyakoribb ndkben, mint férfiakban, illetve nagyobbra nének a daganatok, mint a
szomatikus mutaci6 nélkiili APA esetekben [99, 102]. ATP1Al vagy ATP2B3 mutaciot
férfiaknal gyakrabban taldltak, és mutacio-negativ esetekhez viszonyitva alacsonyabb
plazma kaliumszinttel és magasabb plazma aldoszteron-koncentracioval rendelkeznek
[104]. CACNA1D mutaciot hordozo betegek altalaban idésebbek és kisebb méretii
tumoraik vannak, mint a KCNJ5 mutaciot hordozoknak [96].

23



DOI:10.14753/SE.2020.2342

Az APA ¢és a BAH terapidja kiilonboz6. Az adenomék kezelése sebészi mellékvese-
eltavolitas, mig a BAH kezelése — a betegség kétoldalisaga miatt — mineralokortikoid

antagonista adasaval torténik. Igy természetesen elkiilonitésiik dont6 fontossagu.

1.2. Differencial diagnosztikai kihivasok

1.2.1. A mellékvese daganatainak elkiilonitése

A mellékvese daganatainak elkiilonitése legtobbszor a mellékvese incidentaloma
elkiilonité korisméjét jelenti. A legfobb kérdés az, hogy az adott daganat jo- vagy
rosszindulati. Természetesen e mellett felmérendd a daganat funkcionalitdsa, azaz a

hormontermelés megléte.

A rosszindulatusag megitélésére az Eurdopai Endokrin Tarsasag (European Society of
Endocrinology, ESE) és az Eurdpai Halézat a Mellékvese Tumorok Kutatasaért
(European Network for the Study of Adrenal Tumors, ENSAT) alapelveket fogalmazott
meg, amelyek elsdsorban a képalkotd vizsgalatok eredményein alapulnak. A daganat
joindulatisagara utal, ha nem kontrasztos CT-felvételen homogén ¢és lipidben gazdag a
daganat. Ha a CT-felvételen joindulatunak (<10 HU) tlinik, és 4 cm-nél kisebb a
daganat, tovabbi képalkotd vizsgéalatot nem javasolnak. Ha nem egyértelmii az el6bbi
képalkotd eljaras, harom tovabbi lehetdséget ajanlanak: masik képalkoto eljaras
hasznalata, 6-12 honap elteltével ismételt képalkotd vizsgalat vagy azonnali miitéti
beavatkozés. A mellékvese biopszidjat sem javasoljak a szovettani vizsgalat nehézsége,
illetve a rosszindulatu daganat terjedésének lehetdsége miatt [86]. Jelenleg nem ismert
olyan vérbdl meghatdrozhaté marker, ami a daganatok jo- vagy rosszindulatusagat

megbizhatdan jelezné.

fgéretes kutatasok folynak ugyanakkor a vizelet szteroid metabolomika terén, ahol a
szteroid metabolitok vizsgalata a mellékvesekéreg daganatok j6- vagy
rosszindulatiisagdnak jelzésére alkalmasnak tlinik, de ez a technika csak korlatozottan

érhetd el [19].
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1.2.2. A primer aldosteronismus diagnoézisa és differencial-diagnosztikaja

A primer aldosteronismus két leggyakoribb korforméjanak elkiilonitése nagyon fontos,
mert kezelésiik alapvetden eltér egymastol. Magdhoz a primer aldosteronismus
gyantjanak felallitasahoz elGszor szlirGvizsgalatot sziikséges végezni. Ehhez a plazma
renin aktivitds (PRA) vagy koncentraci6 (PRC) szuppresszalt voltait és a plazma
aldoszteron-koncentracié (PAC) jelent6s emelkedését keressiik, és az aldoszteron/renin
aranyt hasznaljuk. Ha a PAC/PRA ardny nagyobb, mint 20-25 (fliggben a laborban
hasznalt referenciaértékektol) és a reggeli fekvo helyzetben levett aldoszteron érték is
nagyobb, mint 20 ng/dl, a diagndzis valdszinli [110]. A sziirvizsgalat utan
konfirmacios teszt elvégzése sziikséges (pl. soéinfuzio, ordlisan végzett soterhelés,
fludrokortizon teszt) a primer aldosteronismus diagnozisanak felallitasahoz [92, 111].
Sajat gyakorlatunkban elsdsorban a soinfuziot alkalmazzuk, amelynek soran primer
aldosteronismus esetén az aldoszteron-koncentracidé nem csokken centrumt6l fiiggden 5-

7 ng/dl ala.

Az APA ¢és BAH elkiilonitéséhez képalkotd vizsgalatok (CT, MRI), ill.
legmegbizhatobban a szelektiv mellékvesevéna-katéterezés (AVS) hasznalhato.
Mellékvese CT ¢és AVS egyiittes alkalmazasaval a legtobb esetben elkiilonithetd
egymastol a két betegség. Ha 4 cm-nél nagyobb a daganat, malignus daganat irdnyaban
i1s indokolt vizsgalédni. Ha a mellékvesék mindkét oldalon kiszélesedtek, BAH
szoliter, hipodenz adenoma latszik fiatal betegben, APA a valoszintibb [112, 113]. Az
AVS metodik4ja mindazonaltal nem egységes, a vizsgéalat sajnos nem 4altalanosan
elérhetd és nagy gyakorlatot igényel, kiilonosen a baloldali v. renalisba beszajadzo bal
v. suprarenalis kaniildldsa terén. Egyes ajanlasok alapjan koszintropin (ACTH)
stimulacio sziikséges, mas ajanlasok szerint viszont nem sziikséges [114-116]. A jobb
¢s bal mellékvesevéna, illetve a vena cava inferior (VCI) terliletén sziikséges
aldoszteron- ¢és kortizol- koncentraciot mérni. Sikeresnek mindsitiink egy katéterezést,
ha a mellékvesevéna kortizol-koncentracioja legalabb haromszorosa a VCI-ben mértnek
[117]. A nemrégiben publikalt, de vitatott SPARTACUS vizsgalat a CT és AVS

megbizhatosagat vizsgalta a primer aldosteronismus differencial-diagnosztikdjaban. Az
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AVS megbizhatésagdt magasabbra értékelték a képalkotdé vizsgalatoknal, &am

megkérddjelezték arany standard modszerként vald alkalmazasat [118].

1.3. A mikroRNS-ek

A mikroRNS-ek (miR, miRNS) révid — 19-25 nukleotid hosszisagu — érett formajukban
egyszal, nem fehérje-kddoldé RNS-molekuldk, melyek a génexpressziot foként
poszttranszkripcionalis szinten befolyasoljak. A mikroRNS-ek az RNS-interferencia
endogén mediatorai. Tekintettel arra, hogy génexpresszid szabalyozasa keretében a
DNS nukleotidsorrendjében moddositast nem hajtanak végre, az epigenetikus
szabalyozas részei. Tobb, mint 2500 miRNS gén taldlhaté a human genomban (A
miRBase 22-es verzidjaban 2019. marcius 19-én 2654 miRNS szerepel), melyek
képesek befolyasolni a fehérjét kodold gének akar felét is (30-60%) [119]. A mikroRNS
gének az Y-kromoszoma kivételével az Osszes kromoszoman megtalalhatoak. A
mikroRNS gének megtalalhatok fehérjét kodolod régiokban, de 90%-uk fehérjét nem
kodolo szakaszon helyezkedik el [120].

1.3.1. A mikroRNS-ek bioszintézise

Az intragénikus mikroRNS-ek atirasat az RNS-polimeraz-II végzi (4. abra), mig az
intergénikus mikroRNS-ek atirasat az RNS-polimeraz IIT [121]. igy keletkeznek az
elsédleges, hosszu mikroRNS-ek (pri-miRNS) a sejtmagban. A mikroRNS-ek
transzkripcigdjat szabalyozzak serkentd és csendesitd elemek, kromatin modosulasok és
transzkripcids faktorok is, melyek fejléddés- és szdvetspecifikusak. Tobb tutvonala is
ismert az érési folyamatnak, de a legaltalanosabb a kanonikus utvonal. A pri-miRNS-t a
Drosha (egy RNaz) és a DGCRS8 (DiGeorge syndrome critical/chromosomal region 8)
kofaktor alkotta mikroprocesszor komplex hasitja egy kb. 70-100 nukleotidbol allo,
kettds lancu, hajtiiszerti prekurzor miRNS-sé (pre-miRNS). A pre-miRNS a sejtmagbol
a citoplazmaba a Ran GTP-dz fliggd Exportin-5 fehérje segitségével jut ki. A pre-

MiRNS-t ezutan az RN-az funkcidju Dicer enzim alakitja duplaszali miRNS-sé. Ebben
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a duplaszald miRNS-ben megtaldlhatdé az érett miRNS (altaldban miR-5p) és a
komplementer szal, melyet miR* vagy miR-3p-nek neveziink. A komplementer szal
altalaban lebomlik, de olykor funkcionalitassal bir6 miRNS marad beldle. A
citoplazmaban a RISC (RNA-induced silencing protein), helikazaktivitassal rendelkez6
komplex részévé valik a TRBP (transactivation-responsive RNA-binding protein), a
Dicer ¢és az AGO2 (Argonaute-2) fehérjékkel egyiitt. E komplex segitségével keletkezik
és egyben stabilizalodik az egyszali miRNS, mely mRNS-hez (messenger RNS)

kotédni képes [122].

Sejtmag Citoplazma
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4, abra: Az érett miRNS keletkezése

A miRNS nem szabadon, hanem a miRISC részeként gatolja a transzlaciot. AGO2:
Argonaute-2; DGCRS8: DiGeorge syndrome critical / chromosomal region 8; miRISC:

RNA-induced silencing complex; RNSPOLII: RNS-polimerdz II; TRBP: transactivation-

responsive RNA-binding protein
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1.3.2. A miRNS-ek biologiai hatasai

A mMIiRNS-¢k f6 funkcidja a mRNS-ek specifikus kotése a citoplazmaban, igy a
génexpresszid poszttranszkripciondlis szabalyozasanak résztvevoi. Az érett, egyszalua
MIRNS — a RISC részeként — kotddik a cél mRNS 3 at nem irodo szakaszahoz (3’
UTR). A génexpresszid szabalyozasaban altalaban szuppressziv szerepet toltenek be, de
a génexpressziot kozvetlen vagy kozvetett modon is eldsegithetik [119, 123]. Teljes
komplementaritas esetén az mRNS degradacioja kovetkezik be, mely elsésorban a
noévényeknél figyelhetd meg. Allatokra részleges komplementaritas jellemzd, ekkor a
transzlacio gatlodik [124]. Utdbbi esetén a transzlacié harom 1épése is érintett lehet:
pretranszlacios, kotranszlacios vagy posztiniciacios [119, 121, 125, 126]. Egy miRNS-
szekvencia a genom eltérd helyeirdl is kifejezodhet, illetve egy mMRNS-t akar tobbszaz
miRNS is célba vehet. Emiatt a miRNS-ekre jellemzé a redundancia. A miRNS-ek
pleiotrop tulajdonsaga, hogy egy miRNS akar tobbszaz mRNS-sel is kapcsolatba 1éphet
[127-130]. A miRNS-ek nem csak a citoplazmaban céloznak mRNS-eket, hanem a
sejtmagban is kifejthetnek hatast, mely befolyasolhatja a génkifejezodést. Kozvetlen
hatasuk lehet a transzkripciora, hiszton aktivitasra vagy a kromatin remodelingre is
[119]. A miRNS-ek szovetspecifikus kifejez6désének nagy jelent6sége lehet a klinikai

gyakorlatban, hiszen biomarkerként valo alkalmazasuk alapjaul szolgal.

A mMiRNS-¢k olyan alapvetd folyamatokban jatszanak bizonyitottan szerepet a
szabalyozason keresztiil, mint a sejtciklus, a sejtdifferencidlodés, sejtprolifracio,
egyedfejlodés, sejthalal, stresszvalasz, vérképzés vagy az immunrendszer fejléddése és
szabalyozasa [131, 132]. Koros kifejez6désiik koros elvaltozasokat okozhat. Kiilonbdz6
gyulladasok, autoimmun folyamatok, vascularis betegségek, illetve daganatok
patogenezisében is szerepet jatszhatnak [122, 133]. A miRNS-eket tumorképzédésben
betdltott szerepiik szerint két csoportra lehet osztani: tumorszuppresszorok és
onkogének. Onkogén miRNS-ek (oncomiR) azok, melyek eldsegitik a proliferaciot, az
érijdonképzidést és/vagy csokkentik a tumorszuppresszor miRNS-ek szintjét. Mig
azok, melyek eldsegitik a differenciaciot és sejthalalt, tumorszuppresszor miRNS-ek.
Daganatokban az onkogének altaldban feliilexpresszaltak, mig a tumorszuppresszorok
alulexpresszaltak. A miRNS-ek szovetspecificitasa miatt azonban eldfordulhat, hogy

egyes mMIRNS-ek az egyik szovetben onkogének, mig masik szovetben
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tumorszuppresszorok [134]. Példa lehet erre a miR-29a, mely kronikus limfocitas
leukémiaban tumorszuppresszor, mig emlérakban onkogén [135]. Hasonldan, a miR-

503 feliilexpresszalt mellékvesekéreg-rakban, mig alulexpresszalt agyalapimirigy

tumorokban [136, 137].

A szoveti miRNS-ek mind diagnosztikus, mind prognosztikus relevancidja magas,
szovetspecificitasuk révén hasznosithatok. Stabilitdisuk nyoman, formalinban fixalt
paraffinba (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) agyazott mintdk miRNS
expresszios mintazata is meghatarozhatd [138]. Szoveti mintavételbdl vagy eltavolitott
tumorszovetbdl vald meghatarozasuk is segithet egyes betegségek diagnozisaban [139—
141]. 2008-ban Mitchell és mtsai, majd 2010-ben Weber és mtsai. kimutattak, hogy
mMiRNS-ek nem csak szovetekben, hanem kiillonbozé testfolyadékokban is
megtalalhatok. Ugyan kiilonb6zd koncentracioban, de jelen vannak a vérben, az
anyatejben, nyalban, ondéban, bronchialis valadékban, konnyben, peritonealis nedvben,
székletben, illetve vizeletben is. Az anyatej miRNS-koncentracidja a legmagasabb (10°

ug/l), mig a vizelet miRNS-koncentracioja a legalacsonyabb (10? pg/l) [142, 143].

1.3.3. Az extracellularis miRNS-ek

A sejtekb6l a miRNS-ek harom f6 uton keriilhetnek ki: 1) gyulladas vagy nekrozis
kovetkeztében kialakuld sejtszétesés kovetkezményeként passziv kiaramlassal, 2)
extracellularis vezikulak (EV) aktiv szekrécidja révén, 3) makromolekularis komplexek
(AGO vagy lipoprotein, altaldban HDL komplexek) részeként ugyancsak aktiv
szekrécioval. A vérben taldlhato miRNS-eket keringd miRNS-eknek hivjuk. A vérben
levé miRNS-ek két szempontbol keriiltek a tudoményos érdeklddés latoterébe. Egyrészt
azért, mert a vér konnyen hozzaférhetd, biomarkerként valé haszndlatuk a
diagnosztikdban és a betegségek kovetésében is jelentds lehet. A mai napig szdmos
kiilonbozd betegségnek irtak le megvaltozott keringd miRNS expresszids mintazatat.
Csak példakat kiragadva - a teljesség igénye nélkil — majkarosodaskor,
cukorbetegségben, szivizom sériilésekor, hardntcsikolt izom sériilésekor, kiilonb6zo
daganatokban [143-149]. Masrészt, ha a miRNS-ek szelektiven szekretalddnak és sejten

kivil is stabilak, akkor jogos a felvetés, miszerint akar a sejt-sejt kommunikacioban is
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szerepet jatszhatnak. E gondolatmenetet tovabb folytatva felmeriil, hogy a miRNS-

eknek akar szoveteket befolydsold, hormonszerii hatasuk is lehet.

A keringd miRNS-eken kiviil nagy tudomanyos érdeklédés ovezi a vizeletben talalhatéd
— noha kis koncentracioban jelenlevé — miRNS-eket is. A keringd miRNS-ektdl eltérden
nem csupan minimalisan invaziv, hanem non-invaziv biomarkerként is hasznalhatok
lehetnének ily médon a miRNS-ek. Szamos tanulmény mutatta be, hogy egyes urologiai
¢és nefrologiai betegségben potencidlis biomarkerként lehet alkalmazni a vizelet miRNS-
eket [150]. S6t, egyéb, nem htgyivarszervi betegségekben is kimutattak vizelet miRNS
expresszios eltéréseket. Szignifikansan eltéré6 miRNS szinteket taldltak tobbek kozott
myocardialis infarktusban [151-153], cukorbetegségben [154, 155] és kiilonféle
tumorokban is (gyomor, hepatocellularis carcinoma, petefészek-rak) [156-160]. Plazma
¢s vizelet miRNS kozotti korrelaciot is megfigyeltek ezek koziil egyes tanulmanyokban

[156, 158].

A miRNS-ek a kikeriilés modjanak megfeleléen keringhetnek extracellularis
vezikulumokban, illetve makromolekularis komplexek részeként. ElOszor az
extracellularis vezikuldkban megtalalhato miRNS-eket irtdk le exoszoémakban és
mikrovezikuldkban. Ezek egy modjat jelentik a miRNS-ek vérben val6 stabilizalasanak
[161]. Kés6bb ezt tobb tanulmany is kiegészitette azzal, hogy a vérben keringé miRNS-
ek csak 5-10%-a lehet az, amely EV-ban talalhatd. 90-95%-a a keringd miRNS-eknek
azonban makromolekularis komplexek része. El6szor az AGO fehérjével alkotott
komplexeket irtak le, késébb fedezték fel a HDL-lel alkotott komplexet is [162-165].

Mindezeket figyelembe véve, a miRNS-ek extracellularis térben vald stabilitasa €s
szOvetspecificitdsa potencidlisan alkalmassa teheti Oket arra, hogy biomarkerként

hasznositsuk 6ket a diagnosztikaban vagy betegségek kovetésében.

1.3.4. miRNS-ek a mellékvesekéreg-daganatok diagnosztikajaban

A mellékvesekéreg-daganatok miRNS expressziés mintazatat eldszor szoveti mintdkon
vizsgaltak. Joindulati adenomék, mellékvesekéreg-rak és normalis mellékvesekéreg

mintdk Osszehasonlitasa soran 3-3 szignifikans feliil-, illetve alulexpresszalodott
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MIRNS-t irt le kutatocsoportunk. Mellékvesekéreg-rakban feliilexpresszalodott a miR-
503, a miR-184 és a miR-210, mig alulexpresszalodott a miR-214, a miR-511 és a miR-
375 (3. tablazat) [136]. A miR-483-5p szignifikans szoveti felillexpressziojat
mellékvesekéreg-rakban el6szor Soon és munkatarsai irtak le [166]. A kovetkezd
években hasonld vizsgalatokat tobb kutatdcsoport is végzett. A tanulmanyok legtobb
esetben megmutattak, hogy mellékvesekéreg-rakban a miR-483-3p, miR-483-5p, miR-
210 és a miR-503 feliilexpresszalodik mellékvesekéreg-adenomahoz és/vagy normalis
mellékvesekéreghez képest, illetve a miR-195 ¢és a mIiR-335 szignifikansan
alulexpresszalt adenomahoz és/vagy normalis mellékvesekéreghez képest [35, 167—
173]. A kutatocsoportunk altal leirt miR-511 és miR-503 kifejez6désének kiilonbsége,
mint lehetséges marker a mellékvesekéreg-rakot és mellékvesekéreg-adenomat 100%-0s

szenzitivitassal és 97%-os specificitassal kiilonitette el [136].

Tekintettel arra, hogy a mellékvesekéreg-daganatok szovettani vizsgalata nehéz, a
szoveti miRNS markerek vizsgalata a szovettani vizsgalatok hasznos kiegészitdje lehet

a jovoben.

3. tablazat: A mellékvesekéreg-rakban leirt miRNS mintazatbeli eltérések

ACA = adrenocorticalis adenoma; ACC = adrenocorticalis carcinoma; CPA =
cortisol-producing adenoma (kortizol-termeld adenoma); EV = extracellularis vezikula,

NA = normal adrenal (mellékvesekéreg)

. Feliilexpresszalodott | Alulexpresszalodot
Szerzo Minta | Kontroll ) )
mMiRNS-ek t miRNS-ek
Tombol és mtsai, miR-503, miR-184, miR-214, miR-511,
szovet | NA, CPA | )
2009 [136] miR-210 miR-375
Soon és mtsai, ACA, ) ) )
szovet miR-483-5p miR-335, miR-195
2009 [166] NA
Patterson és mtsai, ACA, ) miR-100, miR-125b,
szovet miR-483-5p )
2011 [167] NA miR-195
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] Feliilexpresszalodott | Alulexpresszalodot
Szerz6 Minta | Kontroll ) )
mMiRNS-ek t miRNS-ek
Ozata és mtsai, miR-483-3p, miR- miR-497, miR-195,
szovet | ACA ) )
2011 [168] 483-5p, miR-210 miR-1974
Schmitz és mtsai, ACA, miR-139-3p, miR-
szovet )
2011 [169] NA 675, miR-335
. . miR-483-3p, miR-
Assie és mtsai, ) ) )
szovet | NA 483-5p, miR-210, miR-195, miR-335
2013 [174] )
miR-503
Duregon ¢és mtsai, miR-483-3p, miR- )
szovet | ACA ) miR-195
2014 [170] 483-5p, miR-210
) ) miR-34a, miR-214,
miR-483-3p, miR- ) )
Feinmesser és ) miR-99a, miR-497,
) szovet | ACA 483-5p, miR-10b, ) )
mtsai, 2015 [171] ) miR-125b, miR-195,
miR-513-5p )
miR-30c
miR-9, miR-25, miR-
Gara és mtsai, ACA, ) ]
szovet 124, miR-183, miR-
2015 [172] NA )
185, miR-206
Koperski és mtsai, ACA, miR-483-3p, miR-
szovet .
2017 [173] NA 483-5p, miR-210
Chabre és mtsai, széru | ACA, . ) )
miR-483-5p miR-195, miR-335
2013 [174] m NA
miR-100, miR-181b,
Szabd és mtsai, ) ) )
plazma | ACA miR-184, miR-210, miR-195
2013 [175] )
miR-483-5p
Patel és mtsai, széru miR-34a, miR—483-
ACA
2013 [176] m 5p
Perge és mtsai, plazma ) )
ACA miR-101, miR-483-5p
2017 [177] EV

A keringd miRNS-ek, mint minimalisan invaziv biomarkerek jatszhatnak szerepet a

mellékvesekéreg-daganatok diagnosztikdjdban. A kordbban leirt szoveti miRNS
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expresszids mintdzatok alapot és segitséget nylijtanak a minimdlisan invaziv markerek
megtalalasahoz. Mellékvesekéreg-rakra jellemzd miRNS-eket eddig Osszesen négy
tanulmany vizsgalt, melybdl ketté kutatdcsoportunkhoz kotheté. Chabre és mtsai a miR-
483-5p fokozott, mig a miR-195 és miR-335 csokkent kifejezddését talaltak ACC-ben
ACA-hoz képest. A miR-483-5p szintjében kiilonbséget talaltak, mikor
Osszehasonlitottdk az agressziv, gyorsan progredialé daganatokat a nem agressziv
viselkedéstiekkel [174]. Patel és mtsai a miR-34a szintjét — a szovetben megfigyelttol
eltéréen — szignifikansan magasabbnak talaltdk ACC-ben adenomakhoz képest [176].
Vannak adatok arra, hogy a szoveti és a keringd miRNS-ek szabdlyozdsa nem
még alig ismert [178]. Kutatocsoportunk két kiillonbozé tanulmanyban is kozolte
eredményeit. Plazmamintakat vizsgalva azt talaltuk, hogy a miR-100 és a miR-181b, ha
egyszerre feliilexpresszaltak, 78%-os szenzitivitdssal ¢és 100%-os specificitassal
kiilonitik el az ACC-ket az ACA-ktol [175]. Egy kovetkez6 tanulmanyban, tudomasunk
szerint kutatocsoportunk vizsgalta el6szor az extracelluléris vezikulum eredetli miRNS-
ek kifejezddését mellékvesekéreg-daganatokban. A mar korabban t6bb alkalommal leirt,
exoszomalis MiR-483-5p és a mellékvesekéreg-rak tekintetében eddig ismeretlen miR-
101 szignifikdnsan magasabb szintjét mutattuk ki ACC-ben ACA-hoz képest [177].
Kutatocsoportunk vizsgalta a kortizol-termeld mellékvesekéreg-daganatok exoszomalis
mMiRNS-mintazatat is. Azt talaltuk, hogy a miR-22-3p, miR-27a, miR-320b és a miR-
210-3p szignifikansan magasabb kifejez6désti a kortizol-termel6 ACC-ben, mint a nem
funkcionaldé adenomakban. A miR-22-3p, a miR-27a-3p és a miR-320b szignifikansan
magasabb szintje volt megfigyelhetd a kortizol-termelé adenomakban nem funkcionéld

adenomakhoz képest is [179].

A mellékvesekéreg-rak kezelési hatékonysaganak kovetésére is alkalmasak lehetnek a
keringd miRNS-ek. Kutatocsoportunk egér-xenograftmodellben vizsgalta a keringd
MiRNS-ek ¢és a mellékvesekéreg-rak kezelésének kapcsolatat. A miR-483-5p
csokkenését figyeltik meg 9-cisz-retinsavval kezelt NCI-H295R mellékvesekéregrak-
sejtvonallal 1étrehozott xenograftmodellen [180]. Emberben miitét utani a miRNS
expresszios csOkkenését irtak le két alkalommal is, melyet tovabb vizsgéalva

potencialisan jo prognosztikai marker is lehet [174, 181].
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Primer aldosteronismust okoz6 aldoszteron-termelé adenoma és bilateralis adrenalis
hyperplasia szoveti miRNS mintazatdt eddig egyetlen tanulméany vizsgalta. Itt APA,
unilateralis adrenalis hyperplasia és normalis mellékvesekéreg mintadk miRNS
expresszidos mintazatat hasonlitottak Ossze. A mMIiR-375 és a mIR-7 szignifikansan

alacsonyabb szintjét talaltdk APA mintakban a masik két csoporthoz viszonyitva [182].

Mellékvesekéreg-daganatok vizelet miRNS expressziés mintazatat eddig nem

hataroztak meg, illetve nem korrelaltattdk a plazma miRNS expresszios mintazattal.
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2. Célkitiizések

A mellékvesekéreg-daganatok diagnozisa gyakran nehéz feladat. Igaz ez a nagyméreta
mellékvese incidentalomakra, amikor is az elsddleges feladat a rosszindulata daganat
elkiilonitése a joindulatutdl. Az érvényben 1év0 ajanlasok (ESE, ENSAT) a szerzok
szerint is gyengék, illetve az esetek nagy részében is csak a joindulati adenomadkat
tudjuk elkiiloniteni a rosszindulati carcinomatol. A myelolipoma gyakran nagyméretiire
nd, és valtozo sejtosszetétele miatt Osszetéveszthetd a carcinomaval. A myelolipoma
miRNS expresszios mintdzatat még sem szoveti, sem keringd miRNS szinten nem

vizsgaltak.

Korabbi kutatasok alapjan a keringd miR-483-5p alkalmas Iehet potencidlisan
minimalisan invaziv biomarkernek az ACC ¢és az ACA elkiilonité korisméjében. Erre jo
eséllyel szamitani is lehet, hiszen a vizsgalat szenzitivitasa és specificitasa is kielégitd
értékeket mutat. A vérvétel azonban — ha csak minimadlisan is — beavatkozéssal jar6
folyamat. Felmeriilhet, hogy a vizeletben talalhatdé miRNS-ek hasznosak lehetnek a

mellékvesekéreg-daganatok non-invaziv diagnosztikajaban.

A primer aldosteronismus differencidldiagnosztikdja is komoly kihivast rejt. Az
aldoszteron-termeld adenoma ¢és a bilateralis adrenalis hyperplasia elkiilonitésére a
képalkoto vizsgalatok az esetek nagy részében nem nyujtanak megbizhato segitséget. A
napjainkban arany standardként hasznalt szelektiv mellékvesevéna-katéterezés egy
altalaban megbizhat6, de nem kis beavatkozassal jaro, és csak korlatozottan elérhetd,
nagy technikai jartassagot igényld vizsgalat. A két betegség elkiilonitésére nem
rendelkeziink jelenleg minimalisan invaziv eljarasbol nyerhetd, vérbél meghatarozhato
biomarkerrel, mely alapvetéen valtoztatna a jelenlegi folyamaton. Feltételezésiink
szerint, a keringd miRNS expresszios mintazatbeli kiilonbségek alkalmasak lehetnek a
két betegség elkiilonitésére. E vizsgalatnak nem csak a beteg szempontjabol van
jelentdsége, hanem gazdasagi haszna is figyelemremélto lehetne. Tudomasunk szerint,
eddig senki nem tett kisérletet arra, hogy e két betegség keringd miRNS expresszids

mintdzatat meghatarozza.
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Kutatasaim céljait harom pontba lehet osztani, e beosztds szerint ismertetem a

tovabbiakban a modszereket, illetve eredményeket is:

1. A mellékvese myelolipoma, mellékvesekéreg-rak és mellékvesekéreg-adenoma
miRNS expresszidos mintdzatdnak meghatarozasa és 0sszehasonlitasa szdveti €s
plazmamintakbol. A mellékvese myelolipomara jellemzd, a mellékvesekéreg-
raktol azt elkiiloniteni képes szoveti, illetve minimadlisan invaziv biomarker
keresése és azonositasa.

2. A mellékvesekéreg-rakos betegek plazma és vizelet mintajaban a miR-483-5p
a vizelet miR-483-5p alkalmazhato-e mint a mellékvesekéreg-rak non-invaziv
biomarkere.

3. A primer aldosteronismust okoz6, két leggyakoribb betegség, az aldoszteron-
termelé adenoma és a bilaterdlis adrenalis hyperplasia miRNS expresszios
mintdzatanak meghatdrozasa plazma mintakbol a két betegség elkiilonitését

lehetdvé tévo biomarkerek azonositasa céljabol.
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3. Modszerek

3.1. miRNS profilozas mellékvese myelolipomaban, mellékvesekéreg-rakban és

mellékvesekéreg-adenomaban

3.1.1. Felhasznalt mintak, betegadatok

Els6 munkdmban az ACC, ACA ¢és mellékvese myelolipoma (AML) betegek szoveti,
illetve plazmamintait vizsgaltam. A vizsgalatba 71 beteg formalinban fixalt paraffinba
agyazott (FFPE) szoOvettani mintdjat vontam be (4. tablazat). Ebbol a felderitd
(discovery) kohorszba 30 minta keriilt be (10 ACC, 10 ACA, 10 AML). A validacios
kohorszba tovabbi 41 fiiggetlen minta keriilt be (15 AML, 14 ACA, 12 ACC). Tovabba,
33 fliggetlen betegtél preoperativ etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA)-antikoagulalt
plazmamintat is gyijtottem szovettanilag igazolt esetektdl (11 minta AML, ACA és
ACC-bdl egyarant). A szdvettani mintdk a Semmelweis Egyetem 1. sz. Patologiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézetébdl, illetve II. sz. Patologiai Intézetébdl szarmaztak. A
plazmamintdk a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinikarol, a Padovai
Egyetem Endokrinologiai Osztalyardl és a Mayo Klinika Endokrinoldgia, Diabetes,
Metabolizmus €s Nutricid Osztalyarol keriiltek bevonasra. A vizsgalatban Osszesen 41
férfitél és 63 ndtdl keriilt minta feldolgozasra. Az atlagéletkor 52 év volt (ndknél 53,5
¢év, férfiakndl 51,2 év). A mellékvesekéreg-rakok kozott 22 nem funkcionald, 8 kortizol-
termeld, 2 tesztoszteron-termeld ¢€s 1 aldoszteron-termelé daganat volt. A
mellékvesekéreg-adenomak koziil 19 nem funkciondld, 9 aldoszteron-termeld, 7
kortizol-termel6 daganat volt. Az ACC daganatok atlagos mérete 99,6 mm volt, AML
daganatoké 73,7 mm, mig ACA daganatoké 43,5 mm. A daganatok diagnozisa 0sszes
esetben az aktualis szakmai protokollok alapjan tortént. A szovettani mintdk egyértelmi
diagnodzist nyujtottak, a plazmamintak is minden esetben szdvettanilag megerdsitett
daganatos betegtdl szarmaznak. Preoperativ biokémiai vizsgalatok [(basalis kortizol,
ACTH, aldoszteron, renin aktivitds, dehidroepiandroszteron-szulfat, vizelet

katekolaminok, alacsony dozisu dexametazon teszt (cut-off: 1,8 pg/dl)] minden esetben
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torténtek. A vizsgalatokat a Magyar Egészségligyi Tudomanyos Tandcs Tudoményos és

Kutatasetikai Bizottsaga jovahagyta (engedély szama: 24441-2/2016/EKU).

4. tablazat: A vizsgalatba bevont myelolipoma, ACC és ACA mintakhoz tartozo
betegadatok

ACA = adrenocorticalis adenoma; ACC = adrenocorticalis carcinoma; aldo:
aldoszteron; AML = adrenalis myelolipoma; ENSAT = European Network for the Study
of Adrenal Tumors; FFPE = formalinban fixalt paraffinba dgyazott (formalin-fixed
paraffin embedded); kort: kortizol; n.d: not detectable; n.f.: nem funkcionalé,; teszt:

tesztoszteron; tumorméret mm-ben kifejezve

- % =6 8| s = E
€8s 2 | EZ|c Z|EzZ2i%ogz2s
S2& < S& 2|2 |2EEFPE«E|z8TE
Felfedezd

1 |ACA |szoveti FFPE N |55 |N.f. 25
Felfedezd

2 | ACA |szoveti FFPE F |62 |N.f. 40
Felfedezo

3 |ACA |szoveti FFPE F |44 |Kort 85
Felfedezd

4 | ACA |szoveti FFPE F |62 |N.f. 40
Felfedezo

5 |ACA |szoveti FFPE F |50 |N.f. 40
Felfedezd

6 |ACA |szoveti FFPE N |57 |N.f. 3
Felfedezo

7 | ACA |szoveti FFPE N |64 |N.f. 38
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- 3 R RO = £
Elesl 2 | EZ|5|Z|Ezzc8agfr s
S|~ g V2 =% |Z|R|IZERFEXS|2E|U B
Felfedezd

8 |ACA |szoveti FFPE 55 |N.f. 60
Felfedezo

9 |ACA |szoveti FFPE 44 | Kort 85
Felfedezd

10 |ACA |szoveti FFPE 36 |Aldo 30
Felfedezo

11 |ACC |szoveti FFPE 70 |N.f. 120 | <20%
Felfedezo

12 |ACC |szoveti FFPE 43 |N.f. 120 |n.d.
Felfedezo

13 |ACC |szoveti FFPE 39 |Kort 90 10%
Felfedezo

14 | ACC |szoveti FFPE 58 |N.T. 115 |n.d.
Felfedezd Aldo, 40-

15 |ACC |szoveti FFPE 53 |Kort 90 50%
Felfedezo

16 |ACC |szoveti FFPE 72 |N.T. 10 4-5%
Felfedezd

17 |ACC |szoveti FFPE 46 |N.f. 200 |42%
Felfedezo

18 | ACC |szoveti FFPE 50 |N.f. nd. [n.d.
Felfedezd

19 |ACC |szdveti FFPE 54 |N.f. 70 20%
Felfedezd 20-

20 |ACC |szoveti FFPE 55 |N.T. 60 30%
Felfedezo

21 |AML |szoveti FFPE 68 |N.f. 80
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- 3 R RO = £
Elesl 2 | EZ|5|Z|Ezzc8agfr s
S|~ g V2 =% |Z|R|IZERFEXS|2E|U B
Felfedezd

22 | AML |szoveti FFPE N |66 |N.f. 70
Felfedezo

23 | AML |szoveti FFPE N |66 |N.f. 35
Felfedezd

24 | AML |szoveti FFPE F |35 |N.f. 60
Felfedezo

25 |AML |szoveti FFPE N |55 |N.f. 60
Felfedezo

26 |AML |szoveti FFPE N |58 |N.f. 80
Felfedezo

27 | AML |szoveti FFPE F |70 |N.f. 90
Felfedezo

28 | AML |szoveti FFPE N |37 |N.f. 80
Felfedezd

29 |AML |szoveti FFPE F |42 |N.f. 80
Felfedezo

30 |AML |szoveti FFPE F |61 |N.f. 50
Validacios

31 |ACA |szoveti FFPE N |55 |N.f. 90
Validacios

32 |ACA |szoveti FFPE F |60 |N.f. 30
Validacios

33 |ACA |szoveti FFPE N |52 |Aldo 20
Validacios

34 | ACA |szoveti FFPE F |59 |N.f. 35
Validacios

35 |ACA |szoveti FFPE F |41 |Aldo 30
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- 3 R RO = £
Elez £ | E%|5 ZEsic8sgfgss
S|~ g V2 =% |Z|R|IZERFEXS|2E|U B
Validacids

36 |ACA |szoveti FFPE 51 |Aldo 45
Validécios

37 |ACA |szoveti FFPE 48 | Aldo 10
Validacios

38 |ACA |szoveti FFPE 68 |Aldo 20
Validécios

39 |ACA |szoveti FFPE 43 | Aldo 15
Validacios

40 |ACA |szoveti FFPE 84 |N.T. 90
Validacios

41 |ACA |szoveti FFPE 58 |N.f. 40
Validécios

42 |ACA |szoveti FFPE 56 |Kort 25
Validacios

43 |ACA |szoveti FFPE 25 |N.f. 70
Validacios

44 | ACA |szoveti FFPE 64 |N.f. 100
Validacios 20-

45 |ACC |szoveti FFPE 57 |N.f. 60 30%
Validacios

46 |ACC |szoveti FFPE 62 |Kort 78 5%
Validacios

47 |ACC |szoveti FFPE 61 |N.f. 100 |20%
Validacios

48 |ACC |szoveti FFPE 48 |N.f. 120 |30%
Validacios 10-

49 | ACC |szdveti FFPE 69 |N.f. 110 |20%
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- 3 R RO = £
Elez £ | E%|5 ZEsic8sgfgss
S|~ g V2 =% |Z|R|IZERFEXS|2E|U B
Validacids

50 |ACC |szoveti FFPE 25 |Kort 120 |10% 4
Validécios

51 |ACC |szoveti FFPE 79 |N.f. 86 10%
Validacios

52 |ACC |szoveti FFPE 71 |N.T. 80 n.d.
Validécios 10-

53 |ACC |szoveti FFPE 17 [N.f. 110 |15%
Validacios 20-

54 |ACC |szoveti FFPE 61 |Kort 80 30%
Validacios

55 |ACC |szoveti FFPE 28 |N.f. nd. [n.d.
Validécios 20-

56 |ACC |szoveti FFPE 47 |N.f. 140 |25%
Validacios

57 | AML |szoveti FFPE 36 |N.f. 100
Validacios

58 | AML |szoveti FFPE 55 |N.f. 135
Validacios

59 |AML |szoveti FFPE 51 |N.f. 30
Validacios

60 |AML |szoveti FFPE 62 |N.f. 40
Validacios

61 |AML |szoveti FFPE 54 |N.f. 60
Validacios

62 |AML |szoveti FFPE 35 |[N.f. 50
Validacios

63 |AML |szoveti FFPE 46 |N.f. 60
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— % R RO - £
£12g 2 |El|gZsiEgEglsis
= |F 5 V2 =% |Z|R|IZERFEXS|2E|U B
Validacids

64 |AML |szoveti FFPE N |54 |N.f. 45
Validécios

65 |AML |szoveti FFPE N |38 |N.f. 110
Validacios

66 |AML |szoveti FFPE F |60 |N.f. 80
Validécios

67 |AML |szoveti FFPE N |29 |N.f. 50
Validacios

68 | AML |szoveti FFPE N |42 |N.f. 110
Validacios

69 |AML |szoveti FFPE N |44 |N.f. 40
Validécios

70 |AML |szoveti FFPE N |71 |N.f. 50
Validacios

71 | AML |szoveti FFPE F |60 |N.f. 45
Keringd

72 |ACA | miRNS Plazma |F |62 |Kort 40
Keringd

73 |ACA | miRNS Plazma |N |37 |Kort 51
Keringd

74 |ACA | miRNS Plazma |N |77 |N.f. 75
Keringd

75 |ACA | miRNS Plazma |F |66 |N.f. 50
Keringd

76 |ACA | miRNS Plazma |F |68 |N.f. 50
Keringd

77 |ACA |miRNS Plazma |N |69 |N.f. 35
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— % R RO - £
£12g 2 |El|gZsiEgEglsis
S|k < Y2 =5 (2| R|ITEFF EXS 2 W
Keringd

78 |ACA | miRNS Plazma |N (39 |Kort 50
Keringd

79 |ACA | miRNS Plazma |N (22 |Kort 35
Keringd

80 |ACA |miRNS Plazma |N (73 |N.f. 45
Keringd

81 |ACA |miRNS Plazma |N |64 |Aldo 16
Keringd

82 |ACA | miRNS Plazma |F |47 |Aldo 12
Kering6

83 |ACC |miRNS Plazma |N (36 |Kort 80 nd. |[nd. |4
Keringd

84 |ACC |miRNS Plazma |N (58 |N.f. 180 (nd. |5 4
Keringd

85 |ACC |miRNS Plazma |F |56 |N.f. 65 20% |5 2
Keringd 5-

86 |ACC |miRNS Plazma |F |39 |Kort 90 10% |5 2
Keringd

87 |ACC |miRNS Plazma |F |51 |N.f. 170 (2% |nd. |3
Keringd 10-

88 |ACC |miRNS Plazma |F |26 |Kort 185 [20% |6 3
Keringd

89 [ACC |miRNS Plazma |N |51 |Kort 10 25% |9 3
Keringd

90 |ACC |miRNS Plazma |F |80 |N.f. 100 |40% |10 3
Keringd

91 |ACC |miRNS Plazma |N (56 |Teszt 60 70% |6 2
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— % R RO - £
£12g 2 |El|gZsiEgEglsis
= |F 5 % =% |Z|R|ITERFEXS|ZZ LS
Keringd

92 |ACC |miRNS Plazma |N |62 |Teszt 90 nd. |7 3
Keringd

93 |ACC | miRNS Plazma |F |53 |N.f. nd. [nd. |10 3
Keringd

94 | AML | miRNS Plazma |N (35 |N.f. 100
Keringd

95 [AML | miRNS Plazma |N |59 |N.f. 30
Keringd

96 |AML | miRNS Plazma |N (50 |N.f. 45
Kering6

97 |AML | miRNS Plazma |N |43 |N.f. 95
Keringd

98 |AML | miRNS Plazma |F |39 |N.f. 60
Keringd

99 |AML | miRNS Plazma |F |41 |N.f. 110
Keringd

100 | AML | miRNS Plazma |N |44 |N.f. 100
Keringd

101 | AML | miRNS Plazma |F (49 |N.f. 80
Keringd

102 | AML | miRNS Plazma |N |43 |N.f. 120
Keringd

103 | AML | miRNS Plazma |F |79 |N.f. 97
Keringd

104 | AML | miRNS Plazma |F (42 |N.f. 127
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3.1.2. A mintak feldolgozasa és miRNS izolalasa szovetbol és plazmabol

A szoveti mintakbol teljes/totdl RNS-t izolaltam a RecoverAll Total Nucleic Acid
Isolation Kit for FFPE (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével.

Az izolalas a gyari protokoll szerint valosult meg.

Az EDTA-antikoagulalt mintadkbol minden esetben 4 °C-on 10 percen keresztiil 3000-es
fordulatszamon (kb. 1000 x g) centrifugdlva nyertiik a plazmat. Ezt tovabbi
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk. A miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Németorszag) hasznalataval nyertiink teljes RNS-t a plazmabol. A gyari
protokoll 1épései kozé - az acid-fenol/kloroform adasa elé — beiktattunk egy 1épést. Itt 5

crer

adtunk hozza normalizalasi célbdl.

Az izolalt total RNS-t tovabbi felhasznaléasig -80 °C-on taroltuk.

3.1.3. Szoveti miRNS expresszios profilozas ujgeneracios szekvenalas segitségével

A teljes RNS-b6l kiindulva cDNS konyvtarat készitettem a QIAseq miRNA Library Kit
(Qiagen GmbH) segitségével, a gyartd eldirdsa szerint. Szekvendldshoz a konyvtarat
elOkészitettem a MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina, San Diego, CA, USA) eldirasai
szerint. Az ujgeneracios szekvendlds (next-generation sequencing, NGS) elvégzéséhez
az Illumina MiSeq késziiléket hasznaltam. A szekvendldsi adatokat tartalmazo, nyers
FASTQ fajlokat az elsédleges adatelemzésben dolgoztam fel a Qiagen online szoftverét

hasznalva (https://www.giagen.com/hu/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-

overview-page/). Az elsédleges adatelemzésben a cutadapt (Marcel Martin, Technical

University, Dortmund, Németorszag) segitségével az adapterszekvencidkat
eltavolitottuk. A read-eket, melyek inzercidés szekvencidja 16 bazisparnal rovidebb,
vagy unique molecular index-e (UMI) 10 bazisparnal rovidebb, kizartuk. A read-eket a
miRbase 21-es verziojara bowtie (John Hopkins University, Baltimore, MD, USA)

hasznalataval illesztettik. A kiillonb6zé daganatokban szignifikdnsan eltéréen
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Kifejez6d6 miRNS-eket DESeq2 normalizalas utan [183] a masodlagos adatelemzéskor

talaltam.

3.1.4. A szekvenalas soran szignifikansan eltéré kifejezodésii miRNS-ek validalasa

Az RNS reverz transzkripcidja mind szoveti, mind plazma mintdkndl a TagMan
microRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) és egyedi TagMan
mMIiRNS assay-k (Thermo Fisher Scientific, katalogusszam: 4427975) segitségével
valosult meg. A felhasznalt miRNS assay-k a kovetkezOk voltak: hsa-miR-451a (ID:
001141), hsa-miR-486-5p (ID: 001278), hsa-miR-363-3p (ID: 001271), hsa-miR-150-5p
(ID: 000473), hsa-miR-184 (ID: 000485), hsa-miR-483-5p (ID: 002338), hsa-miR-483-
3p (002339), hsa-miR-183-5p (ID: 002269). A bels6 kontroll a miRNS szdveti mintak
esetén az RNU48 (ID: 001006), mig plazma mintaknal a cel-miR-39 (ID: 000200) volt.
Kvantitativ valds idejii PCR vizsgalatot TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2x)
(KSZ: 4352042; Thermo Fisher Scientific) hasznéalataval egy Quantstudio 7 Flex Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) késziiléken végeztiik a TagMan mMiRNS
assay-k gyartdr eldirdsainak megfelelden minimalis modositassal (a reakcid
végtérfogata 15 pl volt, a PCR programja a kdvetkezd volt: 1. 1épés: 20 perc 95 °C-on,
majd 40 ciklus 95 °C 3 masodpercig ¢s 60 °C 30 masodpercig). A negativ kontroll
reakciok nem tartalmaztak cDNS-t. A vizsgalatot minden esetben harom technikai
parhuzamos mérésével végeztiik. Az adatfeldolgozasban a dCt modszert alkalmaztuk
[delta Ct (cycle threshold) érték egyenld a cél miRNS Ct és belsd kontroll miRNS Ct

kiilonbségével].

3.1.5. Statisztikai analizis

Statisztikai power analizist szamoltunk power és mintaszam kalkulatorral (Tempest
Technologies, Helena, MT, USA). A valés idejii PCR adatokat GraphPad Prism 7.00
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) program segitségével dolgoztuk fel. Az egyes
daganatcsoportok kozotti differencialashoz egyutas ANOVA vagy Kruskal-Wallis
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tesztet alkalmaztunk a Shapiro-Wilks normalitasi vizsgalat eredménye alapjan. Receiver
Operating Characteristic (ROC) analizist (hatasfokméré karakterisztikat) végeztiink a
diagnosztikai hatékonysag megallapitasara azon miRNS-eknél, melyeket az eredmények
alapjan potencialisan biomarkernek lehet hasznélni. A statisztikai teszteknél p<0,05

értekeket vettiik szignifikansnak.

3.1.6. Utvonalelemzés

A miRNS-¢k lehetséges célmolekulait vizsgaltuk Diana mirPath v.3 (Diana Lab Tools,
university of Thessaly, Thessaly, Greece) hasznalataval. A célmolekuldk felismeréséhez

Targetscan-t (Whitehead Institute, Cambridge, MA, USA) hasznaltuk.

3.2. A hsa-miR-483-5p expresszidjanak osszehasonlitasa ACC és ACA betegek

plazma és vizeletmintaiban

3.2.1. Felhasznalt mintak, betegadatok

E vizsgalatba Gsszesen 46 beteg mintai keriiltek bevonasra. 23 mellékvesekéreg-rak €s
23 mell¢kvesekéreg-adenoma betegtdl gyljtottiink EDTA-antikoagulalt plazmamintat
¢és random vizeletmintat (5. tablazat). Minden ACC minta szdvettanilag igazolt volt. A
nem operalt adenomak diagnozisa képalkotd eredményeken és a betegek kovetésén
alapul. Az ACC mintakat a terdpia megkezdése elétt gyiijtottiik. Osszesen 34 nd és 12
férfi mintai szerepelnek a vizsgalatban. Az atlagéletkor 52,13 év volt (férfiaknal 54 év,
noknél 51,47 év). Az ACC mintdk koziil 16 nem funkcionalé tumor volt és 7 volt
kortizol-termels. ACA mintak koziil 9 nem funkcionald és 14 kortizol-termeld volt. Az
ACC daganatok atlagos mérete 88 mm, mig az adenomak atlagos mérete 32 mm volt.
Preoperativ biokémiai vizsgalatok minden esetben torténtek [bazalis kortizol,
adrenokortikotrop hormon (ACTH), dehidroepiandroszteron-szultat (DHEAS), vizelet
szabad kortizol, alacsony doézisti dexametazon teszt (cut-off: 1,8 pg/dl). A vizelet
kreatinin szintjét Beckmann Coulter AU5800 (Beckmann Coulter Inc. 92821, Brea, CA,
USA) segitségével vizsgaltuk. A vizsgalatokat a Magyar Egészségiigyi Tudomanyos
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Tanécs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdga jovahagyta (engedély szdma: 55106-

2/2017/EKU).

5. tablazat: A vizsgalatba bevont ACC és ACA mintikhoz tartozo betegadatok

ACA = adrenocorticalis adenoma; ACC = adrenocorticalis carcinoma, ENSAT =
European Network for the Study of Adrenal Tumors; n.d. = not determined, tumorméret

mm-ben kifejezve

|5, g3 ¢ 2 15, B
c | E 3 c = = - S £ g E 2|0 BT
S|FE& =£ 2 | ¥ TE 2 SE|eS|d s

1 ACC |Plazmalvizelet |N6 22 |Nem funkcionalé |39 10 1

2 |ACC |Plazmalvizelet |Férfi |59 |Kortizol 128 60 4

3 |ACC |Plazmalvizelet |N6 63 | Nem funkcionalé |30 50 4

4 ACC |Plazmal/vizelet |N6 46 | Nem funkcional6 |52 5 1

5 |ACC |Plazmalvizelet |N6 65 | Nem funkcionald |79 15 2

6 |ACC |Plazmalvizelet [N6 |68 |Kaortizol 173 nd. |4

7 ACC |Plazmal/vizelet |Férfi |52 |Nem funkcionalo |180 30 4

8 |ACC |Plazmalvizelet |N6 30 |Nem funkcionald |75 5 2

9 |ACC |Plazmalvizelet |Férfi |44 |Nem funkcionalo |64 70 4

10 |ACC |Plazmalvizelet |N6 71 |Nem funkcional6é | 150 70 4

11 |ACC |Plazmalvizelet [N 63 |Nem funkcional6 |14 15 4

12 |ACC |Plazmalvizelet |N6 39 | Nem funkcional6 |43 15 1

13 |ACC |Plazmalvizelet | N6 54 | Nem funkcional6 |15 50 4

14 |ACC |Plazmalvizelet |Férfi |60 |Kortizol 71 nd. (4

15 |ACC |Plazmalvizelet N6 61 |Nem funkcionalo |105 40 4

16 |ACC |Plazmalvizelet |Férfi |58 |Kortizol 110 30 4

17 |ACC |Plazmalvizelet |N6 34 |Nem funkcionalé | 100 nd. |4

18 |ACC |Plazmalvizelet |N6 39 |Nem funkcionalé |90 10 4

10-
19 |ACC |Plazmalvizelet |Férfi |26 |Kortizol 115 20 3
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g8, =3 ¢,% 55l 5
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20 |ACC |Plazmalvizelet |N6 75 | Kortizol 75 40-50 |4
21 |ACC |Plazmalvizelet |Férfi |56 |Nem funkcionalo |65 20 2
22 |ACC |Plazmalvizelet |N6 58 |Nem funkcionalé | 180 nd. |4

23 |ACC |Plazmalvizelet |N6 64 |Kortizol 80 20-30 |4
24 | ACA |Plazmalvizelet |Férfi |73 |Nem funkcionalo |19

25 |ACA |Plazmalvizelet |N6 38 |Nem funkcional6 |45

26 |ACA |Plazmalvizelet | N6 59 | Nem funkcionalé |32

27 |ACA |Plazmalvizelet |Férfi |71 |Nem funkcionalo |45

28 |ACA |Plazmalvizelet |N6 67 |Nem funkcional6 |38

29 |ACA |Plazmalvizelet |N6 55 | Nem funkcionald |26

30 |ACA |Plazmalvizelet |Férfi |31 |Nem funkcionalo |34

31 |ACA |Plazmalvizelet |N6 51 |Nem funkcionalé |4

32 |ACA |Plazmalvizelet |N6 29 | Nem funkcionalé |20

33 |ACA |Plazmalvizelet |N6 59 |Kaortizol 37

34 |ACA |Plazmalvizelet |N6 45 | Kaortizol 19

35 |ACA |Plazmalvizelet [N6 |43 |Kortizol 22

36 |ACA |Plazmalvizelet |N6 68 |Kortizol 12

37 |ACA |Plazmalvizelet [N6 |72 |Kortizol 50

38 |ACA |Plazmalvizelet |Férfi |68 |Kortizol 62

39 |ACA |Plazmalvizelet |N6 55 |Kortizol 32

40 |ACA |Plazmalvizelet |N6 26 |Kortizol 42

41 |ACA |Plazmalvizelet |[N6 |44 |Kortizol 36

42 | ACA |Plazmalvizelet |N6 60 |Kortizol 46

43 |ACA |Plazmalvizelet |N6 28 |Kortizol 16

44 | ACA |Plazmalvizelet |Férfi |50 |Kortizol 30

45 |ACA |Plazmalvizelet |N6 48 | Kortizol 40

46 |ACA |Plazmalvizelet | N6 51 |Kortizol 29
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3.2.2. A mintak feldolgozasa és RNS izolalas

Minden mintdbol teljes RNS-t izolaltunk a miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen)
segitségével a gyartd eldirdsainak megfelelden. Normalizaldsi célbol az acid-
fenol/kloroform adasa el6tt hozzaadtunk a mintdhoz 5 pl 5 nM syn-cel-miR-39 miScript

miRNA mimic-et (Qiagen). Tovabbi felhasznalalsig a minta -80 °C-on taroltuk.

3.2.3. A miR-483-5p expresszié mérése valos ideji PCR-rel

Az RNS-ek reverz transzkripcidja TagMan Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher
Scientific) és egyedi TagMan MicroRNA Assay (KSZ: 4427975) segitségével valosult
meg. A hsa-miR-483-5p (ID: 002338) expressziodjat vizsgaltuk, belsé kontrollként a cel-
miR-39-et (ID: 000200) hasznaltuk. Kvantitativ valos ideji PCR mérést végeztiink
3.1.4. fejezetben leirtaknak megfelelden.

3.2.4. Statisztikai analizis

Annak céljabol, hogy a miRNS expresszid igazodjon a vizelet slirliségéhez, a relativ
miRNS expresszié (2°9CT) értékeket a vizelet kreatinin szintjére normalizaltuk. A valos
idejii PCR adatokat GraphPad Prism 7.00 programmal dolgoztuk fel. ACA és ACC
csoportok kozotti elkiilonitésre Student-féle t-tesztet vagy Mann-Whitney-tesztet
alkalmaztunk a Shapiro-Wilks normalitasi teszt eredményei alapjan. Spearman
vizsgalatara. ROC-analizist végeztiink a miR-483-5p diagnosztikus hatékonysaganak
megbecslésére. Szignifikansnak tekintettiik a statisztikai probak soran a 0,05-nél kisebb

p-értékeket.

3.3. miRNS profilozas primer aldosteronismusban
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3.3.1. Felhasznalt mintak, betegadatok

A harmadik vizsgalatba 123 beteg EDTA-antikoagulalt plazmamintéja kertilt bevonasra.
Osszesen 61 APA és 62 BAH mintit vizsgaltunk (6. tablazat) A primer

aldosteronismus diagnézisat az aktudlisan érvényes iranymutatasnak megfelelden

alkalmaztuk [107]. APA és BAH diagnézisok ACTH stimulaciés vagy stimulaciod

nélkiilli AVS vizsgalaton alapultak (7.tablazat). APA esetében a mintdk mutét elott

keriiltek levételre. Az atlagéletkor 52,2 év volt.

6. tablazat: A vizsgalatba bevont APA és BAH plazmamintakhoz tartozé
betegadatok

Aldo: Aldoszteron; APA Aldoszteron-termelé adenoma; AVS: Adrenal vein sampling

(szelektiv mellékvesevéne-katéterezés); BAH: Bilateralis adrendalis hyperplasia, LI:

Lateralization index; NGS: Next-generation sequencing (iijjgenerdcios szekvendlas),

PCR: Polimeraz lancreakcio (validacios kohorsz); Aldoszteron- és kortizolértékek a

szelektiv mellékvese-katéterezés soran mért értékek. Kortizolértékek ug/di-ben kifejezve

- P o U = © =|0 [

E s s |§5|esEB8E cE|E8|EE 3

= |2¥ g T |RPESNTEZE LTS

1|BAH |[NGS |F|41 |15, jobb 8029 | 15725 | 172 | 352 1,04
2| BAH | NGS | F| 65 | normalis 6013 | 4573 | 490| 335 0,90
3| BAH | NGS |F|34 |12, bal 8837 | 3413 | 187 63 0,87
4| BAH | NGS | F|58 |10, jobb 5370 | 3370 | 208 | 144 1,10
5| BAH | NGS | F| 37 | normalis 5518 | 4386 | 483 | 273 0,71
6| BAH | NGS | F| 38 | normalis 19867 | 19704 | 349 | 318 0,92
7| BAH | NGS | F| 44 | normalis 9524 | 7497 | 937 | 434 0,59
8 | BAH | NGS | N| 58 | normalis 8425 | 5377 | 442 234 0,83
9| BAH | NGS | F| 67 | normalis 2820 | 2569 | 275| 232 0,92

10/19,
10 | BAH | NGS | F| 49 | jobb/bal 37400 | 15300 | 901 | 622 1,69
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or,

11| BAH | NGS |N 63 |jobb/bal | 16000 | 17000 | 487 | 399 | 0,77
5/15, 31800

12 | BAH | NGS | F| 70 |jobb/bal | 301000 0|1070| 689| 061
5/5,

13 | BAH |NGS | N| 67 |jobb/bal | 63000 | 24000 | 707 | 254| 0,94

14| BAH | NGS [N 55 |16, bal 3464 | 2303 | 611| 462| 1,14

15| APA | NGS | F| 74 | normalis 490 | 8769 98| 48| 0,03

16 | APA | NGS | F| 87 | 15, jobb 11296 474 19 18 22,5

17| APA | NGS | F| 45 |12, bal 141 | 14021 | 676 762| 0,01

18| APA |NGS |F|58 |12, bal | 20632| 1903| 235| 535| 246

19| APA | NGS |F|48 |15 jobb | 7317 | 1585| 298| 442| 685

20 | APA~ | NGS | N[ 42 |10, bal 450 | 81101 | 19| 34| 0,01

21| APA | NGS | F|55 |normalis | 1834 | 85066 | 1296 | 1332 | 0,02

22| APA | NGS |F|59 |8,jobb | 422000 | 3580 | 904 | 686| 894

23| APA” |NGS |N[32 |14,jobb | 39000 | 720 268| 76| 153

24| APA | NGS [N/ 58 |29,jobb | 28300| 950 749| 225| 895
5/5,

25| APA | NGS | F|47 |jobb/bal | 12000 | 61000 | 1150 | 442 | 0,08

26 | APA | NGS | F| 44 | 10,jobb | 700000 | 2500 | 1020 | 494 | 135
5/10, 11200

27| APA | NGS | F| 54 | jobb/bal 140 o| 15| 573| 005
719,

28 | APA | NGS | F|48 |jobb/bal | 22000 | 1700 | 869 | 337 | 5,02
6/7,

29| APA | NGS | F|57 |jobb/bal | 20000 | 45000 | 589 | 244| 0,18

30| APA | NGS | N 65 |12,bal | 11000 | 23000 | 605| 266 0,21

31| BAH | PCR | F| 43 |normalis | 14804 | 4935 | 1487 | 592| 1,19
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32 |BAH | PCR | F| 35 |normalis | 17479 | 7568 | 1078 | 502| 1,08
33| BAH | PCR | N 41 | normalis 13623 | 4901 | 530 | 281 1,47
34| APA |PCR | F|65 |13,bal | 45409 | 764 | 982|1207| 730
35| APA | PCR | N[ 54 | 20, bal 1737 | 9240| 913| 478| 0,10
36| BAH |PCR | F|73 |26,bal | 23785| 6336 1528 | 533 1,31
37| APA | PCR | N 20 |7, bal 9082 | 17082 | 2229 | 751| 0,18
38| APA |PCR | N 51 |18, bal 2595 | 7496 | 658| 170| 0,09
39 |BAH | PCR | F|62 |23, bal 1820 | 13731 62| 469| 1,00
23/23,
40| APA | PCR | N 48 | jobb/bal 303 | 17241 | 109 | 544| 0,09
41| APA | PCR | F| 65 |10, bal 2133 | 17371 | 483| 192| 0,05
42 | BAH | PCR | F| 48 | normalis 12145 | 14343 | 907 | 445 0,42
43| BAH |PCR | N 37 |normalis | 18091 | 14884 | 648| 863 1,62
44 APA | PCR | F| 56 |10, bal 6091 | 5334 | 1047 | 233| 0,25
45| APA | PCR | F|55 |normalis | 6955 | 14848 | 1738 | 936| 0,25
46 |BAH | PCR | F| 63 |2, bal 6595 | 5244 | 480| 289| 0,76
47| APA |PCR |N 35 |15 jobb | 6612 | 94144 | 323| 195| 0,04
48| APA | PCR | N[44 | 20, bal 2391 | 35231 | 529| 405| 0,05
49| APA | PCR | F|59 |15,jobb | 142000 | 6260 | 509 | 491| 218
6/8, 10000
50 | APA | PCR | F| 57 |jobb/bal | 3700 0| 533| 877| 0,06
51| APA | PCR | F|41 | 10,jobb | 59000 | 1440| 455| 339| 305
52| APA |PCR | N[32 | 14,jobb | 39000 | 720 268| 76| 153
10/15,
53 | APA | PCR | F| 48 | jobb/bal 610 | 32000 | 353 | 343| 0,02
54| APA |PCR | F|67 |12,jobb | 2000 | 12000 | 531| 349 0,11
55| APA | PCR | F| 58 |13, bal 3100 | 88000 | 388 | 263| 0,02
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10/5,
56 | APA | PCR |F|56 |jobb/bal | 64000 | 4300 | 867 | 792| 136
57| APA | PCR | F|50 |normalis | 2285| 2381| 157| 40| 0,02
58 | APA | PCR | F|51 |normalis | 18245 2136 | 223| 734| 281
59 | APA | PCR | N/ 58 |16,jobb | 23285| 602| 480| 740| 596
60 | APA |PCR N 48 |15 jobb | 57672 559| 34| 99| 303
61| BAH |PCR |F|51 |20,jobb | 2338 1406 | 260| 294| 1,88
62| BAH |PCR | N/ 36 |20,jobb | 1175 3896| 12| 20| 052
63| BAH |PCR |F|67 |7, bal 1184 | 2046 | 134| 101| 0,44
64| BAH | PCR | F| 65 | normalis 180 | 6260| 42| 549| 0,38
65| BAH |PCR | F| 47 |normalis 375| 1220| 53| 157| 0091
66 | BAH | PCR | N|58 |normalis | 23800 | 2010 | 1482 | 153| 1,22
67 | BAH |PCR | N 53 |15, bal 1720 | 4710 56 | 246 1,60
68 | BAH |PCR |N 40 |10, bal 249 | 8240 | 471964 126
69 | BAH | PCR | N|58 | normilis 518 562| 59| 56| 087
70 |BAH |PCR | F| 47 |normalis | 1340 | 38640 | 185 3464 | 0,65
71| BAH | PCR | F| 54 | normalis 6130 | 11150 | 488 951 1,07
72| BAH |PCR |N'55 | normalis 949 | 1430 19| 31| 108
73| BAH |PCR | F| 43 |normalis | 3506 2790 | 30| 47| 1,97
74 | BAH | PCR | F| 42 | normalis 1010 | 1534 | 111 | 263 1,56
75| BAH |PCR |N 36 |normalis | 2228 374| 643| 77| 071
76 |BAH | PCR | N|59 |7, jobb 1596 | 4374 | 323 | 576| 0,65
77| BAH |PCR |N 53 |normalis | 1738 | 5616 | 549 | 1000| 0,56
78| APA | PCR | F| 37 |13, bal 1920 | 22350 | 606 | 483| 0,07
79| APA | PCR | N 65 | normalis 5760 407 44 1 289 92,9
80 | APA |PCR |F|34 |13 jobb | 5160 474| 79| 238| 328
81| APA | PCR | F|52 |normalis | 83840 | 223| 22| 16| 273
82| APA |PCR |N 62 |normalis | 9200 471| 49| 176| 701
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83 | BAH | PCR | N 33 | normalis 2329 410 | 229 54 1,35

84 | BAH |PCR |F|45 |ball,3cm 585| 13200 | 112 | 958 0,38

85 | BAH | PCR | F| 63 | normalis 5425 | 3588 | 132 170 1,94

86 | APA | PCR | N| 63 | 20, bal 402,6 | 13880 35 67 0,05

hyperpla

87 | APA | PCR |F| 60 |sia 3147 | 2694 | 1455 48 0,04

88 | BAH |PCR | F|45 | 10, bal 1901 | 19400 32| 668 2,04

89 | BAH | PCR | F| 48 | normalis 1325 880 | 568 | 674 1,79

90 | BAH | PCR | N 39 | normalis 4346 702 30 13 2,73

91 | BAH |[PCR | F|58 |10, jobb 3825 | 3911 | 3815 | 2835 0,73

20/15,

92 | APA | PCR | N| 60 | jobb/bal 15054 | 2986 | 1580 24 0,08

hyperpla

93 | APA | PCR | N 37 |sia 537 | 2283 29 27 0,21

94 | APA | PCR | NI 51 |40, bal 486 | 17687 | 216 | 330 0,04

95| APA |PCR | N 60 | normalis 299 | 35300 | 966 | 579 0,01

96 | BAH | PCR | N 51 | normalis 900 | 1990 | 144 | 193 0,60

97 | APA | PCR | N 48 | 20, bal 404 | 16120 | 511 | 582 0,03

98 | BAH | PCR | F| 73 | normalis 960 819 21 28 1,58

22/11,

99 | BAH | PCR | N 54 | jobb/bal 1915 | 6099 18 20 0,35
100 | BAH | PCR | F| 43 | normadlis 3506 | 2790 30 47 1,95
101 | BAH |PCR | F| 51 | normalis 4890 | 3080 | 124 91 1,17
102 | APA | PCR | NI 39 | 16, jobb 47982 125 | 497 | 118 91
103 | APA | PCR | N| 27 | 16, bal 1138 | 7538 | 1922 | 1217 0,10
104 | BAH | PCR | F|69 |5, bal 33449 | 32152 | 1921 | 647 0,35
105 | BAH | PCR |F|62 |7, bal 12832 | 6567 | 1150 | 551 0,94
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106 [ BAH |PCR | N 39 |jobb/bal | 30097 | 4758 | 1404 | 501| 2,26
15/10,

107 |[BAH |PCR | F|68 |jobb/bal | 1586 | 613 | 1134 | 650 | 1,48

108 |BAH | PCR | N 69 |normalis | 15626 | 7642 | 1135| 499| 0,90

109 |BAH |PCR [N 67 |7,jobb | 19645 15571 | 875| 235| 034

110 [BAH |PCR | N 68 | normalis | 36000 | 21000 | 1410 | 805| 0,98
1215,

111 | APA | PCR | F| 60 | jobb/bal | 101000 | 3860 | 701| 567 | 21,1

112 [BAH |PCR |N 40 | normalis | 65000 | 7600 | 2520 | 819| 2,78

13424

113 | APA |[PCR | N 46 |14, bal 3050 0| 1098 | 1048 | 0,02
6/11,

114 | APA | PCR | F| 38 |jobb/bal | 3600 | 36000 | 622| 564 | 0,09
5/12,

115 | APA | PCR | F| 65 |jobb/bal | 7100 | 20000 | 732 | 451| 0,22

116 | BAH | PCR |N 40 |5, bal 16000 | 8300 | 3817| 257| 1,56
14/13,

117 | APA | PCR | F| 55 |jobb/bal | 22000 | 81000 | 496 | 232| 0,13
o/,

118 | APA |PCR | N 56 | jobb/bal | 511000 | 1380 | 625| 227| 134

119 [ APA |PCR | N 49 | 18, bal 8280 | 15036 | 246| 92| 0,21

120 | APA | PCR | F| 68 |21 jobb | 20123| 482| 195| 87| 185

121 [APA |PCR | F| 60 | normalis | 41985 | 6997 | 539| 371| 4,13

122 |BAH | PCR | F| 45 | 11, bal 3994 | 4350 | 279| 354| 116

123 [BAH |PCR | F|54 |15 jobb | 15889 | 5437 | 683| 496| 2,12
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7.tablazat: A mintakat szolgaltaté centrumok, illetve az AVS alkalmazasi modja

ACTH: Adrenokortikotrop hormon; AVS: Adrenal vein sampling (szelektiv

mellékvesevéna-katéterezés)

Orszag/Centrum Mintik szama AVS protokol
USA/Rochester 30 | ACTH stimulalt
Olaszorszag/Torino 17 | ACTH stimulalt
Olaszorszag/Padova 13 | ACTH stimulalt
Horvatorszag/Zagrab 22 | ACTH stimulalt
Németorszag/Miinchen 41 | Nem stimulalt

Az APA és a BAH elkiilonitésére az AVS eredmények alapjan lateralizacids indexet
(LI) alkalmaztunk [(kortizol bo./aldoszteron bo.)/(kortizol jo./aldoszteron jo.)]. Ha a
lateralizacidos index 0,33 és 3 kozotti értéket mutatott, a diagnozis BAH lett, ha
nagyobb, mint 4 vagy kisebb, mint 0,25, akkor APA volt a diagn6zis. Ha a L1 0,25-0,33
vagy 3-4 kozotti értékeket vett fel — korabbi megfigyelések alapjan — sziirke zonaba
soroltuk, igy a vizsgalatbol kizartuk [114]. A vizsgalatba bevont mintak Gsszesen 72 F-
és 51 ndbetegtdl szarmaztak. A vizsgalatokat a Magyar Egészségiigyi Tudomanyos
Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai Bizottsdga jovahagyta (engedély szdma: 34736-
2/2018/EKU).

3.3.2. A mintak feldolgozasa

Teljes RNS-t izolaltunk az Gsszes plazmamintabol a miRNeasy Serum/Plasma Kit
(Qiagen) segitségével a gyartd eldirdsainak megfeleléen. Normalizalasi célbdl az acid-
fenol/kloroform adasa el6tt hozzaadtunk a mintahoz 5 pl 5 nM syn-cel-miR-39 miScript

mMIiRNA mimic-et (Qiagen). Tovabbi felhasznalalsig a minta -80 °C-on taroltuk.
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3.3.3. miRNS expresszio profilozas plazmamintakbdl ajgeneracios szekvenalassal

Osszesen 30 minta keriilt (16 APA és 14 BAH) NGS vizsgalatra. A konyvtarkészités és
a szekvenalds minden esetben a gyartok eldirasai szerint torténtek. A mérések leirasa

megegyezik a 3.1.3. fejezetben leirtakkal.

3.3.4. Egyedi miRNS-ek validalasa

Az NGS soran az APA és BAH minték kozott szignifikans kiilonbséget mutatd miRNS-
ek valos idejli PCR validalasra kertiltek egy 93 fiiggetlen mintabdl allo kohorszon. Az
RNS reverz transzkripcidja a TagMan Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher
Scientific) és egyedi TagMan miRNA Assay-k (Thermo Fisher Scientific, KSZ:
4427975, 4440886) segitségével valosult meg. A szekvendlds soran kivalasztott
MiRNS-ek a kovetkezok voltak: hsa-miR-30e-5p (ID: 002223), hsa-miR-223-3p (ID:
002295), hsa-miR-30d-5p (ID: 000420) és a hsa-miR-7-5p (ID: 005723 _mat) voltak.
Bels6 kontrollnak a cel-miR-39-et (ID: 000200) hasznaltuk. A PCR validalas a gyartod
elbirasait figyelembe véve és kovetve valosultak meg hasonléan a 3.1.4. fejezetben

leirtakkal.

3.3.5. Statisztikai elemzés

Statisztikai power analizist szamoltunk power €és mintaszam kalkulatorral (HyLown
Consulting LLC, Atlanta, GA, USA) [184]. Valés idejii PCR adatokat GraphPad Prism
7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) program segitségével dolgoztuk fel.
Tobbcentrumos vizsgalat [évén, az eltérd centrumokbol érkezd, de azonos mintak kdzott
Osszehasonlitd vizsgélatokat végeztiink annak érdekében, hogy az esetleges
kiilonbségeket felfedjiik. E célbol egyutas ANOVA vagy Kruskal-Wallis tesztet
alkalmaztunk a Shapiro-Wilks normalitasi teszt alapjan. Annak érdekében, hogy az

eredményeinket ne befolydsolja az eltérd centrumokhoz kdothetd eltérés, a —dCt
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értékeket standard score segitségével standardizaltuk (z-score vagy z-érték: z = X?T”

ahol u és o az adott centrumhoz tartoz6 értékek atlaga és szorasa). Az APA és BAH
mintak kozotti elkiilonitésre t-tesztet vagy Kruskal-Wallis-tesztek alkalmaztunk a
Shapiro-Wilks normalitasi teszt eredménye alapjan. ROC-analizist is végeztiink, a
mintdk diagnosztikai alkalmazhatosaganak vizsgalata céljabol. A statisztikai probak

soran a szignifikanciaszint p<0,05 volt.
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4. Eredmények

4.1. miRNS profilozas mellékvese myelolipomaban, mellékvesekéreg-rakban és

mellékvesekéreg-adenomaban

4.1.1. Szoveti miRNS expresszios profilozas Gjgeneracios szekvenalas segitségével

A 30 mintdn elvégzett Gjgeneracidos szekvendlds soran Osszesen 256 szignifikdnsan
eltéréen expresszalodd miRNS-t talaltunk. A myelolipomaban a masik két daganathoz
képest legnagyobb kiilonbséget mutatdo a hsa-miR-451a [fold change (FC) ACC-hez
viszonyitva: 14,7; p < 0,0001], hsa-miR-486-5p (FC: 14,1; p < 0,0001), hsa-miR-363-3p
(FC: 6; p <0,0001) és a hsa-miR-150-5p (FC: 6,7; p < 0,0001) miRNS-eket jeloltiik ki
validalasra. Mellékvesekéreg-rakban a masik két daganattdl leginkabb eltérd
kifejez6dést a hsa-miR-483-3p (FC: 47,3; p < 0,0001), hsa-miR-184 (FC: 14,5; p <
0,0001), hsa-miR-483-5p (FC: 18,2; p < 0,0001) és a hsa-miR-183-5p (FC: 9,5; p <
0,0001) miRNS-ek mutattak (FC és p értékek AML-lel Gsszehasonlitva). Az NGS
adatok a Gene Expression Omnibus (GEO) publikus adatbazisban talalhatok a
GSE112804 azonositdszam alatt.

4.1.2. A szekvenalas soran szignifikansan eltéro kifejezodésii miRNS-ek validalasa

41 fuggetlen FFPE minta alkotta a validacios kohorszot. Az NGS soran szignifikans
eltérést mutatd miRNS validalasa sikeresnek bizonyult a széveti mintdkon. Az NGS
soran kivalasztott miRNS-ek szignifikdnsan magasabb expresszidjat tudtuk kimutatni
AML-ben a masik két daganathoz képest valos idejii PCR-rel is. A hsa-miR-451a, hsa-
miR-486-5p ¢és a hsa-miR-150-5p szignifikans feliillexpressziojat figyeltilk meg AML-
ben ACA és ACC-hez képest. A hsa-miR-363-3p AML-ben szignifikansan csak ACA
mintdkhoz képest volt feliilexpresszalt, az ACC mintdkhoz képest csak tendencia volt

megfigyelhetd (5. abra).
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a) hsa-miR-451a RNU48-hoz viszonyitva b) hsa-miR-486-5p RNU48-hoz viszonyitva
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5. abra: AML-ben a masik két daganathoz képest szignifikansan

feliilexpresszalodott miRNS-ek validalasa

A kivalasztott miRNS-ek —dCt értékeinek dtlaga + szords: a) hsa-miR-451a, b) hsa-miR-
486-5p, ¢) hsa-miR-363-3p, d) hsa-miR-150-5p. ** p <0,01; *** p <0,001; **** p
<0,0001. Egyutas ANOVA vagy Kruskal-Wallis és Tukey vagy Dunn teszteket
alkalmaztunk a Shapiro-Wilks normalitdsi teszt alapjan. ACA: mellékvesekéreg-

adenoma; ACC: mellékvesekéreg-rak; AML: mellékvese myelolipoma.

Az ACC-t a masik két daganattal dsszehasonlitd validalas részben erdsitette csak meg a
szekvenalaskor kapott eredményeket. Szignifikans feliilexpressziot figyeltiink meg a
hsa-miR-184, a hsa-miR-483-5p és a hsa-miR-183-5p esetében ACA mintakhoz képest,
de AML mintakhoz képest nem kaptunk megerdsité eredményt (6. abra). A hsa-miR-
483-3p vizsgélata nem mutatott szignifikans eltérést a vizsgalt csoportok kozott. A

power analizis a 41 mintat vizsgalva megmutatta, hogy a vizsgalat eréssége >99%.
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a) hsa-miR-184 RNU48-hoz viszonyitva b) hsa-miR-483-5p RNU48-hoz viszonyitva
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6. 4dbra: ACC-ben a masik két daganathoz képest szignifikinsan

feliilexpresszalodott miRNS-ek validalasa valés ideji PCR-rel

A kivadlasztott miRNS-ek —dCt értékeinek datlaga + szoras: a) hsa-miR-184, b) hsa-miR-
483-5p, ¢) hsa-miR-483-3p, d) hsa-miR-183-5p. ** p <0,01; *** p <0,001; **** p
<0,0001. Egyutas ANOVA vagy Kruskal-Wallis és Tukey vagy Dunn teszteket
alkalmaztunk a Shapiro-Wilks normalitdsi teszt alapjan. ACA: mellékvesekéreg-

adenoma, ACC: mellékvesekéreg-rak, AML. mellékvese myelolipoma.

4.1.3. miRNS expresszio vizsgalata plazmamintaban

A szoveti eredmények biztatd volta utan plazmamintakon is megvizsgaltuk a
kivalasztott miRNS-ek kifejezddését, hogy a keringd miRNS-ek kozott potencidlisan
hasznalhaté minimalisan invaziv biomarkert talaljunk. AML mintakban a hsa-miR-451a

és a hsa-miR-363-3p MiIRNS-ek mutattak szignifikans feliilexpressziot a masik két
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daganathoz képest (7. abra). A hsa-miR-486-5p és a hsa-miR-150-5p szignifikans
felillexpressziot AML-ben csak ACC mintdkhoz képest mutatott, ACA mintdkhoz

képest nem.
a) hsa-miR-451a cel-miR-39-hez viszonyitva b) hsa-miR-486-5p cel-miR-39-hez viszonyitva
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7. abra: Feliilexpresszalédott keringé miRNS-ek valés ideji PCR-rel AML-ben a

masik két daganathoz képest

A kivalasztott miRNS-ek —dCt értékeinek dtlaga + szords: a) hsa-miR-451a, b) hsa-miR-
486-5p, ¢) hsa-miR-363-3p, d) hsa-miR-150-5p. * p <0,05; ** p <0,01. Egyutas
ANOVA vagy Kruskal-Wallis és Tukey vagy Dunn teszteket alkalmaztunk a Shapiro-
Wilks  normalitasi  teszt  alapjan. ACA:  mellékvesekéreg-adenoma; ACC:

mellékvesekeéreg-rak;, AML: mellékvese myelolipoma.

ACC-ben a masik két daganathoz képest nem mutattak szignifikans eltérést a hsa-miR-
184 és a hsa-miR-183-5p miRNS-ek. A hsa-miR-483-3p és hsa-miR-483-5p miRNS-ek
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szignifikdnsan magasabb szintje volt megfigyelhetd6 ACA mintakhoz képest (8. abra).
A power analizis alapjan a vizsgéalat - 11 mintaval csoportonként - power értéke

99,85%.

a) hsa-miR-184 cel-miR-39-hez viszonyitva b) hsa-miR-483-5p to cel-miR-39-hez viszonyitva
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8. abra: Feliilexpresszalodott keringé miRNS-ek valés idejii PCR-rel ACC-ben a
masik két daganathoz képest

Kivalasztott miRNS-ek —dCt értékeinek dtlaga + szordas: a) hsa-miR-184, b) hsa-miR-
483-5p, c) hsa-miR-483-3p, d) hsa-miR-183-5p. * p <0,05. Egyutas ANOVA vagy
Kruskal-Wallis és Tukey vagy Dunn teszteket alkalmaztunk a Shapiro-Wilks normalitasi
teszt alapjan. ACA: mellékvesekéreg-adenoma; ACC: mellékvesekéreg-rak; AML:

mellékvese myelolipoma.
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4.1.4. A miRNS-ek diagnosztikus hatékonysaganak vizsgalata

A szoveti, illetve keringd miRNS-ek PCR vizsgalata utan a legjobb eredményt mutatd
MIiRNS-ek diagnosztikus hatékonysagat is megvizsgaltuk. E miRNS-eket ROC-
analizisnek vetettiik ala. A hsa-miR-451a és a hsa-miR-483-3p keringdé miRNS-ek
vizsgélata mutatta a legnagyobb gorbe alatti teriiletet (area under curve, AUC). Ha
AML mintakat ACC mintaktdl akartuk elkiiloniteni, az AUC 0.91 volt, ha ACA
mintaktol, az AUC 0.88 volt (9. abra). Ha AML-t ACC mintaktol kiilonitettiik el, a
szenzitivitdas 90,91%, a specificitas pedig 81,82% volt, ha a cut-off érték 3,994 volt.
ACA mintaktol valo elkiilonités esetén a szenzitivitas és a specificitas is egyarant
81,82% volt, ha 3,676-ot vettik cut-off értéknek. Ha ACC kizarasa a cél, a
felillexpresszalodott hsa-miR-451a negativ prediktiv értéke 83,33%, ha AML

megerdsitése cél, a pozitiv prediktiv értek 90% volt.

Vizsgalatunkban az ACC és ACA elkiilonitésére legalkalmasabb keringd miRNS a hsa-
miR-483-3p volt. 0.88-as AUC érték mellett 81,82%-0s szenzitivitas és 90,91%-0s
specificitas volt elérhetd, ha a cut-off értéket -14,42-re allitottuk.
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9. abra: A hsa-miR-451a diagnosztikus hatékonysaganak felmérése ROC-analizis

segitségével

AML-ben ACC és ACA mintakhoz viszonyitott hsa-miR-451a ROC-gérbéje: a) AML
ACA  mintakhoz viszonyitva;, b) AML ACC mintikhoz viszonyitva. ACA:
mellékvesekéreg-adenoma;, ACC: mellékvesekéreg-cacinoma;, AML: mellékvese

myelolipoma

4.1.5. Utvonal-elemzés

A myelolipomaban feliilexpresszalodott négy miRNS (hsa-miR-451a, hsa-miR-486-5p,
hsa-miR-363-3p ¢és hsa-miR-150-5p) olyan mRNS-eket céloznak, melyek a
zsirsavszintézisben, zsirsavlebontasban, illetve a zsirsavmetabolizmusban szerepelnek

(8. tablazat: AML-ben feliilexpresszalddott miRNS-ek ttvonal-elemzésének
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eredménye8. tablazat8. tiblazat). A gének, melyekrdl a mRNS-ek atirodnak (3-
oxoacyl-ACP synthase, mitochondrial; enoyl-CoA, hydratase/3-hydroxyacyl CoA
dehydrogenase; cytochrome P450, family 4, subfamily A, member 22) p <0,0001
értéket mutattak.

8. tablazat: AML-ben feliilexpresszalédott miRNS-ek utvonal-elemzésének

eredménye

CYP4A22: Cytochrome P450, family 4, subfamily A, member 22; EHHADH: Enoyl-
CoA and 3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase; GABA: Gamma-aminobutyric acid;
GABRA4: Gamma-aminobutyric acid type A receptor alpha 4 subunit; GABRBS3:
Gamma-aminobutyric acid type A receptor beta 3 subunit; KEGG: Kyoto
Encyclopaedia of Genes and Ganomes; NSF: N-ethylmaleimide sensitive factor, vesicle
fusing ATPase; OXSM: 3-oxoacyl-ACP synthase, mitochondrial; PNPO: pyridoxamine
5,-phosphate oxidase; SLC12A5: Solute carrier, family 12, member 5; SLC38A1: Solute

carrier, family 38, member 1.

KEGG utvonal p-érték Gén
Zsirsav metabolizmus (hsa01212) <0.0001 OXSM, EHHADH
Zsirsav lebontas (hsa00071) <0.0001 CYP4A22, EHHADH

SLC38A1, GABRB3, NSF,

GABAEerg szinapszis (hsa04727) <0.0001 GABRA4, SLC12A5
Zsirsav bioszintézis (hsa00061) <0.0001 OXSM
B6 vitamin metabolizmus
(hsa00750) <0.001 PNPO
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4.2. A hsa-miR-483-5p expresszidjanak dsszehasonlitaisa ACC és ACA betegek

plazma és vizeletmintaiban

4.2.1. hsa-miR-483-5p expresszi6 analizis valés ideji PCR-rel plazma és

vizeletmintakon

23-23 plazma- és vizeletminta Kkeriilt a vizsgalatba mellékvesekéreg-rakban és
mellékvesekéreg-adenomaban szenvedd betegekt6l. A plazmamintdkat vizsgalva, a
keringé hsa-miR-483-5p szignifikdnsan magasabb szintjét talaltuk ACC mintakban
ACA mintakhoz képest (p <0,0001) (10. abra), ami a korabbi eredményeknek megfelel.
Vizeletmintakban nem taléltunk szignifikans kiilonbséget ACC és ACA mintak kozott a
hsa-miR-483-5p expresszidban.

A kering6 és vizelet hsa-miR-483-5p szintek kozott nem figyeltiink meg korrelaciot. A
hsa-miR-483-5p szintje és a betegek egyes laborparaméterei kozott sem talaltunk
szignifikans 0Osszefiiggést (bazalis kortizol, vizelet szabad Kkortizol, Kkortizol
dexametazon teszt utan). Tovabba, nem talaltunk kiilonbséget a hsa-miR-483-5p
expresszioban akkor sem, ha hormontermelés szerint felosztottuk a daganatokat, sem

plazma-, sem vizeletmintakban.
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10. abra: hsa-miR-483-5p expresszidja ACC és ACA betegekben

a) plazmamintikban, b) vizeletmintakban. Hsa-miR-483-5p —dCt értékeinek datlaga +
szordsa. **** p <0,0001. Student-féle t-teszt vagy Mann-Whitney-tesztet alkalmaztunk a
Shapiro-Wilks normalitasi teszt eredménye alapjan. ACA: mellékvesekéreg-adenoma;

ACC: mellékvesekéreg-rdk.

4.2.2. A plazma hsa-miR-483-5p diagnosztikus hatékonysaga

ROC-analizist végeztiink a plazma hsa-miR-483-5p minimalisan invaziv biomarkerként
val6d hasznalhatosadganak felmérésére. Carcinoma €s adenoma mintak elkiilonitésekor az
AUC 0.88 volt, illetve 12,05-6s cut-off érték mellett a specificitas 78,3%, a szenzitivitas
87% volt (11. abra).

70



DOI:10.14753/SE.2020.2342

100
e
®
S
>
= 50
B AUC: 0.876
[+})
N
n

0 . .
1] 50 100
100% - Specificitas%

11. abra: A hsa-miR-483-5p diagnosztikus hatékonysaganak vizsgalata ROC-

analizissel

Diagnosztikus hatékonysag vizsgalat, mely megmutatja, hogy milyen hatékonysaggal
kiiloniti el az ACC-t ACA-t0l az adott miRNS vizsgalata. ACA: mellékvesekéreg-

adenoma; ACC: mellékvesekéreg-rak;, AUC: area under curve (gérbe alatti teriilet).
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4.3. miRNS profilozas primer aldosteronismusban

4.3.1. miRNS expresszio profilozas plazmamintikbol NGS-sel

A 30 mintan elvégzett ujgeneracidos szekvenalas sordn Osszesen 50 szignifikdnsan
eltéréen expresszalodd miRNS-t talaltunk APA és BAH mintakban NGS-sel. Az
els6dleges adatelemzés soran tobbszords statisztikai analizist végeztiink és azon
miRNS-ek, melyek legnagyobb kiilonbséget mutattak APA és BAH betegek kozott
[hsa-miR-30e-5p (p = 0,0005), hsa-miR-223-3p (p = 0,0039), hsa-miR-30d-5p (p =
0,0091) és a hsa-miR-7-5p (p = 0,0134)] valés idejii PCR validalasra keriiltek egy
figgetlen mintakbol allo6 kohorszon. Az tjgeneracios szekvenalasi adatok a Gene
Expression Omnibus (GEO) publikus adatbazisban taldlhatok a GSE126386
azonositoszam alatt. Statisztikai power elemzés azt mutatta, hogy a vizsgalat power

érteke > 0.99.

4.3.2. A kivalasztott miRNS-ek valos idejii PCR validalasa

A szekvenalas soran kivalasztott négy miRNS-t (hsa-miR-7-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-
miR-30e-5p ¢és hsa-miR-223-3p) 93 mintabol allo fliggetlen validacidos kohorszon
vizsgaltuk RT-qPCR segitségével. A kiilonb6zé centrumokbdl szdrmazd, de azonos

mintak kozott szignifikans kiilonbséget tudtunk kimutatni (12. abra).
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12. abra: Az azonos mintak osszehasonlitasa Kiilonb6z6 centrumokball

A kivdlasztott miRNS-ek —dCt értékeinek dtlaga és szordasa. a) hsa-miR-7-5p, b) hsa-
miR-30d-5p, c) hsa-miR-30e-5p, d) hsa-miR-223-3p. Szignifikans kiilonbségek lathatok
a az APA és BAH mintak kozott, ha centrumonkénti dsszehasonlitast vizsgalunk.
Egyutas ANOVA vagy Kruskal-Wallis teszt a Shapiro-Wilks normalitadsi teszt alapjan.

****x < 0,0001. APA: aldoszteron-termelé adenoma; BAH: bilateralis adrendlis

hyperplasia.

A BAH magasabb expresszidja APA csoportokhoz viszonyitva a legtobb esetben
lathato. A kiilonbozé centrumokbdl érkezés miatti eltéréseket kikiiszobolendd, a —dCt

értékek standard score-jait hasonlitottuk Gssze (13. abra). A szekvenalas soran
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kivalasztott négy szignifikdnsan eltéré expresszioji miRNS-bdl harom validalasa
sikeres volt. BAH mintakban a hsa-miR-30e-5p (p=0,04), a hsa-miR-30d-5p (p=0,02) és
a hsa-miR-7-5p (p=0,016) mutatott szignifikans feliilexpressziot APA mintakhoz
viszonyitva. A hsa-miR-223-3p tendencidézusan magasabb szintjét figyeltiik meg BAH
mintdkban APA mintakhoz képest (p=0,15). A 12. édbra a mintacsoportok szorasai
kozott nem elhanyagolhatd kiillonbséget mutat. A BAH mintdk miRNS expresszio
szintjét relativ homogenitast mutatnak az APA heterogénebb megjelenéséhez képest.
Vizsgaltunk még tovabbi esetleges 0sszefiiggéseket is, de a miRNS expresszidval nem
talaltunk Osszefliggésbe hozhatd klinikai paramétert (tumorméret, lateralizacids index,

két oldali aldoszteron szint aranya, bazalis aldoszteron szint).

a) hsa-miR-7-5p cel-miR-39-hez viszonyitva b)  hsa-miR-30d-5p cel-miR-39-hez viszonyitva
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13. abra: A kivalasztott miRNS-ek expresszidja APA és BAH mintiakban

A kivalasztott miRNS-ek —dCt értékeinek dtlaga és szordsa. a) hsa-miR-7-5p, b) hsa-
miR-30d-5p, c¢) hsa-miR-30e-5p, d) hsa-miR-223-3p. Student féle t-teszt Welch
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korrekcioval vagy Mann Whitney teszt a Shapiro-Wilks normalitasi teszt alapjan.

*<0,05. APA :aldoszteron-termelé adenoma; BAH: bilaterdlis adrendlis hyperplasia.

4.3.3. A keringé miRNS-ek diagnosztikus hatékonysaga

A szekvenalds ¢és validalas utan is, az APA és BAH mintdk kozott szignifikans
kiilonbséget mutatd6 miRNS-ek (hsa-miR-7-5p, hsa-miR-30e-5p, hsa-miR-30d-5p)
diagnosztikus hatékonysagat vizsgaltuk ROC-analizis segitségével. A hsa-miR-7-5p
0,64-es gorbe alatti teriiletet (AUC) mutatott és 61,7%, illetve 58,7%-o0s specificitas és
szenzitivitas értékeket, ha a cut-off 0,13 volt. A hsa-miR-30d-5p hasonloképpen 0,64-es
AUC-t mutatott és a szenzitivitds és specificitas értékek is megegyeztek (58,7% és
61,7%), ha a cut-off 0,05 volt. A hsa-miR-30e-5p valamivel gyengébb AUC értéket
mutatott (0,61), szenzitivitas és specificitas értékek ugyantgy 58,7% és 61,7% volt, ha a
cut-off érték 0,06 volt.
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5. Megbeszélés

5.1. miRNS expresszié profilozas mellékvese myelolipomaban, mellékvesekéreg-

rakban és mellékvesekéreg-adenomaban

Legjobb tudomasunk szerint ez az elsé olyan munka, mely a mellékvese myelolipoma
MiRNS expresszids mintazatat vizsgalta. NGS soran észlelt 256 szignfikansan eltérd
kifejezddést mutatd6 miRNS koziil a 8 legnagyobb eltérést mutaté miRNS-t
valasztottunk ki validalasra, melyek szignifikansan eltérd kifejezddésiiek voltak a harom
daganatban. AML-ben szignifikansan magasabb szintje volt a hsa-miR-451a, a hsa-
miR-486-5p, a hsa-miR-363-3p és a hsa-miR-150-5p miRNS-eknek a masik két
daganatban mértekhez képest. Hasonloan, a hsa-miR-184, a hsa-miR-483-3p, a hsa-
miR-483-5p és a hsa-miR-183-5p szignifikdnsan magasabb szintjét talaltuk ACC-ben a
masik két daganathoz viszonyitva. A hsa-miR-184 [136, 175], hsa-miR-483-3p [170] és
a hsa-miR-483-5p [166, 170, 176, 177] miRNS-cket mar korabban is leirtak, mint
mellékveserakban  megvaltozott  kifejez6désiit.  miRNS-eket A hsa-miR-183-5p
expresszigjat eddig csak pheochromocytomaban vizsgaltak, igy tudomasunk szerint mi

vizsgaltuk el6szor szintjének kiilonboz6ségét ACC, ACA és AML mintakban [185].

AML-ben a masik két daganathoz képest szekvendlas soran szignifikansan
feliilexpresszal6do négy miRNS koziil harmat megerdsitett a valds idejii PCR validélas
(hsa-miR-451a, hsa-miR-486-5p és hsa-miR-150-5p). Az ACC-ben ACA-hoz és AML-
hez képest szignifikansan magasabb szintet mutatd miRNS-ek koziil a hsa-miR-483-5p,
hsa-miR-184 és a hsa-miR-183-5p szignifikans felillexpresszidjat tudtuk megerdsiteni
PCR validalassal ACA mintakhoz viszonyitva, mig AML mintdkhoz viszonyitva nem.
A kering6 hsa-miR-483-5p esetében ez egybevag korabbi megfigyelésekkel is [35, 36,
167]. A hsa-miR-483-3p szignifikdnsan magasabb szintjét nem tudtuk kimutatni ACC-
ben, csupan tendenciozus feliilexpressziot. A miRNS-ek szignifikdnsan magasabb
szintje ACC-ben csak ACA-hoz — de nem AML-hez — képest érdekes. Az ACC és AML
patogenezise is eddig ismeretlen, tehat hipotézis szintjén felvethetd, hogy a két daganat

kialakulasanak lehetnek kozos elemei is.
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AML-ben mind ACA-hoz, mind ACC-hez képest szignifikdnsan magasabb volt a hsa-
miR-451a és a hsa-miR-363-3p plazmaban talalhato keringé miRNS-ek szintje. A masik
két miRNS (hsa-miR-486-5p ¢és hsa-miR-150-5p) szintje is szignifikdnsan magasabb
volt AML-ben ACC-hez képest, de ACA mintdkhoz képest nem. Megerdsitettiik a
korabbi megfigyeléseket, miszerint a hsa-miR-483-5p és hsa-miR-483-3p miRNS-ek
szignifikansan feliilexpresszaldédnak ACC mintalban ACA mintakhoz képest [174-177].
A korabbi kutatasok szerint is, a mellékvesekéreg-rak eddigi legjobb markere a hsa-
miR-483-5p [174, 176, 177]. Klinikailag relevans megfigyelés, hogy jelen
vizsgalatunkban a hsa-miR-483-5p szignifikansan magasabb szintje ACC mintakban
csak ACA mintakhoz képest volt lathatd, AML mintakhoz viszonyitva nem. Ez a hsa-
miR-483-5p keringd miRNS biomarker klinikai alkalmazhatosaganak korlatjat jelentheti

a jovoben.

A myelolipomaban szignifikdnsan feliilexpresszalodott miRNS-ek egylittes utvonal-
elemzése megmutatta, hogy ezek a miRNS-ek a zsirsavmetabolizmushoz kothetdk,
mely egyértelmii kapcsolat tudva, hogy a myelolipoma egyik alkototeleme zsirszovet.
Az altalunk leirt miRNS-ek egyéb daganatokban betoltott szerepérdl is lehet olvasni
egyéb kozleményekben. A hsa-miR-451a szignifikansan alacsonyabb szintjét leirtak
tiidé6 adenocarcinomajaban [186] és melanomaban is [187]. Ugyanakkor szignifikans
felilexpressziojat talaltdk hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomdjaban [188] és
papillaris pajzsmirigyrakban [189]. Ezt magyarazza a miRNS-ek szdvetspecificitasa és
azon tulajdonsdga, hogy akar az egyik sejtben tumorszuppresszorként, mig egy masik
szovetben onkogénként is funkcionalhatnak [134]. A hsa-miR-486-5p a legtobb
daganatban alulexpresszalt (pl. colorectalis carcinoma, tiidérdk, emldrdk) és igy
tumorszuppresszorként emlitik [190-194]. A hsa-miR-363-3p és a hsa-miR-150-5p is
szintén alulexpresszalt egyéb daganatokban [195-198]. Myelolipoméaban az elébb
emlitett daganatokhoz képest vizsgalatunkban feliilexpresszaltnak talaltuk az emlitett
miRNS-eket. A hsa-miR-451a és a hsa-miR-486-5p miRNS-eket magas aranyban
tartalmazzak vorosvértestek. A hsa-miR-451 szerepét a vérképzésben is jelentésnek
tartjak [199, 200]. Emlitetteket megerdsiti és kiegésziti azon megfigyelés is, mely
szerint e két miRNS egészséges emberek vérében is viszonylag nagy aranyban fordul

elé [201]. A hsa-miR-363 az adipogenezis szabalyozasaban jatszik szerepet egy
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tanulmany szerint [202]. E mikroRNS-ek eltérd kifejezédése a zsir és vérképzdszervi

elemek myelolipomaban ismert jelenlétével dsszefiigghet.

A vizsgalt miRNS-ek koziil a hsa-miR-451a tinik a legalkalmasabbnak az AML
minimalisan invaziv biomarkereként. A mellékvesekéreg-rak diagnosztikdjanak fontos
eszkoze lehet, tovabbi validalas utan a klinikai gyakorlatba torténd bevezetése is szoba

jOhet.

A vizsgéalatunk korlatjat jelentheti az elemszam sziikdssége. A mellékvesekéreg-rak
nagyon ritka betegség, és a myelolipomdkat az esetek nagy részében nem miitik meg.
fgy a szoveti mintak gytijtése nehézkes. Plazmamintakbol 11-11 mintat tudtunk bevonni
a vizsgalatba daganatcsoportonként. Bar az elemszam kicsinek tiinhet, a statisztikai
power analizis eredményeként mind szoveti, mind plazmamintdkon >99% a
vizsgélatunk erdssége. A mintaszam bdvitésével a prediktiv értékek varhatéan tovabb

novelhetdk lehetnének.

5.2. A hsa-miR-483-5p expressziojanak osszehasonlitisa ACC és ACA betegek

plazma és vizeletmintaiban

A mellékvesekéreg-rak egy rossz prognoézisu daganat, mely differencidldiagnosztikai
kihivasokat rejt. Sajnos jelenleg nem all rendelkezésre olyan testfolyadékbol vizsgalhato
marker, amivel a daganatok dignitasa még a mtét eldtt elkiilonithetd lenne. Tobb
vizsgalat alapjan a keringé miRNS-ek erre alkalmasak lehetnek. Az utobbi idékben tobb
kutatds is vizsgalta a miRNS-eket az ACC diagnosztikdjaban. Tobb kozlemény is a
minimalisan invaziv keringé hsa-miR-483-5p miRNS-t talalta a legalkalmasabbnak az
ACC és ACA elkiilonitésére. Vizsgalatunkban — tudomasunk szerint eldszor - kisérletet
tettiink a vizeletben talalhato hsa-miR-483-5p vizsgalatara €s annak felmérésére, hogy e

non-invaziv mérés is alkalmas lehet-e a két daganat megkiilonboztetésére.

A plazmamintak vizsgéalatakor a korabbi kozléseknek megfeleld eredményt kaptunk,
azaz a hsa-miR-483-5p szignifikansan feliilexpresszalt volt ACC mintakban az ACA
mintakhoz képest [176]. A vizeletmintakban a hsa-miR-483-5p-t ki tudtuk mutatni,

azonban nem taldltunk szignifikans eltérést a két daganatcsoport kozott. Korrelaciot sem
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tudtunk megfigyelni a fenti két csoport k6zott. Az irodalomban az urologiai példaktol
eltekintve nagyon ritkan talalhato korrelacio plazma és vizelet miRNS expresszidban.
Példaként szolgalhat a gyomorrédkos betegek vizeletében megfigyelt feliilexpresszalt
hsa-miR-21-5p, mely plazmamintakat vizsgalva 40 kozleménybdl kilencben hasonld
kifejezodésti [156]. Emldrakos betegek vizeletében a hsa-miR-155 magasabb szintjét
talaltak, &m e miRNS szintjét plazmamintdkban egyarant talaltdk mar emelkedettnek és
csokkentnek is [158, 203, 204]. Tovabbi, nem-uroldgiai daganatokban semmilyen
korrelaciot nem taldltak vizelet és plazma miRNS expresszid kozott. Ennek
magyarazata egyelére nem ismert, amihez hozzajarul, hogy a miRNS-ek
testfolyadékokba vald kidramlasanak mechanizmusa alig ismert, és a MIRNS-ek vérbol
vizeletbe jutasanak mechanizmusait ismereteink szerint még nem is vizsgaltak [178]. A
hsa-miR-483-5p diagnosztikus alkalmazhatosagat ROC-analizissel vizsgaltuk és
hasonlé eredményeket kaptunk korabbi vizsgalatainkhoz (korabban: szenzitivitas 88,9%
specificitdas  75%; itt: szenzitivitds 87%, specificitas 78,3%) [175]. Korabban,
extracellularis vezikula-asszocialt miRNS-eket vizsgalva 94,4%-os specificitast irt le
kutatocsoportunk [177]. Extracellularis vezikula asszocialt miRNS-eket jelen
tanulményban nem vizsgaltunk, mert a vizeletben talalhaté vezikuldk nagyrészt a

vizeletelvezetd rendszer csatornainak falabol szarmaznak irodalmi adatok szerint [205].

5.3. miRNS expresszios profilozas primer aldosteronismusban

Az aldoszteron-termel6 adenoma kialakulasardl szamos ismeret rendelkezésre all, t6bb
gén eltéréseit irtdk le patogenezisében, ugyanakkor a bilateralis adrenalis hyperplasia

eredete joforman ismeretlen. [206].

Vizsgalatunkban a szekvenalast kovetd adatelemzés soran 50 szignifikdnsan eltérd
expressziot mutatd miRNS-t taldltunk, melyek koziil a négy legigéretesebbet
valasztottuk ki validalasra. Ezek koziil harom miRNS (hsa-miR-7-5p, hsa-miR-30e-5p
és hsa-miR-30d-5p) szignifikdnsan magasabb kifejez6dését talaltuk BAH mintakban
APA mintakhoz képest. A hsa-miR-223-3p nem szignifikans, de tendenci6zusan
magasabb kifejezddését talaltuk a BAH betegcsoportban APA mintdkhoz képest.

Patogenetikai relevanciajuk primer aldosteronismusban nem ismert. Ahogy az irodalmi
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bevezetdben mar szerepel, egy vizsgalat szerint a szoveti hsa-miR-7 és hsa-miR-375
szignifikansan alulexpresszalodik APA mintdkban unilateralis adrenalis hyperplasia és
egészséges mellékvesekéreg mintakhoz képest [182]. A masik harom miRNS
egészséges emberek plazmamintaihoz képest alacsonyabb ardnyban fordult eld primer
hypertonias betegekében [207]. E szérvanyos megfigyelések alapjan nem kizart, hogy

ezek a miRNS-ek a vérnyomas szabalyozasaban szerepet jatszhatnak.

A miRNS-ek —dCt értékben kifejezett expresszidja a mintakat kiildé centrumokban
eltéréseket mutatott. A 12. abra jol illusztralja ezt a kiilonbséget, illetve hogy a
centrumok tobbségében a BAH mintdkban feliilexpresszio figyelhetd meg APA
mintakhoz képest. Az eltérés legvaloszinlibb oka a centrumok kozotti preanalitikai

kiilonbozdségekben (minta vétele és tarolasa) rejtézhet.

Mind a négy miRNS expresszidjanak szordsa APA mintdkban nagyobb, mint BAH
mintakban. Erre magyarazatul szolgalhat az, hogy az APA egy genetikailag
heterogénebb betegség, mint a BAH [104, 105]. Az sem kizarhaté jelenlegi tudasunk
alapjan, hogy a primer aldosteronismus formai egy ugyanazon spektrum kiilonb6zo

stlyossagl és megjelenésii betegségeit jelentik [208, 209].

Az altalunk vizsgalt miRNS-ek egyéb betegségek kapcsan is leirasra keriiltek. A hsa-
miR-7-5p alulexpresszalt idiopathias gyulladasos myopathiaban és nyeldcs6
laphamsejtes rakjaban egészséges egyénekhez viszonyitva [210, 211]. A mIiRNS
feliilexpresszidjat talaltak akut hasnyalmirigy-gyulladasban, neuroendokrin tumorokban
és 2-es tipusu cukorbetegekben is egészséges egyénekhez viszonyitva [212-214].
Tumorszuppresszor miRNS-ként emlitik hasnyalmirigy ductalis adenocarcinomaban és
hugyholyagrakban is, illetve a melanoma sejtek proliferaciojat is gatolja [215-217]. A
keringé hsa-miR-30e-5p szisztémas lupus erythematosusban feliilexpresszalt, mig
alulexpresszalt olyan betegekben, akik mitralis billentyli rupturan estek at egészséges
kontrollokhoz viszonyitva [218, 219]. A szdveti hsa-miR-30d-5p kissejtes tiidérakban
tumorszuppresszor miRNS-ként funkcionalhat [220].

A szelektiv mellékvesevéna-katéterezés szenzitivitas és specificitas értekei 95,2% ¢és
100%, ha 4-es lateralizacios indexet vessziik cutoff pontnak [114]. Ezzel szemben az
altalunk leirt miRNS-ek - melyek szignifikans feliillexpressziot mutattak BAH

mintdkban APA mintdkhoz képest — diagnosztikus hatékonyséaga ettél messze elmarad,
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igy nem teszi lehetévé klinikai alkalmazasukat, azonban utalhat a két entitds

patogenetikai kiilonbségeire.
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6. Kovetkeztetések

Vizsgalatainkkal egyes mellékvesekéreg-daganatok ¢és betegségek differencial
diagnosztikdjanak konnyitésére tettiink kisérletet. Mi vizsgaltuk eldszor a szdveti és
keringd miRNS expressziot mellékvese myelolipomaban, a keringd miRNS-ek
kifejez0dését aldoszteron-termelé adenomaban és bilateralis adrenalis hyperplasidban.
Tovabba mi vizsgaltuk el6szor a vizelet miRNS-eket mellékvesekéreg-rakban és

adenomaban. A vizsgalataink eredményeinek f6 kovetkeztetései az alabbiak:

1.1. A mellékvesekéreg-rak, mellékvesekéreg adenoma és a mellékvese myelolipoma
szoveti miRNS expresszioja szignifikdns mértékben kiilonbozik egymastol. Ezt
Ujgeneracidos  szekvenalassal és  RT-qPCR  segitségével  bizonyitottuk.
Mellékvesekéreg-rakban szignifikansan feliilexpresszalodik a szoveti hsa-miR-183-
5p, a hsa-miR-184 ¢és a hsa-miR-483-5p mellékvesekéreg adenomahoz képest, mig
mellékvese myelolipomaban a hsa-miR-150-5p, a hsa-miR-451a és a hsa-miR-486-
5p expresszalodott szignifikansan magasabb aranyban a masik két daganathoz
képest.

1.2. Keringé miRNS-ek vizsgalatakor mellékvesekéreg-rakban a hsa-miR-483-3p és a
hsa-miR-483-5p szignifikans feliilexpressziojat mutattuk ki mellékvesekéreg-
adenomahoz képest. Mellékvese myelolipoméaban a hsa-miR-451a és a hsa-miR-
363-3p szignifikans feliilexpresszigjat talaltuk a masik két daganathoz képest.

1.3. A hsa-miR-483-5p szignifikans feliilexpresszidja csak mellékvesekéreg-
adenomahoz képest volt kimutathatd, myelolipomahoz képest nem. E miRNS-t
eddig a mellékvesekéreg-rak legjobb biomarkerének tartjak, azonban e megfigyelés
klinikai alkalmazhatosagat korlatozhatja.

1.4. A hsa-miR-451a szignifikans feliilexpressziot mutatott myelolipomaban a masik
két daganathoz képest. Meggy6z0 szenzitivitas ¢€s specificitds értékeket
(adenomatdl valo elkiilonités esetén szenzitivitas és specificitas is egyarant 81,82%
volt; carcinométol vald elkiilonités esetén a szenzitivitds 90,91%, a specificitas
81,82% volt) elérvén tovabbi vizsgalatok utan a klinikai gyakorlatba is bevezethetd

lehet e miRNS, mint a mellékvese myelolipoma minimalisan invaziv biomarkere.
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Vizsgalatunkban megerésitettik a keringd hsa-miR-483-5p  szignifikansan
magasabb kifejez0dését mellékvesekéreg-rakban mellékvesekéreg-adenomahoz
képest.

A vizeletben a hsa-miR-483-5p kimutathatd, azonban a mellékvesekéreg-rak és
mellékvesekéreg-adenoma betegek vizeletmintaiban expresszidjaban nem tudtunk
szignifikdns kiilonbséget kimutatni. Igy megallapithatd, hogy e betegségek
elkiilonitésére a vizelet hsa-miR-483-5p, mint non-invaziv biomarker nem
alkalmas.

A kering6 hsa-miR-7-5p, a hsa-miR-30d-5p és a hsa-miR-30e-5p szignifikansan
magasabb szintjét tudtuk kimutatni bilaterélis adrenalis hyperplasiaban aldoszteron-
termel6 adenomahoz képest mind ijgeneracios szekvenalassal, mind RT-qPCR-rel.
A nem kielégitden magas szenzitivitds €s specificitds értékek kovetkeztében e
mMiRNS-ek jelen tudasunk szerint nem tlinnek hasznalhatonak a Kklinikai
gyakorlatban.

A miRNS expresszid bilaterdlis adrendlis hyperplasiaban homogénebb képet
nyujtott, mint aldoszteron-termelé adenoméban, mely az irodalom alapjan is egy
genetikailag heterogénebb betegség. Eredményeink is alatamasztani latszanak azt a
feltételezest, hogy e két primer aldosteronismust okoz6 betegség egy ugyanazon

spektrum két kiilonb6z6 sulyossagu és megjelenésii betegségét jelentik.
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7. Osszefoglalas

Vizsgalatainkban, a kutatocsoportunk altal mar koradbban is sokrétiien tanulmanyozott
mikroRNS-ek alkalmazhatdsagat vizsgaltuk tobb kérdésben: 1. a szdveti és keringd
mikroRNS-ek kifejez6désének kiilonbségeit mellékvese myelolipomaban (AML),
mellékvesekéreg-adenomaban (ACA) és carcinomaban (ACC); 2. a keringd és vizelet
hsa-miR-483-5p eltéréseit ACA és ACC kozott; valamint 3. a primer aldosteronismust
okoz6 egyoldali adenoma (APA) és kétoldali hyperplasia (BAH) esetleges elkiilonitését
lehetdvé tévo keringd mikroRNS-eket. Eredményeink alapjan AML-ben a szdveti és a
keringé hsa-miR-451a kifejez6dése szignifikdnsan magasabb, mint ACC-ben és ACA-
ban. A mMIRNS ROC-analizissel vizsgalt diagnosztikus hatékonysaga ACA-t6l
(szenzitivitds ¢és specificitds egyarant 81,8%) és ACC-t6l (szenzitivitds 90,9%,
specificitas 81,8%) vald elkiilonités esetén is magas volt. A korabbi megfigyelésekkel
egyezben a hsa-miR-483-5p szignifikansan magasabb expresszidjat tudtuk kimutatni
ACC-ben ACA-hoz képest szoveti és plazmamintakban is. A miRNS expressziojaban
AML és ACC kozott nem tudtunk kimutatni szignifikans kiilonbséget. A vizelet hsa-
miR-483-5p kifejez6désében a két daganat kozott szignifikans eltérést nem
tapasztaltunk. A primer aldosteronismust okozd két legfobb betegség keringd miRNS
expressziés mintdzatanak Osszehasonlitdsakor harom miRNS is szignifikans
feliilexpressziot mutatott BAH-ban APA-hoz képest (hsa-miR-7-5p, hsa-miR-30d-5p és
hsa-miR-30e-5p). A BAH homogénebb csoportnak tiinik a miRNS expresszid alapjan,
mint az APA. Diagnosztikus hatékonysagot vizsgalva a miRNS-ek egyarant 58,7%-0s
szenzitivitast és 61,7%-o0s specificitast mutatott. Kovetkeztetésként levonhatd, hogy a
hsa-miR-451a a AML minimalisan invaziv biomarkere lehet a jovében, mely az ACC
diagnosztikajaban is szerepet kaphat. Az ACC eddigi legjobb biomarkerének tartott hsa-
miR-483-5p AML-hez képest nem mutatott szignifikans eltérést, igy ez a tovabbiakban
klinikai alkalmazhatosaganak korlatjat jelentheti. A vizelet hsa-miR-483-5p nem
alkalmas az ACC non-invaziv biomarkerének. A BAH-ban APA-hoz képest
feliilexpresszalddott harom miRNS diagnosztikus hatékonysaga klinikai alkalmazéasukat

nem teszi lehetdvé, de utalhat a két entitas patogenetikai kiillonbségeire.
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8. Summary

Following our research group’s focus, we studied the applicability of miRNAs in three
major aspects: 1. Comparison of tissue and circulating miRNA expression between
adrenal myelolipoma (AML), adrenocortical adenoma (ACA) and cancer (ACC); 2.
Potential differences in circulating and urinary hsa-miR-483-5p between ACA and
ACC; 3. Circulating miRNA expression profiling of primary aldosteronism subtypes
aldosterone producing adenoma (APA) and bilateral adrenal hyperplasia (BAH).
Regarding our results, tissue and circulating hsa-miR-451a was significantly
overexpressed in AML compared to ACA and ACC. For the evaluation of the
diagnostic applicability of the miRNA, ROC-analysis was performed that showed
81.8% sensitivity and specificity when differentiating from ACA and 90.9% sensitivity
and 81.8% specificity when differentiating from ACC. In concert with previous
findings, significant overexpression of tissue and circulating hsa-miR-483-5p in ACC
could be demonstrated in comparison with ACA. The expression of hsa-miR-483-5p
didn’t show any significant difference between AML and ACC. Regarding urinary
miRNA expression, no significant differences could be demonstrated between ACA and
ACC. In the miRNA expression profiles of primary aldosteronism subtypes, three
significantly differentially expressed miRNAs overexpressed in BAH were discovered
(hsa-miR-7-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-30e-5p). Based on the miRNA expression,
BAH seems to be more homogenous than APA. The miRNAs showed the same
diagnostic applicability with sensitivity of 58.7% and specificitiy of 61.7%. In
conclusion, hsa-miR-451a could be a potential minimally invasive biomarker of AML
in the future, that might play role in the diagnostics of ACC. Hsa-miR-483-5p, the so far
best biomarker of ACC didn’t differ in tissue or circulating miRNA expression profiles
of AML and ACC. This finding might limit its further clinical applicability. Urinary
hsa-miR-483-5p is not suitable as a non-invasive marker in the diagnostics of ACC. The
diagnostic applicability of the three overexpressed miRNAs in BAH compared to APA
do not facilitate their clinical application, but might indicate differences in the

pathogenesis of these two entities.
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