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1 Wstep

1.1 Guzy nadnerczy - podstawowe informacje.

Wedlug danych statystycznych guzy nadnerczy wystepuja u 3-10% populacji (1,2).
Stwierdza si¢ je u 1 na 10 osob, ktére poddaty si¢ badaniom obrazowym z réznych powodow
zdrowotnych (3). W takiej sytuacji guzy te sa nazywane incydentaloma. Stanowig one 70%
wszystkich guzow nadnerczy. Najczesciej sa to tagodne, nieczynne hormonalnie gruczolaki, o
$rednicy ponizej 4 cm, ktore majg dobre rokowanie i nie wymagaja dalszego leczenia (4). Guzy
nadnercza stanowig bardzo heterogenng grup¢ pod wzgledem stopnia ztosliwosci, manifestacji
klinicznych, a takze rokowania (4). Podziat guzow nadnerczy opiera si¢ na ich pochodzeniu,
zto§liwosci oraz czynno$ci hormonalnej. Pod wzgledem pochodzenia wyrdézniamy guzy
wywodzace si¢ z kory lub rdzenia nadnerczy oraz guzy przerzutowe (5). Guzy czynne
hormonalnie najcze¢sciej produkuja kortyzol lub aldosteron. Hyperkortyzolemia fenotypowo
manifestuje si¢ objawami charakterystycznymi dla zespotu Cushinga: otytoscia centralna,
purpurowymi rozstgpami, zaokragleniem 1 rumieniem twarzy, tzw. karkiem bawolim,
nadci$nieniem tetniczym, hirsutyzmem, zaburzeniami menstruacyjnymi. W przypadku guzéw
typu aldosteronoma u pacjentow obserwujemy oporne na leczenie nadci$nienie tetnicze i
hipokaliemi¢. Rzadziej rozpoznawane sg gruczolaki produkujace androgeny. Guzy czynne
hormonalnie wymagaja zazwyczaj leczenia 1 interwencji chirurgicznej (6). Ok. 2-5%
wszystkich zmian w nadnerczach stanowia raki nadnercza. Amerykanskie Towarzystwo
Nowotworow (American Cancer Society) podaje, ze rocznie diagnozowanych jest ponad 200
nowych przypadkow raka kory nadnercza. W polskim Krajowym Rejestrze Nowotworow
brakuje danych statystycznych dotyczacych guzéw nadnerczy a ich epidemiologia jest
nieoszacowana. Guzami pochodzacymi z rdzenia nadnerczy sa pheochromocytoma. Wystepuja
one z czgstoscia 2 do 9,1 przypadkow zachorowan na milion na rok (7,8). Klinicznie najczesciej
manifestujg si¢ napadowym nadci$nieniem tetniczym i zaburzeniami rytmu serca (9).

W niniejszej rozprawie doktorskiej materiatem badawczym sa poszczegolne typy zmian w
nadnerczach: rak nadnercza (adrenal cortical cancer - ACC), adenoma, mielolipoma, guz
chromochlonny nadnerczy - pheochromocytoma, hiperplazja nadnercza. Wybor wyzej
wymienionych guzow uwzglednia wage znaczenia klinicznego oraz czgstotliwose
wystepowania.

1.1.1 Czynniki ryzyka

Jak w wiekszosci przypadkéw choréb wynikajacych z procesOw nowotworzenia tak 1 w
guzach nadnerczy duzy wplyw na zachorowalno$¢ ma prowadzony przez pacjenta tryb zycia.
Wedhug danych pochodzacych z Krajowego Rejestru Nowotwordw, a takze Amerykanskiego
Towarzystwa Nowotworowego (American Cancer Society) palenie papieroséw, konsumpcja
alkoholu i innych uzywek, dieta prowadzaca do nadwagi 1 otytosci, a takze brak aktywnos$ci
fizycznej mogg zwigkszac¢ ryzyko wystepowania guzéw, w tym raka nadnercza.

Poza czynnikami ryzyka, na ktore potencjalnie mamy wptyw istnieja jeszcze czynniki
niezalezne takie jak predyspozycje genetyczne, a takze wiek. Udowodniono, ze czgstotliwos¢
wystepowania guzow wzrasta z wiekiem pacjenta. Ponadto w guzach nadnercza opisano
wystepowanie predyspozycji genetycznych i przypadki dziedziczenia rodzinnego. Istnieje kilka



genetycznych zespolow, ktére predysponuja do wystepowania zmian nowotworowych w
obrebie kory nadnercza m.in. zespo6t: Li- Fraumeni, Beckwith-Wiedemann, Lynch (6,10).
Wystepowanie guza o charakterze pheochromocytoma w rdzeniu nadnerczy warunkowane
moze by¢ wystepowaniem zespotu mnogich nowotwordéw gruczotéw dokrewnych typu 2
(MEN2), choroby Von Hippla Lindaua (VHL) lub nerwiakowtdkniowatosci typu 1 (11).

1.1.2 Rak nadnercza (ACC - ang. Adrenocortical carcinoma)

Rak nadnercza rozwija si¢ z kory nadnercza. Jego wystgpowanie jest rzadkie. Szacuje sig,
ze wystepuje z czestotliwoscia 0,5- 2 przypadkoéw na milion w skali roku (12). Czgsciej dotyczy
kobiet niz m¢zczyzn (7).

Rak nadnercza cechuje si¢ wysoka ztosliwoscig i ztym rokowaniem. 5 lat od rozpoznania
przezywa nie wigcej niz 40 procent chorych (13). Rokowania dotyczace pacjentow z ACC
zalezg od stopnia zaawansowania choroby i indeksu proliferacji - Ki67. Manifestacja kliniczna
wynika z czynno$ci hormonalnej lub wielko$ci guza oraz obecnos$ci przerzutéw odlegtych.
Jedynym skutecznym leczeniem raka nadnercza jest catkowita resekcja nowotworu (13).
Chemioterapia mitotanem stosowana jest adjuwantowo u pacjentdw po resekcji nowotworu
oraz u pacjentdw z nieoperacyjnymi zmianami. U okoto 70 procent pacjentoéw w czasie 3 lat od
radykalnej resekcji dochodzi do wznowy choroby. W przypadku braku efektow leczenia
stosuje si¢ chemioterapi¢ oparta o pochodne platyny. Jej efekty sa jednak niezadawalajace. W
przypadku rozsiewu choroby, wiekszo$¢ pacjentéw umiera. Srednia przezycia dla pacjentow
przerzutowych wynosi od 10 do 20 miesiecy (14,15). Gléwnym czynnikiem prognostycznym
w przypadku guzéw nadnercza jest ocena stopnia zaawansowania nowotworu za pomocag
kwalifikacji TNM (tumor, node, metastasis). Guzy nadnerczy klasyfikowane jako stopien I w
skali TNM maja ponizej 5 cm wielkosci. Stopien II obejmuje guzy powyzej 5 cm wielkosci. W
obu przypadkach nie stwierdza si¢ naciekéw tkanek sasiadujacych 1 przerzutow.
Zaawansowane guzy naciekajgce otaczajace tkanki lub dajace przerzuty do okolicznych
weztdw chlonnych sklasyfikowane sg jako stopien III. Stopien IV wedtug skali TNM dotyczy
ACC, w ktorym obecne sg przerzuty odlegle. Rozpoznanie histopatologiczne najczgsciej oparte
jest na skali Weissa (15).  Wedtug danych towarzystwa Europejskiej Sieci do Badan Guzéw
Nadnerczy (ENSAT,European Network for the Study of Adrenal Tumors) z 2008 roku
przezywalno$¢ pigcioletnia u osob ze stopniem I wedlug skali TNM wynosita okoto 80 procent,
natomiast ze stopniem IV zaawansowania choroby 15 procent (13,15).

U o0s6b dorostych 50-70 procent przypadkéw ACC to guzy czynne hormonalnie (14).
Najczgsciej rak nadnercza wydziela kortyzol lub/i androgeny. Hyperaldosteronizm w
przypadku raka nadnercza jest rzadko obserwowany. W pewnym stopniu aktywnos¢
hormonalna guza moze postuzy¢ jako czynnik prognostyczny. Istnieja dane wskazujace na
gorszy przebieg choroby w przypadku wspoétistniejacej hyperkortyzolemii (14). W przypadku
aktywnos$ci hormonalnej guza, hormony produkowane w nadmiarze s3 bardzo dobrym
markerem, pomagajagcym w wykryciu wznowy i/lub przerzutow. W przypadkach, gdy guz nie
ma aktywnos$ci wydzielniczej, brak jest charakterystycznych objawdw. Pacjenci sa zazwyczaj
diagnozowani pdzniej, w wyzszym stopniu zaawansowania klinicznego, co zmniejsza ich
szanse na przezycie (14).

Zachorowalno$¢ na ACC zachodzi w kazdym przedziale wiekowym. Jednak istnieja dwa
wyrazne okresy z wyzsza czestotliwos$cia, pierwszy przypada na wczesne dziecinstwo, a drugi
w 4-5 dekadzie zycia (1). Rak nadnercza wystepujacy w dziecinstwie charakteryzuje si¢
mniejsza agresywnoscia niz w zyciu dorostym (1).

Podloze molekularne stanowigce podstawe patogenezy ACC jest niejasne. Dane
literaturowe wskazuja na czeste wystgpowanie nadekspresji genu IGF2 dziatajacego przez
IGF1 receptor, IR oraz IGF2 receptor, ktory petni istotng role w regulacji proliferacji komorek



raka nadnerczy. Nadekspresja IGF2 wystepuje nawet powyzej 85 procent przypadkow ACC.
Przyczynia si¢ réwniez do nowotworzenia w Syndromie Beckwith- Wiedemnann (16). Ponadto
istotng role w patogenezie pelnig rowniez dysfunkcje w szlakach sygnalizacji komorkowe;j
genow TP53 oraz Wnt/Beta Katenina (17). Rowniez nadekspresja czynnika transkrypcyjnego
SF-1 odpowiedzialnego za proces steroidogenezy stanowi podloze molekularne dla rozwoju
ACC (18).

Od 5 do 10 procent wszystkich rakow kory nadnercza zwigzanych jest z wystgpowaniem
mutacji w obregbie komorek linii zarodkowej. Najczegsciej wystepujacym syndromem
genetycznym predysponujagcym do wystagpienie ACC jest Zespot Li- Fraumeni (ang. Li-
Fraumeni syndrome - LFS). Jest on bardzo czgsty w przypadku ACC u dzieci, stanowi az do
80 procent przypadkow, u osob dorostych LFS odpowiada za 2 do 4 procent ACC. U 0s6b z
LFS stwierdza si¢ mutacj¢ w genie TP53 w lokalizacji 17p3 (10). U dzieci sporadycznie moze
wystapi¢ mutacja w genie p53. Jest to wtedy wariant choroby o nietypowych cechach zespotu
Li-Fraumeni. W praktyce 10 do 15 razy czesciej ACC wystepuje u dzieci w Potudniowe;j
Brazylii niz innych cze¢$ciach §wiata. Zazwyczaj jest to zwigzane z mutacja pR337H. Pacjenci
dotknigci mutacja w genie TP 53 wykazuja zwiekszong wrazliwo$¢ zachorowania na inne typy
nowotworow, np: rak piersi, rak mozgu czy biataczki (19). Drugim zespotem co do czgstosci
wystepowania jest Zespot Lyncha (ang. Lynch syndrome - LS). Dotyczy on do 3 procent
dorostych i1 przejawia si¢ mutacjami w genach: MSH2, MLH1, PMS2, MSH2, EPCAM.
Kolejng znaczacag mutacjg predysponujaca do ACC wystepuje w genie MEN1 i opowiada za
manifestacje zespotu MEN1- Multiple Endocrine Neoplasia Type 1. Wystepuje u 2 procent
chorych. Rzadziej spotyka si¢ Zespot Rodzinnej Polipowatosci Gruczolakowatej (Familial
Adenomatous Polyposis FAP) z mutacja w genie APC. W przypadku Syndromu Beckwith-
Wiedemnann wystgpuje mutacja w genie IGF2, wystgpuje sporadycznie i glownie u dzieci.
Poza mutacjami w linii komodrek zarodkowych wystepuja rowniez mutacje powstajace de novo
1 dotycza one najcze¢sciej gendw: TP53, APC i MENI1. Diagnostyka u dzieci z ACC zawsze
powinna by¢ prowadzona w kierunku LFS, a u dorostych dodatkowo powinien by¢
przeprowadzony screening w kierunku LS (10).

1.1.3 Guz chromochlonny - pheochromocytoma

Guz chromochtonny jest rzadko wystepujacym neuroendokrynnym guzem rdzenia
nadnerczy. Wywodzi si¢ z komodrek chromafinowych i wydziela katecholaminy. W literaturze
mozna spotkac si¢ z okresleniem "10 % tumor" w odniesieniu do guza chromochtonnego,
poniewaz 10 procent guzéw wystepuje obustronnie, 10 procent wykazuje ztosliwos¢, 10
procent dotyczy dzieci, 10 procent wystgpuje poza nadnerczami pod postacig paragangliomy
(5).

Dane literaturowe szacuja wystgpowanie guza chromochtonnego jako 2-9,1 przypadkow
zachorowan na milion na rok (7,8). Od 0,2 do 0,6 procent wszystkich przypadkow dotyczy
pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym (7,20).

Charakterystyczne objawy choroby wynikaja z nadmiernej sekrecji katecholamin. Dotycza
one m.in: wzrostu ci$nienia tetniczego, bolu glowy, nudnosci, uczucia niepokoju, zmian masy
ciata (7). Wiekszos¢ z guzéw wydzielajacych katecholaminy to guzy tagodne. W przypadku
guza chromochtonnego 10 do 20 procent guzéw w zaleznosci od genotypu moze wykazywac
cechy zlosliwosci i dawaé przerzuty (21). Dla guza chromochlonnego o cechach zto§liwosci
charakterystyczny jest podniesiony poziom dopaminy i wielko§¢ zmiany powyzej 5 cm (7).
Diagnostyka guza chromochtonnego opiera si¢ na badaniach biochemicznych i obrazowych z
wykorzystaniem metod radiologicznych i nuklearnych. Ztoty standard stanowi badanie st¢zenia
metanefryny i normetanefryny w osoczu lub ich dobowego wydzielania z moczem. Celem
zobrazowania zmiany wykonywana jest tomografia komputerowa lub rezonans magnetyczny



(22). Maloinwazyjna chirurgia jest gléwna metoda leczenia z wyboru (7,22).
Niezdiagnozowany guz typu pheochromocytoma moze prowadzi¢ do duzego wzrostu ci$nienia
krwi, zaburzen rytmu serca, udaru a w konsekwencji do $mierci (20).

Posta¢ dziedziczna dotyczy koto 30 procent pacjentow z guzem chromochlonnym.
Zwigzana jest ona z wystgpowaniem predyspozycji do powstawania mutacji w roznych genach.
Na chwile obecng podatno$¢ na wystepowanie patologicznych wariantow okreslono w ponad
12 genach. Niektore zrodta literaturowe podaja 20 gendow. Gléwnie mutacje dotycza gendow
m.in.,, RET, VHL, NF1, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, MAX, TEMI127.
Najczesciej pojawiaja si¢ mutacje w genie SDHB. U pacjentdéw moga wystapi¢ rowniez
syndromy skorelowane z mutacjami takie jak: mnoga gruczolakowato$¢ wewnatrzwydzielnicza
typu 2, choroba von Hippel- Lindau, neurofibromatoza typu 1, paraganglioma typ 1-5 (21-24).

1.1.4 Gruczolak nadnerczy - Adenoma

Gruczolak nadnercza jest nowotworem tagodnym, wywodzacym si¢ z kory nadnerczy.

Adenoma jest najczesciej wystepujacym nowotworem sposrod guzow nadnerczy. Czgstosé
wystepowania wzrasta wraz z wiekiem pacjenta (5). Dla os6b w przedziale wiekowym
pomiedzy 20, a 29 rokiem zycia wystepowanie adenoma szacowane jest w przedziale 0,14%.
Natomiast w grupie osob powyzej 70 lat wystgpowanie gruczolaka nadnerczy wzrasta i stanowi
7% wszystkich przypadkow (25). Wigkszo$¢ przypadkéw wystepowania gruczolakow w
obrebie kory nadnerczy wykrywana jest przypadkowo, podczas badan obrazowych pacjenta
poddanego diagnostyce z innych wskazan zdrowotnych. Metody obrazowe wykorzystywane w
rutynowej diagnostyce pomagaja w okresleniu wielkosci gruczolakow, ktéra miesci sig w
przedziale od 1 do 5 cm. Ich struktura stanowi mas¢ homogenna (5,25). Okoto 70 procent
przypadkéw to guzy bogate w komorki, ktore sa wypelione kroplami lipidowymi. Z
klinicznego punktu widzenia adenoma kory nadnercza moze funkcjonowaé jako guz
wydzielajacy hormony lub niewydzielajacy. W przypadku guzéw wydzielajacych spotykamy
te, ktore produkuja: aldosteron, kortyzol oraz androgeny lub estrogeny (25-27). Patogeneza
powstawania zmian nie jest w catosci poznana. W 2011 roku za pomoca metody
sekwencjonowania eksonéw odkryto mutacj¢ KCNJ5 w 24 przypadkach adenoma
produkujacych aldosteron. W kolejnych latach wykryto inne mutacje charakterystyczne dla
adenomy produkujacej aldosteron: ATP1A1, CACBAI1D, ATP2B3, CTNNBI. Mutacja w
genie CTNNB odpowiedzialna jest za dziatanie $ciezki sygnalnej Wnt/beta-Catenin (28). W
przypadku adenoma produkujacego kortyzol moze wystgpowaé mutacja w genie PRKACA.
Natomiast dla adenoma niewydzielajacego hormonoéw charakterystyczna jest mutacja w genie
CTNNBI (26).

1.1.5 Mielolipoma

Jest to lagodny guz kory nadnerczy. Zbudowany jest z tkanki tluszczowej 1
hematopoetycznej- mieloidalnej. Przewaznie jest diagnozowany w sposob przypadkowy.
Stanowi od 6% do 16 % wszystkich guzéw nadnerczy wykrywanych za pomoca tomografii
komputerowej. W ostatnich 10 latach zauwazono tendencje wzrostowa dotyczaca
wykrywalnosci mielolipoma (29,30). Mielolipoma wystepuje w rownym stopniu u kobiet 1
mezezyzn. Szezyt wystepowania szacuje sie od 50 do 70 roku zycia. Zazwyczaj zmiana dotyczy
jednego nadnercza jednak moze wystepowac jako dodatkowy guz, lokalizujac si¢ w innych
narzadach, np., w: gardle, watrobie, $ledzionie, nerkach, jamie nosowej, jamie brzusznej,
$rodpiersiu, a nawet w oku (31).

Mielolipoma ma ksztatt okragly lub elipsoidalny. Moze osigga¢ rozmiary od kilku
milimetréw do kilkunastu centymetréw. Sredni rozmiar guza wynosi okoto 10 cm (29).
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Zdarzaja si¢ guzy mielolipoma znacznie wigksze osiggajace Srednice 40 cm. Z wystgpowaniem
olbrzymich guzow mielolipoma zwigzane jest ryzyko spontanicznego wystepowania
krwotokdw zaotrzewnowych (30). Mielolipoma s3 to guzy nieaktywne hormonalnie. Jednak, w
sporadycznych  przypadkach  wspotlistnieja razem z  innymi  zaburzeniami
endokrynologicznymi, np., zespot Cushinga, pierwotny aldosteronizm, pheochromocytoma,
wrodzony przerost nadnerczy (29-31). Patogeneza powstawania guza jest niejasna. Istnieja
rézne teorie wskazujace na potencjalne przyczyny patogenezy w kierunku mielolipoma. Jedna
z hipotez mowi o pojawieniu si¢ metaplastycznych zmian w komoérkach endotelium naczyn
wlosowatych, w skutek dziatania czynnikéw takich jak: stres, nekroza, infekcje. Kolejna
hipoteza zaktada, ze mielolipoma jest konsekwencja obecnosci translokacji chromosomowej
(3:31) (q25; p11). Dalej pojawia si¢ informacja o klonalnym pochodzeniu choroby, zwigzanym
z obecno$cig losowo inaktywowanego chromosomu X. Dopuszcza si¢ rowniez teorig,
wskazujacag wspolny udzial mezenchymalnych komorek macierzystych 1 stymulacji
hormonalnej w patogenezie mielolipoma (29,31).

1.1.6 Przerost nadnerczy - hiperplazja

Z punktu widzenia onkologicznego hiperplazja gruczolow nadnerczowych nalezy do
tagodnych schorzen kory nadnercza, jednakze w aspekcie czynno$ciowym moze stanowié
zagrozenie. Hiperplazja polega na powigkszeniu lub przeroscie kory nadnercza. Zazwyczaj
wystepuje obustronnie, z zachowaniem ksztattu gruczotu. Ze wzgledu na patogeneze¢ wyrdznia
si¢ dwie grupy: wrodzong hiperplazje kory nadnerczy oraz niewrodzong hiperplazje nadnerczy
zalezng od ACTH lub niezalezng od ACTH (32).

Wrodzona hiperplazja nadnerczy (ang. congenital adrenal hyperplasia CAH) to choroba
genetyczna, dziedziczona w sposob autosomalny recesywny. Charakteryzuje si¢ niedoborem
glikokotykosteroidow 1 mineralokortykosteroidow, ktéry wynika z deficytu enzymow
bioragcych udziat w jego syntezie. Konsekwencja tego zjawiska jest nadmierne wydzielanie
ACTH, przyczyniajace si¢ do przerostu kory nadnerczy (33). Ponad 90 procent wszystkich
przypadkéw CAH zwigzanych jest z niedoborem enzymu 21-hydroxylazy (CYP 21A2). Gen
CYP21A2 jest kodowany na chromosomie 6p.31. Ze wzgledu na stopien mutacji genu
wyrozniamy dwa podtypy niedoboru CYP21A2: klasyczny i nieklasyczny. Klasyczny niedobor
enzymu spowodowany jest mutacja typu nonsens lub zmiang ramki odczytu. Moze wystapi¢
rowniez przez konwersje genu albo catkowita delecje genu. Manifestacja klasycznego
niedoboru objawia si¢ calkowitym brakiem enzymu, a w konsekwencji brakiem syntezy
hormonoéw glikokortykoidowych i mineralokortykoidowych oraz nadmiernym wydzielaniem
hormonéw androgenowych. Nieklasyczny niedobdr enzymu jest lagodniejsza postacig
choroby. Allele genu produkuja enzym, ktory jest zdolny do syntezy ograniczonej ilo$ci
glikokortykoidéw i1 mineralokortykoidéw. Pozostata czgs¢ przypadkéw CAH jest wynikiem
niedoboréw innych enzyméw bioracych udziat w syntezie hormonéw steroidowych, takich jak:
11B-hydroksylaza (CYP11B1), dehydrogenaza 3f-hydroksysteroidowa (3BHSD), 17 a-
hydroksylaza (CYP 17A1) (33,34). Wrodzona hiperplazja nadnerczy dotyka zar6wno kobiety,
jak 1 mezczyzn. Wystepowanie klasycznej postaci szacuje si¢ jako 1 przypadek na 14000
urodzen. Natomiast posta¢ nieklasyczna obejmuje 1 przypadek na 1000 (34).

Jedng z przyczyn niewrodzonego przerostu kory nadnerczy moze by¢ zesp6l Cushinga
spowodowany nadmiernym wydzielaniem ACTH przez przysadke (32,33). Inng przyczyng
niewrodzonej postaci przerostu kory nadnerczy jest ektopowe wydzielanie ACTH. Powoduje
ono do 15 procent zaleznych od ACTH hiperplazji gruczotu, a wywodzi si¢ mi¢dzy innymi z
procesow paraneoplastycznych. Guzy neuroendokrynne pluc takie jak: rakowiak phuc i
drobnokomorkowy rak ptuc najczesciej predysponuja do ektopowego wydzielania ACTH.
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Ponad to innym ektopowym zrédtem ACTH s3 neuroendokrynne guzy grasicy, trzustki, jelita,
a takze rak rdzenia tarczycy czy pheochromocytoma (32).

Obustronny przerost nadnerczy o charakterze idiopatycznym jest najczestsza przyczyna
hyperaldosteronizmu pierwotnego. Wynika on z rozlanej hiperplazji komorek kory nadnerczy
produkujacych aldosteron (35). Rzadziej obserwowana jest posta¢ rodzinna, ktdrej przyczyna
jest mutacja hybrydowa genu CYPIIB2 1 genu CYP [IBI, prowadzaca do
,hyperaldosteronizmu poddajacego si¢ leczeniu glikokortkosteroidami”. Réwnie rzadka
postacia pierwotnego hyperaldosteronizmu jest jednostronny przerost kory nadnerczy.

1.2 Adropina i jej receptor

1.2.1 Adropina - podstawowe informacje

Adropina jest hormonem peptydowym odkrytym w 2008 roku przez zesp6t amerykanskich
naukowcow kierowany przez K. Gensha Kumara (36). Peptyd zostat zidentyfikowany w trakcie
badan nad mysim modelem otytosci. Do odkrycia postuzylta analiza ekspresji genow watroby
myszy za pomocg mikromacierzy tkankowej (36). Nazwa peptydu pochodzi od tacinskich stow
adura; pinquis, co oznacza spalanie tluszczu, oleju (37). Peptyd kodowany jest przez gen
Energy Homeostasis Associated Gen (ENHO), zbudowany z dwoch eksonow. Wedtug danych
RNA-seq zdeponowanych w bazie NCBI, ekspresja genu ENHO jest najwyzsza w mézgu oraz
watrobie, co potwierdzone zostalo w innych publikacjach (38). Ponadto ekspresja adropiny
wystepuje rowniez m.in., w trzustce, nerkach, sercu, jelicie cienkim (39). Wedlug danych RNA-
seq niewielka ekspresja genu ENHO jest mierzalna w prawidlowych nadnerczach. Przyjmuje
si¢ ze krazaca adropina pochodzi gltéwnie z watroby (40). Standardowe stezenie adropiny we
krwi wedlug roznych zrédet wynosi: 3,4-4,5 ng/ml do 10 ng/ml (41,42). Gen ENHO
zlokalizowany jest w chromosomie 9, na jego krotkim ramieniu, w regionie 1, w prazku 3, w
subprazku 3 (9p13.3).

ENHO

Rycina 1. Dane pochodzace z bazy RNA-seq przedstawiajace ekspresje genu ENHO w roznych narzadach
czlowieka.
Zrodlo: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?Db=gene&Cmd=DetailsSearch& Term=37570 (opracowanie
wlasne).

Adropina zbudowana jest z 76 aminokwasow, z ktorych pierwsze 33 aminokwasy stanowig
peptyd sygnalny odcinany podczas sekrecji. Natomiast aminokwasy 34-76 sa fragmentem
bioaktywnym. Sekwencja aminokwaséw  wykazuje bardzo wysoka homologi¢
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mie¢dzygatunkowa. U myszy, szczura i czlowieka jest ona prawie identyczna (43). Masa
czasteczkowa adropiny wynosi 4999 Da (38).

Signal Peptide
Adropin Precursor (1-76) | meaal-- - -+-ILCWA | CHSRS: - ---YLLGP |
1 33 34 76
/Cleavage
| meaar--- ---ILCWA |
Adropin (34-76) | cHsRs: -- ---YLLQP |

34 76
_ Rycina 2. Schemat budowy adropiny z uwzglednieniem peptydu sygnalnego i fragmentu bioaktywnego.
Zrodto: http://www.mdpi.com/1422-0067/19/5/129.

SZCZUR 1 MGAAISQGALIAIVCNGLVGFLLLLLWVILCWACHSRSADVDSLSESSPNSSPGPCPEKA 60
MYSZ 1 MGAAISQGALIATIVCNGLVGEFLLLLLWVILCWACHSRSADVDSLSESSPNSSPGPCPEKA 60
CZEOWIEK 1 MGAAISQGALIAIVCNGLVGFLLLLLWVILCWACHSRSADVDSLSESSPNSSPGPCPEKA 60
BYDL.O 1 MGAALSQGALIAIICNGLVGFLLLLLWVILCWACHSRSANIDSLSESSPNSSPGPCPEKA 60
KA KK e kAR KRR K e kAR K KA AR KK AR KK AR KKK AR KKK s hh kAR KK kA KK KA XK KA
SZCZUR 61 PPPQKPSHEGSYLLQP 76
MYSZ 61 PPPQKPSHEGSYLLQP 76
CZTOWIEK 61 PPPQKPSHEGSYLLQP 76
BYDLO 61 PPPQKPSHEGSYLLQP 76

kxhk Kk Ak hkkhkkhkhkkkx*

Rycina 3. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej adropiny u szczura, myszy, czlowieka oraz bydta
domowego. Opracowanie na podstawie danych https://www.uniprot.org.

1.2.2 Receptor adropiny — podstawowe informacje

Prawdopodobnie efekt fizjologiczny adropina wywiera poprzez receptor GPR19 zwanym
réwniez orphan G protein-coupled receptor 19, w skrocie GPCR 19 (44). Odkryty i
zsekwencjonowany zostal pond 20 lat temu, jednak do dnia dzisiejszego jego rola nie jest
dostatecznie okreslona (45). Receptor GPR19 nalezy do wielkiej super-rodziny receptoréw
zwigzanych z biatkiem G. Charakterystyczna dla receptoréw z rodziny GPCR jest obecno$¢
siedmiu transblonowych domen strukturalnych (46). Dokladniej, budowa opiera si¢ na
zewnatrzkomérkowym fragmencie aminowym, fragmencie transblonowym zbudowanym z
trzech petli  zewnatrzkomorkowych 1 trzech wewnatrzkomorkowych oraz czgscei
cytoplazmatycznej bedacej czescia karboksylowa (47). Dziatanie receptorOw opiera si¢ na
interakcji z biatkiem G, poprzez zdolno$¢ do wigzania i hydrolizy guanozyno-5’-trifosforanu.
Rodzina tych receptorow moze by¢ aktywowana m.in., przez hormony, neurotransmitery,
$wiatto, feromony, pH (46,47). Badania naukowe dotyczace raka piersi wykazaty istotny
wptyw receptora GPR19 na regulacje ekspresji E-kadheryn (45). Na podstawie danych RNA-
seq nalezy stwierdzi¢, iz ekspresja GPR19 w narzadach cztowieka jest niewielka, aczkolwiek
dos¢ szeroka (rycina 4). Fakt ten moze §wiadczy¢ o wielonarzadowej roli fizjologicznej jaka
moze wywiera¢ adropina, poprzez interakcje¢ z receptorem GPR19.
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Rycina 4. Dane pochodzace z bazy RNA-seq przedstawiajace ekspresj¢ genu GPR19 w roznych narzadach
cztowieka. Zrodto: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2842/?report=expression (opracowanie wlasne).

1.2.3 Biologiczna rola adropiny

Wedtug dostepnego pismiennictwa adropina petni znaczacg role w utrzymaniu homeostazy
metaboliczne] organizmu poprzez szereg petnionych funkcji. Migdzy innymi mozemy
wyroznic:

Wplyw adropiny na endotelium (Srodblonek naczyniowy)

Srédbtonek naczyniowy wydziela czynniki aktywne biologicznie, ktore biora udziat m.in. w
regulacji napigcia $ciany naczynia krwiono$nego. Utrzymanie réwnowagi pomig¢dzy
czynnikami majacymi wpltyw na rozszerzanie $cian naczynia, a czynnikami zwe¢zajacymi to
jeden z podstawowych warunkéw homeostazy naczyniowej. Glownym wazodylatorem
produkowanym przez komorki $rodbtonka jest tlenek azotu (NO) (39). Powstaje on z
prekursorowej czgsteczki a- argininy, tlenu czasteczkowego oraz komorkowego czynnika
redukcyjnego przy udziale enzymu syntazy tlenku azotu (eNOS). Tlenek azotu wptywa
rozkurczajaco na naczynia krwionosne, dziata przeciwzakrzepowo, antyoksydacyjnie poprzez
zahamowanie utleniania lipoprotein, a takze bierze udzial w postnatalnej angiogenezie (48).

Adropina jest jednym z czynnikéw, ktory wywiera pozytywny wplyw na funkcje
srédbtonka. Zwigksza ekspresje syntazy tlenku azotu powodujac m.in., stymulacj¢ wydzielania
NO przez komorki endotelialne. Dochodzi do tego poprzez aktywacje kinazy biatkowej B
(Akt), kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K) oraz kinaz ERK1/2 (40). Rola adropiny polega na
ochronnym wplywie na $rodbtonek naczyniowy i jego funkcje. Deficyt adropiny powoduje
redukcje biodostgpnosci NO i dalsze konsekwencje tego zjawiska (49).

Rola adropiny w utrzymaniu homeostazy energetycznej organizmu. Regulacja
weglowodanow i lipidow.

Badania prowadzone przez Kumara i jego zespot dowiodly, ze ekspresja genu ENHO w
watrobie jest zalezna od diety. Ustalono, Ze poziom adropiny w organizmie regulowany jest
poprzez podaz pokarmu. Wzrost st¢zenia hormonu peptydowego zalezy od wysokiego poziomu
thuszczu w diecie. Myszy karmione dietg bogatg w tluszcz, a uboga w weglowodany maja
wyzszy poziom adropiny w surowicy niz myszy z dieta odwrotng. W przypadku myszy z
indukowana otylo$cia nadekspresja adropiny lub jej ogolnoustrojowa podaz redukuje
stluszczenie watroby i oporno$¢ na insuling (36). W badaniach z myszami pozbawionymi genu
adropiny (AdrKO) w przypadku podazy normalnej diety zaobserwowano wzrost otyto§ci wérod
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osobnikow. Dodatkowo myszy prezentowaly fenotyp z dyslipidemig manifestujaca si¢
wzrostem produkcji triglicerydow, zaburzeniami w endogennej syntezie glukozy, w rezultacie
opornos¢ na insuling (50). Dodatkowo za rolg adropiny w gospodarce lipidowo-
weglowodanowej moze przemawiaé fakt, ze ekspresja mRNA ENHO jest regulowana w
watrobie przez receptor LXRa zaangazowany w metabolizm cholesterolu i triglicerydow (51).

Potencjalna rola w Centralnym Ukladzie Nerwowym

Znaczenie adropiny dla centralnego uktadu nerwowego mozna dostrzec juz na poziomie jego
rozwoju, poniewaz omawiany peptyd aktywujac $ciezke sygnalng NB3/Notch wptywa na
rozw6] mézdzku (52). Badania na zwierz¢tach wykazaty, ze za pomoca tej samej Sciezki
sygnalnej adropina reguluje koordynacje¢ ruchowa i aktywno$¢ lokomotoryczng (53).
Weczedniej wspomniano, ze adropina wptywa na regulacj¢ receptora VEGFR2 wykorzystujac
do tego $ciezke sygnalng PI3K oraz ERK1/2. Doniesienia literaturowe prezentuja informacje o
tym, ze gen VEGF kodujacy wyzej wymieniony receptor zaangazowany jest w neurogeneze i
spelnia rowniez funkcje neuroochronne (54). W tym miejscu rola adropiny w centralnym
uktadzie nerwowym zazebia si¢ z rolg jaka adropina wywiera na $rédblonek naczyniowy.
Ekspresja NOS i biodostgpnos¢ NO indukowana adroping powoduje migracje i proliferacje
komorek $srédblonka, co przyczynia si¢ do powstawania nowych naczyn (48). Co za tym idzie
zwigksza si¢ przeptyw krwi mézgowej i zapobiega niedoci$nieniu indukowanym stresem i
reakcja zapalng (55).

1.3 Fizjologia nadnerczy

1.3.1 Nadnercza- podstawowe informacje

Gruczoty nadnerczowe cztowieka znajduja si¢ w przestrzeni zaotrzewnowej, nad gérnymi

biegunami nerek i s3 otoczone przez okotonerkowa tkanke tluszczowa. Maja nieregularny
ksztatt. Nadnercze polozone po lewej stronie jest wigksze niz prawe i ma ksztalt potksiezyca.
Natomiast prawe nadnercze jest ksztattu piramidalnego (56). Diugos$¢ gruczotu wynosi 2,5-
Scm, a taczna masa 10- 15 gramow (57). Nadnercze zbudowane jest z kory 1 wewnetrznie
potozonego rdzenia, a cato$¢ otoczona jest tacznotkankowa torebka. Kora nadnerczy dorostego
czlowieka posiada trzy strefy. W zalezno$ci od rodzaju wystepujacych w nich komoérek
nabtonkowo-wydzielniczych wyrozniamy: strefe kiebkowata (zona glomerulosa, zG), strefe
pasmowata (zona fasciculata, zF) oraz strefe siatkowata (zona reticularis, zR) (58). Rdzen
zbudowany jest z pojedynczych komoérek zwojowych oraz duzych, owalnych komorek
neurosekrecyjnych zawierajacych ziarnistosci. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci chemiczne
komorki rdzenia nazywane sg chromochtonnymi. Pod wzgledem pochodzenia istniejg rdznice
pomiegdzy korg gruczotéw, a rdzeniem. Kora wywodzi si¢ z mezodermy. Rdzen natomiast z
neuroektodermalnych komorek grzebieni nerwowych (59). Torebka gruczotlu rozwija si¢ z
komoérek mezenchymalnych (58,59).
Nadnercza wydzielaja hormony, ktére majg istotne znaczenie dla homeostazy organizmu.
Szerokie spektrum dzialania tych substancji powoduje, Zze nadnercza s3 odpowiedzialne za
wiele procesoéw fizjologicznych zachodzacych w organizmie cztowieka. Zaréwno kora, jak i
rdzen wydzielaja hormony biorace udziat w podstawowym metabolizmie komorek (59). Kora
odpowiada za syntez¢ hormonow steroidowych, natomiast rdzen produkuje katecholaminy.
Strefa kigbkowata kory nadnercza produkuje mineralokortykoidy, m.in. aldosteron,
regulowany przez uktad renina -angiotensyna. Strefa pasmowata glikokortykoidy stymulowane
przez ACTH, a strefa siateczkowata odpowiada za produkcj¢ androgenow (60).
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1.3.2 Steroidogeneza

W procesie steroidogenezy powstaja grupy hormondéw steroidowych: glikokortykoidy
(kortyzol, kortykosteron), mineralokortykoidy (aldosteron), androgeny (testosteron,
dehydroepiandrosteron), estrogeny (estradiol), progestageny (progesteron) oraz sterol,
aktywna, hormonalna posta¢ witaminy D- kalcyferol (1,25-dihydroksy-witamina D).
Glikokortykoidy i mineralokortykoidy syntezowane sa w korze nadnerczy. Androgeny moga
powstawac zar6wno w korze nadnerczy, jak i w gonadach. Gonady sa rdwniez miejscem
produkcji progestagenow. Natomiast kalcyferol powstaje w skorze, a nastgpnie jest poddawany
hydroksylacji w watrobie i nerkach. Niezaleznie od miejsca syntezy, prekursorem dla
powstania wyzej wymienionych grup hormonéw steroidowych jest cholesterol (61). W
niniejszej pracy przedmiotem zainteresowania jest proces steroidogenezy hormonéw kory
nadnerczy. Cholesterol to zwigzek organiczny, ktérego budowa oparta jest na szkielecie
cyklopentanoperhydrofenantrenu.  Wyjsciowo zwigzek prekursorowy dla  procesu
steroidogenezy posiada 27 atomow wegla. S3 one zorganizowane w jeden pierscien
cyklopentanu 1 trzy pierscienie cykloheksanu. W trakcie procesu struktura zwigzku ulega
r6znym przeksztatceniom, prowadzac do powstania zwigzkéw pochodnych o okreslonej ilosci
atomoéw. Mineralokortykoidy oraz glikokortykoidy sktadaja si¢ z 21 atomow wegla, a
androgeny z 19 atomoéw wegla (62,63). Istnieja rézne drogi prowadzace do powstania
cholesterolu. Produkowany moze by¢ de novo, z wykorzystaniem acetylo-CoA i1 kompleksow
szlakéw, w retikulum endoplazmatycznym, odpowiedzialnych za steroidogeneze. Wersja
alternatywna powstawania cholesterolu jest wychwyt krazacych lipoprotein. Jest to najbardziej
powszechna droga wykorzystywana w procesach steroidogenezy, a glownym zrddlem
cholesterolu sg lipoproteiny o niskiej gestosci (LDL). Obecno$¢ cholesterolu w nadnerczach, w
postaci wolnej- niezestryfikowanej regulowana jest za pomoca ACTH (61). Biosynteza
steroidow nadnerczowych zapoczatkowana jest w mitochondriach, dzigki oksydatywnym
enzymom CYP (P450). Zakres dziatania enzymoéw dotyczy pierscieni weglowych, gdzie
poprzez modyfikacje tancucha dochodzi do powstania ré6znych grup hormonéw steroidowych.
Dostepnos¢ cholesterolu do mitochondrium podlega regulacji enzymatycznej. Enzym StAR
(steroidogenic acute regulatory protein) umozliwia transport cholesterolu z mitochondrialnej
btony zewnetrznej do wewngtrznej, w konsekwencji czego powstaje pregnenolon (61,62).
Pregnenolon jest zwigzkiem wyjsciowym dla wszystkich hormonéw steroidowych. Powstaje
przy udziale CYP11A1l (P450scc) przez odszczepienie bocznego tancucha cholesterolu.
Nastepnie jest transportowany do gladkiej siateczki §rodplazmatycznej (SER). Przy pomocy
CYP17 (17 a-hydroksylazy) w strefie pasmowatej powstaje 17-OH pregnenolon. Dalej, w
wyzej wymienionej strefie 17-OH pregnenolon pod wplywem dehydrogenazy 3f-
hydroksysteroidowej (3BHSD) ulega konwersji w 17-OH progesteron. Natomiast w strefie
kigbkowatej (zG) pregnenolon pod wptywem 3BHSD ulega przemianie w progesteron. CYP21
(21- hydroksylaza) jest enzymem, ktéry dziatajac dalej w obszarze siateczki §rodplazmatycznej
gladkiej, bierze udziat w przeksztatceniu 17-OH progesteronu do 11- deoksykortyzolu, i
progesteronu 11-deokortykosteronu. Produkty powstate w trakcie procesu transportowane sg
do wewng¢trznej btony mitochondrium. W warstwie pasmowatej 11-deoksykortyzol, pod
wptywem CYP11B1 (11B-hydroksylaza), ulega konwersji w kortyzol. Natomiast w strefie
kigbkowatej wykazujacej ekspresje CYP11B2, z 11- deoksykortykosteronu powstaje
aldosteron (56,61,62). Otrzymany we wczesniejszych przemianach 17-OH pregnenolon lub 17-
OH progesteron wykorzystywany jest do wytworzenia androgenéw. Pod wptywem 3HSD 17-
OH pregnenolon moze ulega¢ przemianie w 17- OH progesteron lub w dehydroepiandrosteron
za pomoca CYP17 i CytbS. W kolejnym etapie powstawania androgendéw dochodzi do
konwersji dehyrdoepiandrosteronu w androstendion z pomoca 3HSD lub wykorzystywany
zostaje 17-OH progesteron. Reakcja wykorzystujaca 17-OH progesteron jako bezposredni
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substrat do wytworzenia androstendionu jest wspomagana przez specjalne enzymy: CYP17 i
Cytb5. Koncowym etapem jest powstanie testosteronu z androstendionu katalizowanego przez
17BHSD (17B- dehydrogenaz hydroksysteroidowa) (56).

Cholesterol Zone/Primary Steroid Zone-Specific Features
StAR
CYP11A1 Glomerulosa (ZG) '
H CYP21A2 CYP11B2 CYP11B2 A,do,',:o,,: High CYP11B2
Pregnenolone ——Progesterone —DOC — Corticosterone — Aldosterone production Very low CYP17A1
CYP17A11 ICYP17A1 =TT p T T T
HSD3B2 CYP21A2 CYP11B1 Fasciculata (ZF) | : :::: Em;i'\:
170H-Pregnenolone —170H-Progesterone — 11-Deoxycortisol — Cortisol Cortisol production " Low CYBSA
CYP17A1 CYP17A1 ‘
+CYB5A +CYBSA e o o o o o el e i - — -
HSD3B2 AKR1C3 : High CYP17A1
i Reticularis (ZR)
— High CYBSA
DHEA Androstenedione — Testosterone Androgen production H,:h SULT2A1
suuzm”srs ______________
DHEAS

Rycina 5. Uproszczony §chemat steroidogenezy oraz prezentacja enzymow wystepujacych w poszczegdlnych
warstwach kory nadnerczy. Zrédto: Turcu & Auchus 2018.
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2 Zalozenia i cel pracy

Badania ostatnich lat wykazaly, ze szereg aktywnych peptydéw biorgcych udzial w
utrzymaniu homeostazy energetycznej organizmu uczestniczy w regulacji osi podwzgorzowo-
przysadkowo- nadnerczowej (0§ HPA) lub tez bezposrednio wptywa na aktywno$¢ nadnerczy.
Do grupy tych peptydow zaliczamy m.in. adiponektyne, oreksyne, leptyne, ghreling (4,64—66).
Peptydy te czg¢sto na drodze auto/parakrynowej wplywaja na proliferacj¢ komorek nadnerczy.
W zwigzku z czym moga one petni¢ istotng funkcj¢ w patogenezie guzow nadnerczy. Na
podstawie przedstawionych we ,,Wstegpie" informacji mozna zalozy¢ hipotezg, wpisujaca
adroping w szereg aktywnych peptydow wptywajacych na aktywnos$¢ nadnerczy.

Glownym celem badawczym rozprawy doktorskiej jest wykazanie czy adropina oraz
jej receptor pelnia istotna rol¢ w patogenezie poszczegdolnych typow guzow nadnerczy.
Weryfikacja gltoéwnego celu badawczego zostanie przeprowadzona poprzez realizacje
nastepujacych szczegdtowych celow badawczych:

1. Pordwnanie ekspresji genu kodujacego adroping (ENHO) oraz jej receptora (GPR19) w
nadnerczach prawidlowych oraz w r6znych typach guzéw nadnerczy (metoda qPCR).

2. Pordwnanie st¢zenia adropiny w surowicy krwi pacjentow z réznymi typami guzéw
nadnerczy w odniesieniu do grupy zdrowych oséb (kontrola) (metoda ELISA).

3. Okres$lenie czy istnieje zalezno$¢ migdzy ekspresja nadnerczowa adropiny oraz jej
stezeniem w surowicy krwi (metody korelacji danych liczbowych).

4. Zbadanie zaleznosci miedzy zbadang ekspresja/stezeniem wydzielonej adropiny, a
zebranymi danymi klinicznymi m.in. BMI, glukoza, HDL, LDL, TG (metody korelacji
danych liczbowych).

5. Okres$lenie bezposredniego udziatu adropiny w regulacji proliferacji komorek
nowotworowych nadnerczy w systemie in vitro (hodowle HAC15 — RTCA).

6. Okreslenie roli adropiny w regulacji podstawowych funkcji fizjologicznych komorek
kory nadnerczy (tj. wydzielanie mineralokortykoidow i glukokortykoidow).

7. Zbadanie czy podwyzszona ekspresja genu adropiny oraz jej receptora stanowi
wyktadnik rokowniczy okreslony czasem przezycia pacjentéw (analiza danych TCGA,
krzywe przezycia Kaplana-Meiera)
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3 Materialy i metody

3.1 Material kliniczny

Przedstawione badania, w realizowanej rozprawie doktorskiej, uzyskaty zgode Komis;ji
Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu: Uchwata 725/18
z dnia 14 czerwca 2018 r.

Wszyscy pacjenci bioragcy udzial w badaniach, zostali poinformowani o przebiegu i
zasadno$ci projektu oraz zwigzanych z nim procedurach. Zgoda na udzial w projekcie zostata
wyrazona w sposob pisemny.

3.1.1 Skrawki nadnerczy

Materiat kliniczny przeznaczony do badan stanowito 120 prob. Pochodzit od 105 pacjentow
poddanych zabiegowi adrenalektomii, w Szpitalu Klinicznym im. Heliodora Swiecickiego
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. WyzZej wymienieni
pacjenci zostali zakwalifikowani do zabiegu usunig¢cia nadnercza ze wzgledu na podejrzenie
ztosliwosci guza lub ze wzglgdu na nadmierne wydzielanie hormonéw. Ponadto wiaczenie
pacjentéw do badania okre$lone bylo poprzez kryteria takie jak: wiek powyzej 18 lat, brak
potwierdzonych innych nowotwordw, brak aktywnej infekcji wirusowej, dobry stan sprawnosci
pacjenta w skali ECOG wedlug Eastern Cooperative Oncology Group.

Przed zabiegiem adrenalektomii wykonana zostala standardowa procedura obejmujaca
badanie fizykalne, badania laboratoryjne oraz obrazowe- tomografia komputerowa. Podczas
zabiegu, z usunig¢tego nadnercza pobrano skrawki patologicznych zmian. Skrawki w rozmiarze
okoto 0,5 centymetra sze$ciennego zatopiono w RNALater Tissue Storage Reagent firmy
Sigma- Aldrich. Nastgpnie wyzej wymieniony material poddany zostat glebokiemu mrozeniu
w — 70 °C, w celu zabezpieczenia i przechowania do dalszych dziatan zwigzanych z procesem
badawczym. Usunigte nadnercza poddane zostaly diagnostyce histopatologiczne;j.

Z ogo6lnej liczby 105 guzéw wyodrebniono: 41 przypadkow adenoma, 13 przypadkoéw
carcinoma, 16 przypadkow hiperplazja, 25 przypadkdw pheochromocytoma oraz 10
przypadkéw mielolipoma. Grupa kontrolna zostata utworzona ze skrawkéw 15 prawidlowych
nadnerczy pochodzacych od 15 dawcé6w nerek. Material tkankowy zostat opracowany wedtug
takiej samej procedury, jak w przypadku grupy badane;.

19



Tabela 1. Charakterystyka kliniczna grupy badanej, ktoérej materiat tkankowy zostal wykorzystany w
badaniach. Uwzgledniony podziat na grupy: adenoma, carcinoma, hiperplasia, mielolipoma, pheochromocytoma.
Dane jako$ciowe zostaly przedstawione jako liczba obserwacji w danej kategorii (N), Natomiast dane iloSciowe
jako mediana z rozstgpem mi¢dzykwartylowym (IQR). Dla danych ilosciowych zastosowano test chi-kwadrat. Do
danych ilosciowych zastosowano test Kruskala-Wallisa z post hoc testem sumy rang Wilcoxona. Male litery

reprezentuja wynik testu post hoc, w ktorym grupy istotnie réznigce si¢ od siebie posiadaja odmienne litery.

opis Adenoma Carcinoma Hyperplasia Myelolipoma Pheochromocytoma
N=(41), 61 [49- N=(12), 59 N=(15), 62 [59-68]  N=(8), 47.5 [38.25-  N=(25), 56 [48-62]
66] [44.75-71] 52]
Pteé N=(K/M) 33/8 9/3 10/6 3/7 15/10

glukoza [mg/dI]

DHEAS [pg/dl]

ACTH [pg/ml]

kortyzol 08 00 [nmol/I]

kortyzol 23 00 [nmol/I]

TSH [pU/ml]

N=(41), 35 [21-
43]a

N=(25), 95 [86-
108]

N=(24), 35.5
[23.75-78]a
N=(24), 6.08
[2.64-13]a
N=(24), 478.5
[428.75-571]
N=(24), 274
[143.25-354]a
N=(25), 1.6 [0.9-
2]

N=(13), 97 [82-
170]b

N=(13), 94 [86-
105]

N=(13), 314 [51-
7141b

N=(12), 25.09
[1.98-48]b
N=(12), 495 [373-
649]

N=(12), 346 [148-
508]a

N=(13), 1.6 [0.83-
2]

N=(14), 25 [15-
41]a

N=(10), 121
[101.75-156]
N=(7), 108 [58-
118]ab

N=(8), 19.59
[10.26-48]b
N=(9), 709 [660-
795]

N=(7), 397 [284-
645]a

N=(10), 1.04 [0.95-
1]

N=(10), 67.5 [50.5-
102]b
N=(5), 89 [86-96]

N=(2), 161 [154.5-
168]b

N=(2), 383.26
[203.7-563]b
N=(4), 534 [399.5-
911]

N=(5), 444 [305-
601]a

N=(5), 1.63 [1.26-2]

N=(25), 42 [35-65]c

N=(18), 98.5 [91.25-
115]

N=(18), 115 [76.57-
208]b

N=(18), 26.87 [20.45-
47]b

N=(19), 465 [439.5-
633]

N=(19), 115 [79-149]b

N=(19), 1.53 [1.35-2]

ft3 [pmol/I] N=(22), 4.34 N=(13), 4.13 N=(8), 4.52 [4.04-  N=(3), 5 [4.83-7] N=(18), 4.62 [4.02-5]
[4.02-5] [3.73-5] 5]

ft4 [pmol/I] N=(25), 15.69 N=(13), 16.34 N=(9), 16.31 N=(4), 19.48 N=(19), 16.24 [15.55-
[13.01-17] [15.1-17] [14.64-18] [17.12-21] 19]

ARO spoczynek N=(8), 0.16 [0.09-  N=(3), 0.76 [0.64- N=(5), 0.1 [0.08-5]  N=(0), NA [NA-NA]  N=(7),0.6[0.1-1]

[ng/ml/godz] 1] 1]

Aldosteron spoczynek N=(8), 158 [30- N=(3), 255 [189-  N=(5), 106 [89- N=(0), NA [NA-NA]  N=(8), 65.5 [57-228]

[pg/ml] 186] 914] 257]

Aro pionizacja N=(7),0.14 [0.11-  N=(1), 0.2[0.2-0]  N=(4), 12.59 [0.11-  N=(0), NA [NA-NA]  N=(4),0.43 [0.28-1]

[ng/ml/godz] 1] 25]

Aldosteron pionizacja N=(7), 141 [51- N=(0), NA [NA- N=(4), 174.5 [73- N=(0), NA [NA-NA] N=(5), 126 [123-128]

[pg/ml] 188] NA] 367]

TC [mg/dI] N=(21), 236 [216-  N=(11), 165 N=(9), 169 [162- N=(3), 161 [156.5-  N=(17), 200 [173-
258]a [139.5-195]b 190]b 195]b 222]b

TG [mg/dl] N=(20), 151 N=(10), 104.5 N=(9), 148 [93- N=(3), 109 [108- N=(16), 114 [96.5-168]
[81.75-247] [82-129] 150] 125]

HDL [mg/dI] N=(21), 65 [49- N=(10), 45.5 N=(9), 56 [50-65] N=(3), 43 [41.5-50]  N=(16), 62 [49-75]
90] [38.5-61]

LDL [mg/dl]

AFP [IU/ml]

N=(19), 127.2
[107.2-148]
N=(10), 2.78
[1.56-3]

N=(10), 87 [64.7-
125]

N=(4), 2.96 [2.66-
3]

N=(8), 96.5 [80.25-
134]
N=(5), 2.4 [1.83-4]

N=(3), 92.8 [90-
121]
N=(1), 1.59 [1.59-2]

N=(16), 111.6 [89.8-
126]

N=(13), 2.4 [1.66-4]

CEA [ng/ml] N=(10), 2.92 N=(6), 1.96 [1.18-  N=(5), 2.02 [0.87-  N=(2), 0.66 [0.43-1]  N=(12), 1.46 [0.8-2]
[1.71-4] 3] 8]

Androstendion [ng/ml] N=(5),3.4[2.25-  N=(11), 8.55 N=(3),3.89 [3.83-  N=(1), 1[1-1] N=(8), 3.18 [2.62-4]
4] [1.29-9] 4]

Ca 125 [U/ml]

N=(8), 13 [12-20]

N=(4), 17 [11.5-
23]

N=(2), 12 [12-12]

N=(0), NA [NA-NA]

N=(3), 15 [13-34]

OB [mm/godz] N=(20), 11.5 [7- N=(10), 19.5 N=(7), 12 [7-15] N=(4), 5 [3.25-7] N=(15), 14 [6-18]

22] [5.25-52]
DZM kortyzol wydalanie N=(22), 182.5 N=(8), 189 N=(4), 297.38 N=(2), 394.5 N=(13), 213 [108-242]
[nmol/24h] [119.25-386] [148.5-1390] [230.31-335] [299.75-489]
DZM kortyzol stezenie N=(21), 122 [94-  N=(8), 193 N=(4), 290.95 N=(2), 380.5 N=(13), 158 [62-284]
[nmol/I] 391] [154.5-742] [95.68-478] [292.75-468]

17 OH progesteron

[ng/ml]

N=(1), 3.09 [3.09-
3]

N=(3), 3.28 [2.22-
6]

N=(2), 0.82 [0.82-
1]

N=(1), 20 [20-20]

N=(1), 3.28 [3.28-3]
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test z 1 mg [nmol/I] N=(14), 420 N=(8), 464 N=(0), NA [NA-NA]  N=(0), NA [NA-NA]  N=(2),21[21-21]
[124.75-639] [40.25-697]

testosteron [nmol/I] N=(7), 2.2 [0.55-  N=(12),7.26 [0.6- N=(3), 7.8 [4.8-8]  N=(3), 15.8 [13.05-  N=(6), 13.15 [10.2-16]
4] 15] 18]

Na [mmol/I] N=(30), 140 [139-  N=(12), 142 [139- N=(11), 141[140-  N=(5), 140 [140- N=(19), 140 [139.5-
142] 143] 142] 141] 2

K [mmol/I] N=(30), 4.34 N=(12), 4.45 N=(11), 4 [3.46-4]b  N=(5), 4.02 [3.73- N=(19), 4.67 [4.19-5]a
[4.04-5]ab [4.28-5]a 4lb

Tabela 2.
Uwzgledniono grupy carcinoma i adenoma

Czynno$¢ hormonalna guza u pacjentdow, od ktorych wykorzystano material tkankowy.

carcinoma adenoma

nieczynny 3 17
czynny lacznie: 8 10

e Kkortyzol 1

e aldosteron 2

e kortyzol, aldosteron 5 1
brak danych 2 14

3.1.2 Surowica krwi

Od pacjentéw z réznymi typami guzow nadnerczy zostala pobrana krew, celem oceny
stezenia adropiny i1 innych wybranych parametréw laboratoryjnych. Krew pobrano do
probéwek bez antykoagulantu. Nastgpnie odstawiono na 30 minut. Dalej, poddano wirowaniu
w czasie 5 minut przy 4000 obrotow na minut¢. Nastepnie odciggni¢to surowicg do nowych,
czystych probowek. Po wyzej wymienionych czynnos$ciach surowica zostata zamrozona w 70
°C, do czasu wykonania oznaczen.

Szczegotowe informacje dotyczace wykorzystanego materiatu biologicznego zawarte
zostato przy omowieniu poszczegdlnych metod z jego zastosowaniem.

Tabela 3. Charakterystyka kliniczna grup badanych, ktorych surowica krwi zostata wykorzystany w
badaniach. Uwzgledniony podziat na grupy: adenoma, carcinoma, hiperplasia, mielolipoma, pheochromocytoma.
Dane jako$ciowe zostaly przedstawione jako liczba obserwacji w danej kategorii (N), Natomiast dane iloSciowe
jako mediana z rozstgpem mi¢dzykwartylowym (IQR). Dla danych ilosciowych zastosowano test chi-kwadrat. Do
danych ilosciowych zastosowano test Kruskala-Wallisa z post hoc testem sumy rang Wilcoxona. Male litery
reprezentuja wynik testu post hoc, w ktorym grupy istotnie réznigce si¢ od siebie posiadaja odmienne litery.

opis Adenoma Carcinoma Myelolipoma Pheochromocytoma

N=(17), 36 [19-45]a N=(31), 110 [67.5-
175]b

N=(25), 25 [15-30]

N=(4), 55 [47.25-64]a  N=(10), 56 [41.25-64]a

Ki67 [%] N=(0), NA [NA-NA] N=(0), NA [NA-NA] N=(0), NA [NA-NA]

Masa [kg] N=(15), 80 [67.5-90] N=(14), 70 [63.5-75]  N=(2), 83.5 [78.25-

89]
N=(2), 1.59 [1.57-2]

N=(7), 73 [62.5-78]

N=(15), 1.64 [1.59-2] N=(14), 1.68 [1.61-2] N=(7), 1.73 [1.67-2]

BMI [kg/m2] N=(15), 27.34 [24.84-32]a N=(11), 25.08 [22.91- N=(2), 33.23 [30.02- N=(5), 22.41 [22.41-
30]ab 36]a 24]b

Metanefryna N=(16), 47.5 [26.58-77]a N=(5), 19 [13-25]b N=(4), 46.5 [23.5- N=(5), 329 [89-1104]c

[ng/24.h] 66]ab
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Normetanefryna
[ng/24.h]

Glukoza [mg/dI]

Cholesterol
catkowity
[mg/d1]

HDL [mg/dI]

Wit.D [ng/ml]

Kortyzol 08.00
[nmol/I]

Kortyzol 23.00
[nmol/I]

17 OH
Progesteron
[ng/ml]

DHEAS [pg/dl]

Testosteron
[nmol/I]

Androstendion
[ng/ml]

Aldosteron
spoczynek
[pg/ml]

ARO spoczynek
[ng/ml/godz.]

N=(16), 284.5 [195.45-
373]a

N=(20), 97.5 [89.5-109]

N=(18), 202.5 [169-228]

N=(18), 56 [50-63]
N=(18), 103.75 [89.57-
135]

N=(18), 147 [118.5-172]
N=(4), 11 [10-13]

N=(19), 519 [310.5-630]

N=(20), 166 [101-236]a

N=(2), 166.57 [86.36-247]

N=(18), 81 [50.5-170]
N=(18), 16.27 [14.25-44]

N=(8), 1.05 [0.45-3]a

N=(5), 47.7 [30.7-58]

N=(4), 1.33 [1.07-2]

N=(20), 143 [141.75-143]
N=(19), 4.27 [4.03-4]

N=(3), 31 [28.5-86]

N=(3), 0.2 [0.14-0]

N=(5), 2.73 [1.19-3]

N=(3), 3.43 [2.56-4]

3.1.3 Linia komorkowa

N=(5), 250 [109-
298]a

N=(26), 92.5 [86-108]

N=(23), 183 [150-
223]

N=(21), 47 [38-64]
N=(21), 98.4 [81-135]
N=(21), 119 [91-168]
N=(7), 16 [12-21]

N=(24), 417.5
[268.25-628]

N=(21), 273 [190-
401]b

N=(7), 4.82 [3.09-
141]

N=(26), 110 [38.25-
470]

N=(24), 31.79 [3.24-
64]

N=(20), 2.65 [0.6-8]a

N=(9), 35.3 [26-70]

N=(15), 1.28 [1.11-9]

N=(26), 142 [140-
143]
N=(26), 4.3 [4.12-4]

N=(7), 147 [76.5-620]

N=(6), 0.74 [0.57-2]

N=(13), 1.34 [0.8-3]

N=(12), 2.46 [1.65-3]

N=(4), 179 [162.5-
233]a

N=(4), 101 [97-105]

N=(4), 177.5 [164.25-
198]

N=(4), 55 [45.5-62]
N=(4), 88.8 [66.3-
120]

N=(4), 129 [122.75-
180]

N=(0), NA [NA-NA]

N=(4), 457 [359.25-
510]

N=(4), 220.5 [103-
347]ab

N=(0), NA [NA-NA]

N=(3), 26 [22.5-87]
N=(4), 17.04 [11.12-

23]
N=(3), 0.4 [0.25-8]a

N=(0), NA [NA-NA]

N=(2), 2.88 [1.93-4]

N=(3), 141 [140.5-
142]
N=(3), 4.46 [4.23-5]

N=(1), 35 [35-35]

N=(1), 0.07 [0.07-0]

N=(2), 5.56 [4.64-6]

N=(2), 4.16 [3.24-5]

N=(5), 2091 [2070-
2700]b

N=(10), 104 [98.5-116]

N=(7), 240 [192.5-252]

N=(7), 61 [52.5-70]
N=(7), 144.4 [130-151]
N=(7), 131 [117-169]
N=(1), 21 [21-21]

N=(9), 460 [441-546]

N=(8), 99.5 [66.5-154]a

N=(1), 563 [563-563]

N=(9), 236 [84-275]
N=(9), 35.83 [32.61-48]

N=(6), 19.05 [18.58-
22]b

N=(5), 41.9 [30-83]

N=(3), 3.7 [2.86-4]

N=(10), 140 [140-142]
N=(10), 4.65 [4.42-5]

N=(1), 57 [57-57]

N=(2), 6.83 [4.3-9]

N=(5), 1.58 [0.9-2]

N=(5), 1.46 [1.33-2]

W badaniach wykorzystano komercyjng lini¢ komérkowg HAC15 (ATCC® CRL-3301™VA,
USA) pochodzaca z amerykanskiej kolekcji American Type Culture Collection. Jest to klonalna
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linia komérkowa wyizolowana z linii H295R (ATCC® CRL-2128™), HAC15 w poréwnaniu
do H295R posiada silniejszy fenotyp steroidogenezy oraz daje odpowiedz na dziatanie ACTH.
Linia komérkowa HAC15 jest ludzka liniag komorkowa. Reprezentujaca raka kory nadnercza.
Pozyskana zostata w latach 80 od 48 letniej czarnoskérej kobiety. Ponadto w niniejszej
rozprawie doktorskiej prowadzono badania z wykorzystaniem pierwotnej linii komérkowej
raka kory nadnercza (ACC). Komorki wyjsciowe do zatozenia hodowli pochodzity
bezposrednio z patologicznych zmian od pacjentdow po adrenalektomii, z potwierdzonym
rozpoznaniem histopatologicznym.

3.1.4 Strony internetowe i oprogramowania

BioConductor (pakiet analizy wynikéw mikromacierzowych jezyka programistycznego
R)

BioGPS- baza danych

David- baza danych ontologii genéw

geneanswers (pakiet do grupowania gendéw o zmiennej ekspresji wedlug opisu z bazy
GeneOntology)

ggplot2 library (program tworzenia wykresow)

GO BP- baza danych grup ontologicznych

http://onkologia.org.pl/

http://www.affymetrix.com/estore/index.jsp

https://www.cancer.org/

jezyk programistyczny R (analiza statystyczna)

NCBI Gene- baza danych

Primer 3 (projektowanie starteréw do reakcji PCR) http://www.genome.wi.mit.edu/cgi
bin/primer/primer3.cgi

Roche Universal Probe Library (projektowanie starterow do reakcji PCR)
https://lifescience.roche.com/en_pl/brands/universal-probe-library.html

TCGA- baza danych

3.2 Metody

Dolozono wszelkich staran by wykonywane czynnos$ci w nizej przedstawionych
procedurach przeprowadzone byl w sposdb zmniejszajacy ryzyko kontaminacji prob.

3.2.1 Izolacja calkowitego RNA z komorek tkanki nadnercza

Materialy, odczynniki, roztwory:

Homogenizat komérkowy uzyskany z tkanek pochodzacych od pacjentéw poddanych

adrenalektomii oraz z tkanek od zdrowych oséb- dawcoéw nerek.

TRIreagent Sigma - Aldrich

Chloroform — Polskie Odczynniki Chemiczne Gliwice P.P.H.

Alkohol etylowy 96% - EUROCHEM BGD

Protektor RNaz Inhibitor — Roche

Komercyjny zestaw MACHEREY- NAGEL, NucleoSpin® RNA Clean-up XS:
o Clean-up Buffer RCU- bufor oczyszczajacy
o Wash Buffer RA3 -bufor ptuczacy
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o RNase-free H20 - woda wolna od RNas
o NucleoSpin® RNA Clean-up XS Binding Columns - kolumienki

e Probowki Eppendorf

e  Wymienne plastikowe koncoéwki do pipet poétautomatycznych (tipsy)
e Pipety potautomatyczne

e Sprzet ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary

Aparatura:

e Vortex

e  Wiréwka
Do izolacji catkowitego RNA wykorzystano homogenizat komérkowy z fragmentow
gruczotow nadnerczy pochodzacych od pacjentéw poddanych adrenalektomii oraz nadnerczy
od zdrowych os6b- dawcow nerek. W celu uzyskania homogenizatu komorkowego fragmenty
nadnerczy poddano procesowi homogenizacji statorowo- rotorowej w warunkach obnizonej
temperatury. Uzyskany w ten sposob zawiesina komorkowa stanowita materiat do izolacji
catkowitego RNA.

Izolacja catkowitego RNA zostata przeprowadzona w dwoch etapach. Pierwszy etap opieral
si¢ na modyfikacji metody Piotra Chomczynskiego. Drugi, przebiegal z wykorzystaniem kitu
MACHEREY- NAGEL, NucleoSpin® RNA Clean- up XS. Protokot dla kitu MACHEREY -
NAGEL, NucleoSpin® RNA Clean- up XS réwniez wykorzystano w zmodyfikowanej wersji.
Zawiesing komoérkowg zalano Trizolem w objetosci 2000 pl. Nastepnie dodano chloroform w
objetosci 400 pl. Objetosé chloroformu zostata wyliczona wedlug proporcji sugerujacej, ze na
kazde 1000 pl Trizolu przypada 200 pl chloroformu (TRI Reagent® Protokot). Po dodaniu
chloroformu, proby byly wytrzasane recznie przez 15 sekund, a nastepnie inkubowane przez 3
minuty w temperaturze pokojowej. Po uptywie czasu inkubacji, proby wirowano przez 15 minut
w temperaturze 4°C przy sile odsrodkowej wiréwki wynoszacej (RCF) 12. 000 g. Otrzymano
faze wodna, ktorg zebrano do nowych probowek. Jej objetos¢ wynosita okoto 400-500 pl.
Nastepnie do fazy wodnej dodano w proporcji 1:1 odczynnika Clean-up Buffer RCU
zawierajacego izotiocyjanin guanidyny i alkohol etylowy. Calo$¢ przeniesiono do kolumienki
1 wirowano przez 30 sekund przy 11.000 g. Po zwigzaniu RNA ze zlozem, w membranie
kolumienki, probe przemyto uzywajac 400 pl buforu RA3. Po czym cato$¢ wirowano przez 30
sekund przy 11.000 g. Uzyskany eluat zostal odrzucony. Probe uzupetniono buforem RA3 w
objetosci 200 pl. Nastgpnie wirowano przez 2 minuty przy 11.000 g. Eluat odrzucono. W
dalszym etapie kolumienke umieszczono w nowej proboéwce, dodano do niej 10 pul wody wolne;j
od RNaz i wirowano przez 30 sekund przy 11.000 g. Wyizolowane proby zabezpieczono przed
degradacja RNA dodajac 1 pl inhibitora RNaz. Wszystkie wyzej wymienione procedury zostaty
wykonane z dbaloscig o zminimalizowanie ryzyka kontaminacji prob. Uzywane powierzchnie
oczyszczone zostaty srodkiem usuwajacym RNazy (RNaseZap® Ambion®, USA). Uzyto
probowek i narzedzi wolnych od RNaz.

3.2.2 Ocena ilosci wyizolowanego RNA

Materialy, odczynniki, roztwory:

woda wolna od RNAz - MACHEREY- NAGEL

pipeta potautomatyczna

wymienne plastikowe koncoéwki do pipet pétautomatycznych (tipsy)
papierowa bibuta

srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary

Aparatura:

e spektrofotometr NanoDrop 1000
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Do oceny wyizolowanego RNA wykorzystano spektrofotometr NanoDrop 1000
(spekrofotometr NanoDrop; Thermo Scientific, USA). Kalibracja urzadzenia zostata wykonana
przy zastosowaniu 1 pl wody wolnej od RNaz. Przed kazdym pomiarem stgzenia i czystosci
RNA zaréwno ramig, jak i podstawe aparatu czyszczono za pomoca papierowej bibuly.
Wiasciwych pomiarow dla wyizolowanych prob dokonano w 1ul RNA. Dla kazdej z prob
okreslono stopien zanieczyszczenia biatkami (stosunek absorbancji 280/260) oraz stezenie
wyrazone w ng/ ul. Stosunek absorbancji 260/280 w wigkszosci przypadkow byt wiekszy, badz
réwny 1,8. Co $wiadczy o braku zanieczyszczen biatkowych w badanym RNA.

3.2.3 Odwrotna Transkrypcja (RT)

Materialy, odczynniki, roztwory:
e Komercyjny zestaw Roche: Transcriptor High Fidelity cDNA Syntesis:
o Anchored- oligo(dT)s Primer- starter typu oligo(dT)
o Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer x5- bufor do

reakcji odwrotnej transkrypcji stezony 5x
Protector RNase Inhibitor- inhibitor RNaz
Deoxynucleotide Mix- mix deoksynukleotydow
DDT- odczynnik Clelanda, ditiotreitol
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase- enzym odwrotna
transkryptaza
water, PCR- grade- woda wolna od RNaz
Probowki Eppendorf
Wymienne plastikowe koncoéwki do pipet potautomatycznych (tipsy)
Pipety potautomatyczne
Blok chtodzacy
Srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary

Aparatura:

e Termocykler UNO II Biometrea®

e Vortex

e Wirowka

Do reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto 2 ul matrycy pochodzacej z wczedniej
wyizolowanych prob. Nastepnie uzupelniono woda wolng od RNAz w objetosci 8,4 pl. Do tak
przygotowanych prob dodano 1ul startera Anchored- oligo(dT):s Primer. Wyzej wymieniony
etap reakcji odwrotnej tranksrypcji wykonywany byt z wykorzystaniem bloku chtodzacego. W
kolejnym etapie mieszaning poddano 10-cio minutowej denaturacji w temperaturze 65°C
uzywajac termocyklera. Po dentauracji proby przeniesiono z powrotem na blok chtodzacy i do
kazdej dodano: 4ul buforu, 2ul mieszaniny deoksynukleotydéw, 1ul DDT, 1,1 ul enzymu
odwrotnej transkryptazy oraz 0,5 pl inhibitora RNaz. Dalej proby inkubowano przez 30 minut
w temperaturze 55°C. Po uplywie okre$lonego czasu proby ogrzewano przez 5 minut w
temperaturze 85°C, w celu inaktywacji enzymu odwrotnej transkryptazy. Etapy inkubacji
przeprowadzone byly w termocyklerze. Po zakonczeniu reakcji, proby uzupetniono woda
wolng od RNaz w objetosci 100 pl i zamrozono w temperaturze - 20°C.

Wyzej wymienione procedury zostalty wykonane z dbalo$cig o zminimalizowanie ryzyka
kontaminacji prob.

o O O O

3.2.4 Real -Time PCR

Materialy, odczynniki, roztwory:
e Komercyjny zestaw Roche: LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I:

25



o LightCycler® FastStart Enzyme- enzym polimeraza
o LightCycler® FastStart Reaction- Mix SYBR Green I x10
o MgClz- chlorek magnezu
o Water, PCR- grade- woda wolna od RNaz
e Startery
e CcDNA
e Kapilary
e Probowki Eppendorf
e  Wymienne plastikowe koncowki do pipet poétautomatycznych (tipsy)
e Pipety potautomatyczne
e Blok chiodzacy
e  Srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary
Aparatura:
e Termocykler Roche Applied Science LightCycler® 2.0
e Vortex

e Wiréwka

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym (QPCR lub Real-Time PCR) wykonano w urzadzeniu
typu Termocykler Roche Applied Science LightCycler® 2.0. Do przeprowadzenia wyzej
wymienionej metody uzyty zostat barwnik typu SYBR Green, ktory pelni funkcje detektora
emitujacego fluorescencje, na sktuek oddziatywania z dwuniciowym DNA. Do reakcji Real-
Time PCR wykorzystano 2 pl matrycy cDNA otrzymanej we wcze$niej opisanym procesie
odwrotnej transkrypcji. Matryce cDNA umieszczono w kapilarach reakcyjnych. W kolejnym
etapie, do kapilar z matryca dodano: 0,5 pl buforu bedacego mieszaning buforu i enzymu
polimerazy, 1 ul MgCly, 0,4 ul mieszaniny startera typu forward i revers oraz 6,1 ul H>O.

W przypadku genu referencyjnego startery typu forward i revers zostalty dodanej do
mieszaniny w objetosci 1 ul kazdy. Cato§¢ mieszaniny reakcyjnej dla genu referencyjnego
uzupetniono woda wolng od RNAz w objetosci 4,5 pl, tak by calkowita objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 10 pl. Tak przygotowane kapilary wirowano przez 30 sekund przy 2,500
g. Nastegpnie kapilary umieszczono w rotorze termocyklera i przeprowadzono reakcj¢ przy
nastepujacych parametrach programu termocyklera:

Tabela 4. Parametry i etapy reakcji Real- Time PCR.

Etap gtowny Liczba cykli Temperatura (°C)

Denaturacja 95 10
Amplifikacja Przytaczanie 56 5
45 starterow

Elongacja 72 10
Analiza topnienia Denaturacja 95 0
Przytaczanie 65 20

amplikonow
Elongacja 95 (0,1°/s) 0
1 - 40 10

Wyzej wymienione procedury zostaly wykonane z dbatoscig o zminimalizowanie ryzyka
kontaminacji prob. Do standaryzacji ekspresji oznaczanych genéw wybrano gen referencyjny
HPRT (fosforybozylotransferaza hipoksantynowo- guaninowa). Gen referencyjny
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charakteryzuje si¢ stalg ekspresja we wszystkich analizowanych probach, bez wzgledu na
warunki doswiadczen. W badaniach wykorzystano nastgpujace startery: ENHO, GPR19,
HPRT. Informacje potrzebne do ich zaprojektowania uzyskano z bazy danych GenBank.
Startery zostaly zaprojektowane za pomocg oprogramowania Primer 3 software (Whitehead
Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA) — HPRT oraz Roche Universal Probe
Library- GPR19, ENHO.

Tabela 5. Sekwencje starterow uzytych w reakcji RT-PCR. W tabeli przedstawiono sekwencje starterow
forward i revers.

cDNA Starter Sekwencja (5'-3")

GPR19 Forward CCCGCAACATCTTAA
AGGAA
Reverse GCCTGGAAACATTCA
TTTCT
ENHO Forward GGCCCCTGTCCTGAG
AAG
Reverse CAGGCTCTAGGTGAG
GTGGA
HPRT Forward CTTGAACTCTCTCATC
TTAGGCTT
Reverse TGGTCAGGCAGTATA
ATCCAAA

3.2.5 Analiza transkryptomu z zastosowaniem mikromacierzy ekspresyjnych

Procedur¢ analizy modulacji transkryptomu (ok 30 ty§ genoéw) przez adroping
przeprowadzono przy uzyciu macierzy ekspresyjnych firmy Affymetrix - GeneAtlas Personal
Microarray System. W tym systemie wykorzystano macierze ekspresyjne typu Gene Chip
Human Genome U219.

Przygotowanie kontrolnego RNA

Dla wszystkich analizowanych probek (N=4/grupa) catkowite RNA rozcieficzono do
stezenia 100 ng w objetosci 2 pl. Takie RNA zostalo wymieszane z 2l kontrolnego RNA
(Poly-A Control Stock) I uzupetnione woda do objetosci 5 pl.

Synteza pierwszej nici cDNA

W procedurze odwrotnej transkrypcji, catkowite RNA jest przepisywane na cDNA z
wykorzystaniem startera oligo(dT) uzupetnionego o sekwencj¢ dla promotora polimerazy RNA
T7 na 5' kofcu
W temperaturze 4C, przygotowano roztwor First-Strand Master Mix o proporcjach podanych
ponizej w przeliczeniu na obje¢tos¢ dla wszystkich badanych prob

odczynnik Objetos¢ na 1 reakeje
3’ First-Strand Buffer 4 uL
3’ First-Strand Enzyme 1L
Catkowita objeto$é 5L
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Nastepnie doktadnie wymieszano oraz delikatnie odwirowano, aby zebra¢ mieszaning na
dnie probowki. 5ul otrzymanej mieszaniny dodano do wczes$niej rozcienczonego Sul
catkowitego RNA zawierajacego RNA kontrolne.

Tak przygotowane probki inkubowano przez 2 godziny w temp. 42°C, a nastgpnie przez 2
minuty w temp. 4°C.

Synteza drugiej nici cDNA

Zasada dziatania: jednoniciowy cDNA jest przeksztatcany w dwuniciowy cDNA, ktory petni
role matrycy dla transkrypcji in vitro. Reakcja wykorzystuje polimeraz¢ DNA i RNaz¢ H do
jednoczesnego strawienia RNA 1 syntezy dwuniciowego cDNA. Na lodzie przygotowano
mieszaning Second-Strand Master Mix wedtug proporcji przedstawionych ponizej:

Odczynnik Objeto$¢ na jedng reakcje
Woda wolna od nukleaz 13 uL
3’ Second-Strand Buffer 5uL
3’ Second-Strand Enzyme 2 uL
Catkowita objetos¢ 20 pL

Nastepnie 20 ul mieszaniny przeniesiono do pojedynczych prob, dobrze zamieszano oraz
inkubowano przez 1 godzing w 16°C, nastepnie przez 10 minut w 65°C, a potem przez 2 minuty
w 4°C.

Transkrypcja in vitro - Synteza znakowanego cRNA

W tej procedurze, znakowany komplementarny RNA (cRNA) jest syntetyzowany i
amplifikowany z wykorzystaniem transkrypcji in vitro na matrycy otrzymanego wczesniej
cDNA przy uzyciu polimerazy T7 RNA.

W temperaturze pokojowej przygotowano bufor do transkrypcji in vitro - IVT Master Mix wg.
proporcji przedstawionych ponize;j.

Odczynnik Objetos¢ na jedna reakcje
3’ IVT Biotin Label 4 uL
3’ IVT Buffer 20 pL
3’ IVT Enzyme 6 uL
Catkowita objeto$¢ 30 pL

W temperaturze pokojowej, przeniesiono 30 pul IVT Master Mix do kazdej probowki
zawierajacej 30 pl cDNA. Doktadnie wymieszano oraz krotko odwirowano celem zebrania
reakcji na dnie probowki. Nastepnie proboéwki inkubowano przez 16 godzin w 40°C

Oczyszczanie znakowanego cRNA

W tej procedurze enzymy, sole, nieorganiczne fosforany i niewbudowane nukleotydy
zostaly usunigte. W tym celu wykorzystano zloza magnetyczne ktore taczyly si¢ ze
znakowanym cRNA. Przed wykorzystaniem ztoza zostaty doktadnie zworteksowane celem ich
catkowitego rozproszenia w buforze
Do kazdej probki cRNA (60 pL) dodano 100 pL zt6z magnetycznych, wymieszano pipeta, a
nastepnie przeniesiono do studzienek ptytki 96 dotkowej z zaokraglonym dnem. cRNA wraz
ze ztozami inkubowano przez 10 minut delikatnie mieszajac. Po tym czasie ptytke przeniesiono
do statywu magnetycznego, aby wychwyci¢ ztoza. W momencie, gdy roztwor byt
przezroczysty zostat on usunigty a same ztoza przemyto dwukrotnie buforem do przemywania
z}6z. Nastepnie ztoza osuszono I rozpuszczono w 20 ul podgrzanej do 65°C wodzie. Po pigciu
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minutach inkubacji, ptytk¢ umieszczono ponownie na statywie magnetycznym I roztwor
zawierajacy oczyszczone cRNA przeniesiono do nowych probowek.

Fragmentacja znakowanego cRNA

W tej procedurze oczyszczony cRNA jest fragmentowany przez kationy dwuwarto$ciowe i
podwyzszong temperature.
Do przeprowadzenia procedury fragmentacji cRNA zostato rozcienczone do st¢zenia 468.75
ng/uL znakowanego cRNA. Nastgpnie do 32 pl rozcienczonego cRNA dodano 8 ul 3’
Fragmentation Buffer. Mieszaning tg inkubowano przez 35 minut w 94°C, a nastepnie przez co
najmniej 2 minuty w 4°C.

Hybrydyzacja cRNA do powierzchni macierzy

Pofragmentowane I znakowane cRNA zostalo wykorzystane do hybrydyzacji do sond
mieszczacych sie na powierzchni macierzy zgodnie z procedurg dotaczong przez producenta.
W pierwszej kolejnosci przygotowano bufor hybrydyzacyjny w objetosci proporcjonalnej do
ilosci badanych prob.

Skladniki buforu Ilos¢ na jedng macierz

5X WT Hyb Add 1 30

Kontrolne oligonukleotydy 15
B2 (3nM) '

20X kontrole hybrydyzacji 75
(bioB, bioC, bioD, cre) ‘

I5X WT Add 4 10

Calkowita objetos¢ 49

Do 49 pl otrzymanego buforu dodano 41 pl znakowanego I pofragmentowanego cRNA a takze
60 pl buforu 2.5X WT Hyb do koncowej objetosci wynoszacej 150 pl. Mieszanina ta zostala
poddana denaturacji w temperaturze 99 °C przez 5 minut a nastepnie w 45 °C. Taki materiat
naniesiono do naczynek hybrydyzacyjnych, w ktérych zostalty umieszczone mikromacierze.
Hybrydyzacje przeprowadzono z wykorzystaniem pieca hybrydyzacyjnego AccuBlockTM
Digital Dry Bath (Labnet International, Inc., Edison, NJ, USA) w temperaturze 45° C przez 16
h.

Plukanie macierzy i odczyt wynikow.

Po hybrydyzacji macierze zostaly przeplukane celem usunigcia buforu oraz niezwigzanego
cRNA. Proces plukania zostal przeprowadzony automatycznie z wykorzystaniem stacji
mikrofluidycznej Fluidics Sctation 450. Odpowiednie bufory zostaly naniesione w
odpowiednie pozycje naczyniek do ptukania wedlug ponizszego schematu
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Objetos/dolek
@ WashA - 850 L
@ stain1-350 L
(@ stain2-350 L
(O WashB -850 uL

Array Holding
Buffer - 200 pL

1bezApA1qAy od az1aroewonyy

Po zakonczeniu ptukania mikromacierze umieszczano w stacji skanujacej (GeneAtlasTM
Imaging Station) I intensywnos$¢ fluorescencji odczytywano oraz sktadano w cata powierzchnie
za pomocg programu komputerowego GeneAtlas Viewer (Affymetrix) w wyniku czego
powstaty pliki z rozszerzeniem Cel, ktére poddane zostaly dalszym analizom
bioinformatycznym.

Bioinformatyczna analiza danych mikromacierzowych

Wszystkie analizy bioinformatyczne wykonano przy uzyciu statystycznego jezyka
programowania R uzupetionego o odpowiednie biblioteki repozytorium Bioconductor (cyt).
Korekcje tta, normalizacj¢ 1 obliczenie znormalizowanych warto$ci ekspresji przeprowadzono
za pomocg metody normalizacji RMA (robust multiarray average) zaimplementowanej w
bibliotece "Affy" (cyt). Pliki opisowe uzyskano z biblioteki "oligo", ktére nastgpnie potaczono
z danymi ze znormalizowang ekspresja (cyt). Geny uznane za istotnie regulowane zostaty
ustalone z wykorzystaniem modeli liniowych danych mikromacierzowych z biblioteki "limma"
(cyt). Kryteria selekcji dla genow rdéznicujacych (DEGs) oparto na bezwzglednej zmianie
krotnos$ci ekspresji >2 i p po korekcie wielokrotnego testowania FDR<0.05. Opis techniczny
wraz z surowymi i znormalizowanymi plikami danych zostat zdeponowany w repozytorium
Gene Expression Omnibus (GEO) w National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) pod numerem dostgpu GEO: GSE150775.

3.2.5 Hodowla komorkowa

Materialy, odczynniki, roztwory:
e Linia komérkowa HAC15 (ATCC® CRL-3301™VA, USA)
e Pozywka- medium hodowlane w sktadzie:
o DMEM / F-12 bez czerwieni fenolowej (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)
o 10% Cosmic Calf Serum (Hyclone, GE Healthcare, MA USA)
o 1% ITS + Premix (Corning, NY, USA)
o 1% P /S (Merck Millipore, Darmstadt, Niemcy)
ACTH (Synacthen) w stezeniul0~7 M (Bazylea, Szwajcaria)
Forskolina w stezeniu 25 uM (Merck Millipore, Niemcy)
Adropina w stezeniu 10® M (Bachem, Szwajcaria)
Ptytki hodowlane
Kapilary
Probowki Eppendorf
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e Wymienne plastikowe koncéwki do pipet poétautomatycznych (tipsy)
e Pipety potautomatyczne
e Srodki ochrony osobistej

Aparatura:

Komora laminarna ze §wiattem UV

Laznia wodna

Wiréwka

Cieplarka- inkubator 37° C, CO2 5%

Hodowla komercyjnej linii komorkowej raka kory nadnercza HAC1S5 byta prowadzona w
medium hodowlanym (DMEM / F-12 bez czerwieni fenolowej (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA),10% Cosmic Calf Serum (Hyclone, GE Healthcare, MA USA), 1% ITS
+ Premix (Corning, NY, USA), 1% P / S (Merck Millipore, Darmstadt, Niemcy)). Komorki z
niewielkiej liczby pasazy (pO-pl) byly nastgpnie hodowane w pozywce DMEM / F-12 z
dodatkiem 10% zubozonej ptodowej surowicy bydlecej (CS-FBS) (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA) i1 1% P/S w czasie 24 godzin. Nastepnie hodowane komorki zostaty potraktowane
nastepujagcymi zwigzkami: ACTH (Synacthen) w stezeniu 1077 M (Bazylea, Szwajcaria),
forskoling w stezeniu 25 uM (Merck Millipore, Niemcy) oraz adroping w stezeniu 10 M
(Bachem, Szwajcaria) przez kolejne 24 godziny. Hodowla w czystym medium stanowita grupe
kontrolng do ktérej odnoszona warto$ci grup badanych. Hodowle w obecnosci badanych
substancji prowadzono przez 24 godziny a nastepnie komorki oraz medium hodowlane
zebrano, zabezpieczono i1 przechowywano w temperaturze -80 ° C do dalszej analizy.

Pierwotne hodowle komorek raka kory nadnerczy

Swieze fragmenty raka kory nadnerczy, uzyskano w trakcie zabiegu operacyjnego.
Fragmenty te nastegpnie zostaty mechanicznie pocigte na mate kawalki. Fragmenty nadnerczy
poddawano enzymatycznemu trawieniu w 25 ml medium DMEM F12 bez czerwieni fenolowe;j
(Thermo Fisher Scientific) zawierajacego 0,1% kolagenazy typu I (17018029; ThermoFisher
Scientific) przez 45 min w tazni wodnej w temperaturze 37°C z cigglym mieszaniem. Po
trawieniu mieszaning przefiltrowano a nast¢pnie odwirowywano w temperaturze 4°C, przy
1200 obr./min przez 7 min. Osad komérkowy zawieszano ponownie w podtozu DMEM F12 z
dodatkiem roztworu antybiotykow i 10% FBS (Hyclone, GE Healthcare). Komoérki hodowano
w temperaturze 37°C i 5% CO2 do osiagniecia 70% konfluencji.

3.2.6 RTCA (Real Time Cell Analyzer)

Materialy, odczynniki, roztwory:
e Hodowla komérkowa HAC15 (ATCC® CRL-3301™"VA, USA)
e Adropina (Bachem, Switzerland) w stezeniu 10* M
Aparatura:
e Real Time Cell Analyser (RTCA, Roche Applied Science, GmbH, Penzberg,
Germany): RTCA analyzer, RTCA SP- station, RTCA software
e Plytka E-plate®16
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W celu weryfikacji wptywu adropiny na dynamike podzialdow komoérek HACI1S5

zastosowano metod¢ oparta na impedancji elektrycznej, zwang Real-Time Cell Analyser
(RTCA, Roche Applied Science, GmbH, Penzberg, Niemcy). System RTCA wykrywa zmiany
w impedancji elektrycznej na wbudowanych elektrodach sensorycznych umieszczonych na
dnie 16-dotkowej plytce (E-Plate 16), pokrytej przez dzielace si¢ komorki. Impedancja
elektryczna jest mierzona w 15-minutowych odstgpach przez caly okres hodowli. Glownym
odczytem RTCA jest "Cell Index" - mierzalny parametr odpowiadajacy wzglednej zmianie
impedancji elektrycznej w zalezno$ci od tempa proliferacji lub apoptozy hodowanych
komorek.
Badanie przeprowadzono na ludzkiej linii komorek raka kory nadnerczy HACI15. Komorki
hodowano jako grupe kontrolng bez dodatku adropiny (N=8) oraz z dodatkiem adropiny w
stezeniu 10 (N=8). Komorki byly naniesione na ptytke w objetosci 200 ul na dotek. Po 72
godzinach hodowli, kiedy komorki przytwierdzity si¢ do podioza oraz zapoczatkowaly
proliferacje, dodano adropine w stezeniu 10 i komorki inkubowano dalej, do osiggniecia fazy
plateau przez grupe kontrolng. Catkowity czas trwania inkubacji wynidst 216 godzin. Pomiar
impedancji dokonywany podczas proliferacji komorek, odbywal si¢ w 15 minutowych
przedziatach czasowych. W puncie czasowym odpowiadajacym podaniu badanych substancji
dokonano normalizacji (znormalizowany indeks komorkowy) przy wykorzystaniu
oprogramowania do RTCA. Kazdy eksperyment powtarzano trzy razy.

3.2.7 Test inmunoenzymatyczny ELISA (Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay)

Materialy, odczynniki, roztwory:
e Surowica od pacjentow z réznymi typami guzéw nadnerczy przed wdrozeniem leczenia
(Tabela 6.)
e Surowica od pacjentéw poddanych adrenalektomii z powodu ACC, pobranie przed i po
zabiegu operacyjnym, grupa liczaca 7 przypadkow (Tabela 7.)
e Komercyjny zestaw Rat (AD) ADROPIN ELISA KIT Fine Test (Wuhan Fine Biotech
Co.):

o ELISA Microplate- mikroptytka: 96 dotkéw optaszczonych przeciwciatem
Lyophilized Standard- liofilizowany standard stuzacy do przygotowania szeregu
rozcienczen do krzywej standardowe;j
Sample/Standard Dilution Buffer- bufor do rozcienczen
Biotin-labeled Antibody (Concentrated) — stezone biotynylowane przeciwciato
Antibody Dilution Buffer- bufor do rozcienczen przeciwciata
HRP-Streptavidin Conjugate (SABC)- koniugat
SABC Dilution Buffer- bufor do rozcienczen koniugatu
TMB Substrate — substrat
Stop Solution- roztwdr zatrzymujacy reakcje

o Wash Buffer (25X) — bufor pluczacy 25-krotnie st¢zony
Probowki Eppendorf
Wymienne plastikowe koncowki do pipet pétautomatycznych (tipsy)
Pipety potautomatyczne
Papierowy recznik
Rynienki laboratoryjne do odczynnikéw
Woda destylowana do przyrzadzenia buforu ptuczacego
Srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary
Aparatura:
e Analizator ze spektrofotometrem BioTek® Synergy 2 z oprogamowaniem GENE 5

O O O O O O O @)
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e Votrex

o Wytrzasarka

e Wiréwka

e Stoper- minutnik

W celu okreslenia stezenia adropiny wydzielonej do krazenia, zarowno w surowicy krwi
pacjentéw z réznymi typami guzow nadnerczy jak i w grupie osob zdrowych (kontrola)
wykorzystano test immunoenzymatyczny ELISA.
Test ELISA, a takze przygotowanie odczynnikéw i roztworow wykonano w oparciu o
procedur¢ zamieszong w instrukcji dotaczonej do zestawu. Przed przystapieniem do
wykonywania procedury wyjeto z lodowki zestaw odczynnikow, by doprowadzi¢ je do
temperatury pokojowej. Po uptywie 30 minut, w oparciu o instrukcje, przygotowano
odczynniki. Materiat badany - surowice pacjentow rozmrozono odpowiednio wczesniej. Po
czym rozcienczono je w stosunku 1:10 z wykorzystaniem buforu do rozcienczen. Wszystkie
odczynniki i proby byty wymieszane bezposrednio przed uzyciem. W pierwszym etapie pracy
przeptukano ptytke dwukrotnie buforem ptuczacym. Nastepnie w ilosci dwoch powtdrzen
napipetowano po 100 pl standardow i prob do osobnych dotkow w ptytce. Ptytke przygotowanag
w ten sposob inkubowano w temperaturze 37 °C przez 90 minut. Po uptywie ustalonego czasu,
ptytke przeptukano dwukrotnie buforem ptuczacym w objetosci 350 pl na dotek. Po kazdym
ptukaniu plytka skierowang dnem do géry uderzano w papierowy recznik, w celu usunigcia jak
najwigkszej ilosci resztek buforu. Dalej, do kazdego z dotkdw w ptytce napipetowano 100 pl
roztworu roboczego biotynylowanego przeciwciata. Ptytke inkubowano w temperaturze 37 °C
przez 60 minut. Po inkubacji 3 razy zastosowano procedure ptukania. W kolejnym etapie do
kazdego z dotkow w plytce dodano po 100 pl roztworu roboczego koniugatu, a nastgpnie ptytke
inkubowano w temperaturze 37 °C przez 60 minut. Po inkubacji powtorzono procedurg
ptukania wedhug schematu 5 razy 350 pl na dotek. W przedostatnim etapie reakcji do kazdego
dotka w plytce dodano 90 pl substratu oraz zastosowano inkubacje w temperaturze 37 °C przez
30 minut. Ostatni etap reakcji wymagat dodania do wszystkich dotkow w plytce odczynnika
stop w objetosci 50 pl. Pomiaru absorbancji dokonano przy uzyciu spektrofotometru BioTek®
Synergy 2 sprze¢zonego z oprogramowaniem komputerowym GENE 5. Dhugos¢ fali
zastosowana do pomiaru wynosita 450 nm. Czas od zakonczenia reakcji do dokonania pomiaru
nie przekroczyl 15 minut.

Tabela 6. Wykaz grup i liczebno$¢ przypadkéw poddanych badaniu stezenia adropiny testem ELISA w
surowicy krwi pobranej przy przyjeciu na oddziat, przed wdrozeniem leczenia.

grupa kontrola pheochromocytoma mielolipoma adenoma carcinoma

liczebnos¢ (N) 8 10 4 20 31

Tabela 7. Wykaz grup i liczebno$¢ przypadkdw poddanych badaniu stezenia adropiny testem ELISA w
surowicy krwi pobranej od pacjentéw poddanych adrenalektomii z powodu ACC, pobranie przed i po zabiegu.

orupa przed zabiegiem

liczenos'é (N) 7 7

Materialy, odczynniki, roztwory:
Komercyjny zestaw Aldosteron ELISA DES5298 Demeditec Diagnostics GMbH
(Germany):
o Plytka mikrotitracyjna- 96 dotkdéw optaszczonych przeciwciatem poliklonalnym
kroliczym specyficznym wzgledem aldosteronu
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Liofilizowane standardy w 5-ciu stezaniach- stuzgce do przygotowania krzywej
standardowej
Liofilizaty kontroli niskiej 1 wysokiej
Koniugat enzymu zawierajacy peroksydaze chrzanowa
Substrat- roztwor z tetrametylobenzydyna
Stop- roztwoér blokujacy: 0,5 M H2SO4

o Roztwér ptuczacy- 40 x stezony
Medium hodowlane pochodzace z hodowli linit HAC 15 (Tabela 8.)
Probowki Eppendorf
Wymienne plastikowe koncowki do pipet pétautomatycznych (tipsy)
Pipety potautomatyczne
Papierowy recznik
Rynienki laboratoryjne do odczynnikéw
Woda destylowana do przyrzadzenia buforu ptuczacego
Srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary
Aparatura:
Analizator ze spektrofotometrem BioTek® Synergy 2 z oprogramowaniem GENE 5
Votrex
Wytrzasarka
Wiréwka
Stoper- minutnik

Test immunoenzymatyczny Aldosteron ELISA DE5298 Demeditec Diagnostics GMbH
(Germany) wykorzystano do ilosciowego pomiaru aldosteronu w medium hodowlanym z linii
komoérkowej HAC 15 (Tabela 8.). Test ELISA, a takze przygotowanie odczynnikow i
roztworéw wykonano w oparciu o procedure zamieszong w instrukcji dotaczonej do zestawu.

Zadbano o to, by wszystkie odczynniki oraz proby poddane badaniu, przed

przystapieniem do czynnosci zwigzanych z testem ELISA osiagnely temperature pokojowa.
Kazda proba badana, kontrola oraz standard wykonano w dwdch powtdrzeniach. W pierwszym
kroku napipetowano do osobnych dotkéw 50 pul kazdego standardu, kontroli oraz probki. Tak
przygotowana ptytke inkubowano 30 minut w temperaturze pokojowe;j. Po inkubacji do dotkow
dodano 150 pl koniugatu enzymu, po czym zawartos¢ ptytki mieszano przez 10 s za pomoca
wytrzasarki. Dalej, plytke inkubowano w temperaturze pokojowej przez 60 minut. Po uptywie
czasu inkubacji zawarto$¢ dolkéw zostala energicznie wytrzasnigta, a dotki przeptukano
buforem ptuczacym 5 razy w objetosci 300 pl na dotek. Po kazdym ptukaniu ptytka skierowana
dnem do géry uderzano w papierowy recznik, w celu usuniecia jak najwigkszej ilosci resztek
buforu. W kolejnym etapie do dotkéw ptytki mikrotitracyjnej napipetowano 200 pl substratu.
Nastepnie ptytke inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po uptywie 30 minut
zatrzymano reakcj¢ enzymatyczng poprzez dodanie do kazdego z dotkéw po 100 pl roztworu
blokujacego- stop. Absorbancj¢ zmierzono przy uzyciu spektrofotometru BioTek® Synergy 2
sprzgzonego z oprogramowaniem komputerowym GENE 5. Do pomiaru zastosowano fale
$wiatta o dtugosci 450 nm. Zadbano o to, by czas do dokonania pomiaru nie przekraczat 10
minut od czasu zakonczenia reakcji.

O O O O

Tabela 8. Medium z hodowli linii HAC 15 wykorzystane do ilo§ciowego pomiaru aldosteronu metodag ELISA.
Medium zebrano po 24 godzinnej ekspozycji na ACTH, forskoling i adroping w odpowiednich st¢zeniach. Medium
kontrolne zebrano po 24 godzinnej hodowli bez ekspozycji na dodatkowe odczynniki.

kontrola ACTH forskolina adropina adropina
stezenie stezenie stezenie stezenie
107 M 25 uM 10°M 10° M
6 6 6 6 6
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Materialy, odczynniki, roztwory:
e Komercyjny zestaw Cortisol ELISA DEH3388 Demeditec Diagnostics GMbH
(Germany):
o Plytka mikrotitracyjna- 96 dotkow optaszczonych przeciwcialem poliklonalnym
kroliczym specyficznym wzgledem kortyzolu
o Liofilizowane standardy w 5-ciu stezaniach- stuzgce do przygotowania krzywej
standardowej
Liofilizaty kontroli niskiej 1 wysokiej
Koniugat enzymu zawierajacy peroksydaze chrzanowa
Substrat- roztwor z tetrametylobenzydyna
Stop- roztwor blokujacy: 2 N HCI
o Roztwor ptuczacy- 10 x stezony
Medium hodowlane pochodzace z hodowli linit HAC 15 (Tabela 9.)
Medium hodowlane pochodzace z hodowli pierwotnej ACC (Tabela 10.)
Probowki Eppendorf
Wymienne plastikowe koncoéwki do pipet potautomatycznych (tipsy)
Pipety potautomatyczne
Papierowy recznik
Rynienki laboratoryjne do odczynnikéw
Woda destylowana do przyrzadzenia buforu ptuczacego
Srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary

O O O O

Aparatura:
e Analizator ze spektrofotometrem BioTek® Synergy 2 z oprogramowaniem GENE 5
Votrex
Wytrzasarka
Wirdéwka
Stoper- minutnik

Do ilo$ciowego pomiaru kortyzolu w medium hodowlanym z linii komoérkowej HAC 15
oraz medium pochodzacym z hodowli pierwotnej ACC (Tabela 9,10.) wykorzystano test
immunoenzymatyczny Kortyzol ELISA DEH 3388 Demeditec Diagnostics GMbH (Germany).
Test ELISA jak i przygotowanie odczynnikoéw oraz roztworéw wykonano w oparciu o
procedure zamieszong w instrukcji dolaczonej do zestawu. Zadbano o to, by wszystkie
odczynniki oraz proby poddane badaniu, przed przystapieniem do czynnos$ci zwigzanych z
testem ELISA mialy temperatur¢ pokojowa. Kazda proba badana, kontrola oraz standard
wykonano w dwoch powtdrzeniach.

Na poczatku dodano po 10 ul kazdego standardu, kontroli oraz prébki do osobnych dotkow
w plytce mikrotitracyjnej. Nastgpnie do kazdego dotka dodano 200 pl koniugatu. Plytke
przygotowang w taki sposéb inkubowano 60 minut w temperaturze pokojowej, jednoczesnie
mieszajac jej zawarto$¢ z wykorzystaniem wytrzasarki. Po uptywie czasu inkubacji zawarto$¢
dotkow zostata energicznie wytrzasnieta, a dotki przeptukano buforem pluczacym 4 razy w
objetosci 300 pl na dotek. Po kazdym ptukaniu ptytka skierowang dnem do géry uderzano w
papierowy recznik, w celu usunigcia jak najwigkszej ilosci resztek buforu. W kolejnym etapie
do dotkoéw ptlytki mikrotitracyjnej napipetowano 200 pl substratu. Dalej, plytke poddano 30
minutowej inkubacji w temperaturze pokojowej, w warunkach braku dostgpu $wiatta. Po
uptywie czasu inkubacji rekcja enzymatyczna zostata zatrzymana poprzez dodanie do kazdego

35



z dotkéw roztworu blokujacego- stop w objetosci 50 pl na dotek. Pomiaru absorbancji
dokonano przy uzyciu spektrofotometru BioTek® Synergy 2 sprzgzonego z oprogramowaniem
komputerowym GENE 5, w czasie nie przekraczajagcym 10 minut od momentu zatrzymania
reakcji enzymatycznej. Wykorzystano dtugo$¢ fali swietlnej odpowiadajaca 450 nm.

Tabela 9. Medium z hodowli linii HAC 15 wykorzystane do ilo§ciowego pomiaru kortyzolu metoda ELISA.
Medium zebrano po 24 godzinnej ekspozycji na ACTH, forskoling i adroping w odpowiednich st¢zeniach. Medium
kontrolne zebrano po 24 godzinnej hodowli bez ekspozycji na dodatkowe odczynniki.

grupa kontrola ACTH forskolina adropina adropina
stezenie  stezenie  st¢zenie  st¢zenie

107M 25 uM 10°M 108 M
liczebno$¢ (N)

Tabela 10. Medium z hodowli pierwotnej] ACC wykorzystane do ilosciowego pomiaru kortyzolu metoda
ELISA. Medium zebrano po 24 godzinnej ekspozycji na ACTH i adroping w odpowiednich st¢zeniach. Medium
kontrolne bez ekspozycji na dodatkowe odczynniki zebrano po 24 godzinnej hodowli.

kontrola ACTH stezenie Adropina stezenie
107M 10 M

liczebnos¢ (N)

3.2.8 Immunofluorescencja

Materialy, odczynniki, roztwory:
e roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS)
100% metanol
1% albumina bydleca (BSA) (Sigma-Aldrich)
0,2% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
Przeciwciata pierwszorzedowe:
o GPR-19 (ab123014, Abcam) (1:200);
o CYPI11B1 (ab167413, Abcam) (1:250);
o StAR (84498, Cell Signaling Technology) (1:250);
o CYPI1AI (142178, Cell Signaling Technology) (1:800)
e Drugorzedowe przeciwciato - poliklonalne przeciwciato krélicze (1:500) (711-546-
152) (Jackson ImmunoResearch)
Barwnik diamidino-2-fenyloindolowego (DAPI) (Sigma-Aldrich, MO, USA)
Woda destylowana
Probowki Eppendorf
Wymienne plastikowe koncowki do pipet pétautomatycznych (tipsy)
Pipety potautomatyczne
Papierowy recznik
Srodki ochrony osobistej: rekawiczki, fartuch, okulary
Szkietka nakrywkowe
Szkto do preparatow
Komora wilgotna

Aparatura:
e Votrex
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Wytrzasarka

Wiréwka

Stoper- minutnik

Konfokalny laserowy mikroskop skaningowego (Olympus FV10i z dedykowanym
obiektywem 60x z wodng imersja) wraz z oprogramowaniem Olympus FV10-ASW

Hodowane komorki nadnerczy po osiggnigciu 70% konfluencji, ptukano trzykrotnie
roztworem soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) i utrwalano przez 20-25 min w
100% metanolu. Nastepnie komorki plukano w PBS z dodatkiem 1% albuminy bydlecej (BSA)
(Sigma-Aldrich) po czym komorki inkubowano w PBS zawierajacym 1% BSA 1 0,2% Triton
X-100 (Sigma-Aldrich) przez 30 min. Po tym czasie komorki ptukano trzykrotnie PBS + 1%
BSA. Komérki inkubowano przez noc w temperaturze 4°C z nastgpujacymi przeciwciatami
pierwszorzgdowymi: GPR-19 (ab123014, Abcam) (1:200); CYP11B1 (ab167413, Abcam)
(1:250); StAR (8449S, Cell Signaling Technology) (1:250); i CYP11A1 (14217S, Cell
Signaling Technology) (1:800). Wszystkie przeciwciala pierwszorzedowe rozcienczono w PBS
zawierajacym 1% BSA 1 0,2% Triton X-100. Po inkubacji z przeciwciatami
pierwszorzedowymi, komorki plukano PBS + 1% BSA. Drugorzedowe przeciwciato -
poliklonalne przeciwciato krolicze (1:500) (711-546-152) (Jackson ImmunoResearch) -
rozcienczano w PBS + 1% BSA i inkubowano przez 1 h w temperaturze 37°C w ciemnosci.
Nastepnie komorki przemywano PBS+ 1% BSA 1 barwiono przez 5 min roztworem barwnika
diamidino-2-fenyloindolowego (DAPI) (Sigma-Aldrich, MO, USA) w wodzie (1:10000). Przed
analizg mikroskopowa komoérki przemywano trzykrotnie PBS. Archiwizacja reakcji zostala
wykonana przy uzyciu konfokalnego laserowego mikroskopu skaningowego (Olympus FV10i
z dedykowanym obiektywem 60x z wodng imersja) wraz z oprogramowaniem Olympus FV10-
ASW. Dla wszystkich obrazoéw stosowano t¢ sama moc lasera (40% dla Alexa Fluor 488 i 12%
dla DAPI). Analiz¢ densytometryczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania ImageJ
(ImageJ 1.5q, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) zgodnie z protokotem The
Open Lab Book (https://theolb.readthedocs.io/ en/latest/imaging/measuring-cell-fluorescence-
using-imagej. html). Oprogramowanie zostato uzyte do obliczenia zintegrowanej gestosci z
dziesigciu losowo wybranych obszaréw 40/40 pikseli z wczedniej zarchiwizowanych zdjec.
Fluorescencja tla zostala okre§lona dla kazdego zdjgcia. Skorygowane wartosci catkowitej
fluorescencji komoérek (CTCF) obliczano wedlug nastepujacego wzoru: CTCF = gestosé
zintegrowana- (wybrany obszar X $rednia fluorescencja tta). Wszystkie wartosci CTCF (N =
30/grupa) zostaty przedstawione na wykresie i poddane analizie statystycznej z zastosowanie
testu U Manna-Whitneya.
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4 Wyniki

4.1 Analiza ekspresji genu kodujacego adropin¢ (ENHO) oraz jej receptora (GPR19) w
nadnerczach prawidlowych oraz w réznych typach guzow nadnerczy.

Celem wykazania réznic statystycznych w ekspresji genow ENHO i GPR19 wykorzystano
test statystyczny Kruskala- Wallisa, w przypadku uzyskania wynikéw istotnych statystycznie
(p<0.05) przeprowadzono test post-hoc z wykorzystaniem testu Tukeya.

Ekspresja genu ENHO na poziomie mRNA zostala okreslona jako ekspresja wzgledna, ktorej
wartosci liczbowe zostaly zlogarytmizowane. Szczegdtowe dane liczbowe przedstawiono w
tabeli 11. Uzyskane wyniki normalizowano wzglgdem genu referencyjnego - HPRT.

Nie uzyskano znaczacych rdznic w poziomie ekspresji genu ENHO, migdzy poréwnywanymi
typami guzéw nadnerczy i wzgledem kontroli (warto$¢ p testu Kruskala- Wallisa = 0.07).
Nieznaczny wzrost ekspresji genu ENHO zauwazalny jest jedynie w grupie raka kory
nadnercza- carcinoma, wzgledem kontroli.

ENHO

50 - (KW.p.val=0.07 Grupa
@ Kontrola
B3 Adenoma

$ Carcinoma
$ Hyperplasia
B3 Myelolipoma
$ Pheochromocytoma

log2(ekspresja)

1 1 1 ] ] 1
Kontrola Adenoma Carcinoma Hyperplasia Myelolipoma Pheochromocytoma

Rycina 6. Wykres pudetkowy przedstawiajacy poziom ekspresji genu ENHO w nadnerczach prawidtowych
oraz w réznych typach guzéw nadnerczy (metoda qPCR). Zaznaczona mediana, IQR oraz wartosci minimum i
maksimum. Ekspresja okre$lona u indywidualnych pacjentow zostala przedstawiona na wykresie w postaci
kropek. Pacjenci, u ktorych nie wykazano ekspresji badanego genu zostali usunigci z analizy

Tabela 11. Sumaryczne warto$ci ekspresji genu ENHO w poszczegdlnych grupach.

grupy N mediana Ql Q3 (o] min max

15.00 3.53 -1.29 7.50 8.79 -3.47 11.90
41.00 3.43 0.97 5.25 428 -3.18 13.30
13.00 5.36 3.65 7.95 4.30 1.00 10.96
16.00 1.27 -1.11 3.46 458 -3.84 9.25
10.00 117 -1.18 3.63 481 -2.74 10.67
25.00 1.80 -3.18 5.37 8.56 -6.64 14.58
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Analogiczna analiza ostata wykonana w odniesieniu do genu GPR19. Wynik testu Kruskala-
Wallisa (p=0.005) wskazal na istotnos¢ statystyczng roznicy ekspresji genu GPR19 w badanych
grupach. Celem identyfikacji roznic ekspresji pomigdzy poszczegdlnymi grupami wykonano
test post-hoc Tukeya.

GPR19
20-
Grupa
= 10- c a ab bc ab bc m Kontrola
— (<}
3 5 ° m Adenoma
S 0- °
% 0 ° $ ¢ @ Carcinoma
§-10- == $ Hyperplasia
o ] m Myelolipoma
201 T s @ Pheochromocytoma

L} 1 1 1 1 1
Kontrola Adenoma Carcinoma Hyperplasia Myelolipoma Pheochromocytoma

Rycina 7. Wykres pudetkowy przedstawiajacy poziom ekspresji genu GPR19 w nadnerczach prawidtowych
oraz w réznych typach guzéw nadnerczy (metoda qPCR). Zaznaczona mediana, IQR oraz wartosci minimum i
maksimum. Ekspresja okreslona u indywidualnych pacjentow zostala przedstawiona na wykresie w postaci
kropek. Pacjenci, u ktérych nie wykazano ekspresji badanego genu zostali usunigci z analizy. Wynik testu post-
hoc Tukeya zostal przedstawiony w postaci liter, gdzie rdzne litery wskazujg na rdznice statystyczne pomig¢dzy
poszczegdlnymi grupami.

Ekspresja genu GPR19 byta znaczaco podwyzszona w adenoma, carcinoma i mielolipoma w
odniesieniu do grupy kontrolnej (szczegdtowe wartosci p pomig¢dzy poszczegdlnymi
porownaniami przedstawiono w tabeli 12). W przypadku guza adenoma ekspresja GPR19 byta
wyzsza blisko 2.7 razy (p=0.0002) w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Ekspresja GPR19 w
grupie carcinoma byla 1.64-krotnie wyzsza od ekspresji w grupie kontrolnej (p=0.01). Guzy
mielolipoma wykazywaly blisko 1.33- krotnie wieksza ekspresje, wzgledem kontroli (p=0.03).

Tabela 12. Sumaryczne warto$ci log2(ekspresji) genu GPR19 w poszczegdlnych grupach.

grupy N mediana Ql Q3 (0] min max

[Kontrola " 11.00 -899 -10.85 -8.28 257 -20.06 0.00
PAdenoma R 33.00 332 564 -019 545 -10.70 7.45
[Carcinoma " 14.00 548  -7.15 -147 568  -9.48  0.64
PHyperplasia U 16.00 -6.14  -9.43 -496  4.47 -23.09 294
[Myelolipoma | 9.0 -6.75  -7.13 -3.64 349 933 446
Pheochromocytoma ~ 24.00 807 -1021 -340 681 -1423 723

Tabela 13. Wartosci p poszczegélnych poréownan testu post-hoc ekspresji genu GPR19 w poszczegolnych
grupach testu Tukeya.

0.2
0.01
0.11

0.0002
0.01
0.1
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0.15
0.38
0.23
0.03
0.003
0.09
0.48
0.09
0.2

4.2 Okreslenie zaleznosci miedzy nadnerczowa ekspresja genu ENHO, GPR19, a
zebranymi danymi klinicznymi oraz ekspresja innych genow.

Zalezno$ci migdzy nadnerczowa ekspresja genu ENHO, a zebranymi danymi klinicznymi
(Tabela 1.) okreslone zostaty za pomoca wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona.
Do analizy wykorzystano uzyskane w reakcji PCR wyniki ekspresji genu ENHO od pacjentow
z guzami nadnerczy, gdzie warto$ci zlogarytmizowanej ekspresji skorelowano z zebranymi
danymi klinicznymi. Dane uzyskano w wyniku standardowej diagnostyki laboratoryjnej w
czasie hospitalizacji i leczenia. Dla wszystkich danych dokonano tacznie 30 analiz dla genu
ENHO oraz GPR 19. Wyniki zostaty przedstawione jako macierz korelacji.

o)}
R
Zo
wo
ENHO g 1
GPR19 g 0.8
Guz [mm] 06
GHRL| = ‘
IGF2 0.4
Adiponektyna |« »# 0.2
glukoza [mg/dl
DHEAS [pg/dl] « 0
ACTH [pg/ml -0.2
kortyzol 08 00 [nmol/l 0.4
kortyzol 23 00 [nmol/I
TSH [pU/ml -0.6
ft3 [pmol/l -0.8
ft4 [pmol/l 1

ARO spoczynek [ng/ml/godz
Aldosteron spoczynek [pg/ml
ARO pionizacja [ng/ml/godz
Aldosteron pionizacja [pg/ml
TC [mg/dl

TG [mg/dl

HDL [mg/dI

LDL [mg/dI

AFP [IU/ml

CEA [ng/mi

androstendion [ng/ml

Ca 125 [U/ml

OB [mm/godz

DZM kortyzol wydalanie [nmol 24h
DZM kortyzol stezenie [nmol/l
Na+ [mmol/I

K+ [mmol/l

*

Rycina 8. Macierz korelacji Pearsona dla ekspresji genu ENHO oraz GPR19 dla wszystkich grup. Skala przedstawia
intensywno$¢ koloru odpowiadajaca wspotczynnikowi korelacji. Istotno$¢ statystyczna zostata zaznaczona za pomoca
gwiazdek. (p<0.05 -*,p<0.01-**,p<0.001-**%*)
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W kolejnej czgsci dokonano szczegodtowej analizy korelacji danych, w ktérych przynajmniej
w jednej analizie wszystkich przypadkéw zaobserwowano istotnie statystycznie roznice
przedstawione na macierzy korelacji. Ze wzglgdu na fakt, iz nie wszystkie dane kliniczne byty
obecne dla wszystkich pacjentdw, przyjeto zalozenie, iz korelacje dla grup obliczano tylko w
przypadku, gdy N/grupa>3. Dane ekspresji gendéw zlogarytmizowano celem zachowania
normalnosci rozktadow.

W wyniku przeprowadzonych analiz wykazano, ze we wszystkich prezentowanych, w pracy
doktorskiej, typach guzéw nadnerczy pomiedzy ekspresja genu GPR19, a ekspresja genu
ENHO wystepuje silna dodatnia korelacja liniowa. Wspodtczynnik Pearsona R jest réwny 0.66,
a wynik jest istotny statystycznie. Dla analizowanych przypadkéw wyniki mieszcza si¢ w
przedziale pomigdzy 0.52 - 0.83. Bardzo silna korelacja wystepuje w przypadku grupy
pheochromocytoma (R=0.76) oraz mielolipoma (R=0.83). Wspotczynnik R dla grupy adenoma
wynosi 0.6, dla carcinoma wynosi 0.58, a dla grupy hiperplazja 0.52. Wyniki w grupach:
adenoma, carcinoma i hiperplazja wskazuja na wystgpowanie istotnej korelacji pomiedzy
badanymi parametrami, sg istotne statystycznie.

Adenoma Carcinoma Hyperplasia
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Rycina 9. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ Pearsona pomiedzy nadnerczowa ekspresja genu GPR19, a nadnerczowa
ekspresja genu ENHO w nastepujacych grupach: adenoma, carcinoma, hiperplazja, mielolipoma, pheochromocytoma oraz dla
wszystkich wymienionych grup razem (all).
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W ujeciu wszystkich badanych grup z guzami nadnerczy, korelacja dla nadnerczowej ekspresji
ghreliny (GHRL) u badanych pacjentow i nadnerczowej ekspresji genu GPR19, wykazuje
istotnos¢ statystyczng i przedstawia umiarkowang ujemng zalezno$¢ liniowa. Wspotczynnik R
jest rowny -0.33. Ujemna korelacja na poziomie umiarkowanym jest utrzymana w kazdej z
badanych grup, jednakze nie jest ona istotna statystycznie.
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Rycina 10. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ Pearsona pomi¢dzy nadnerczowa ekspresja genu ghreliny (GHRL), a
nadnerczowg ekspresja genu GPR19 w przypadkach: adenoma, carcinoma, hiperplazja, mielolipoma, pheochromocytoma oraz
dla wszystkich wymienionych grup razem (all).
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W poréwnaniu ekspresji adiponektyny z nadnerczowa ekspresja genu ENHO wspotczynnik
korelacji Pearsona wspolny dla wszystkich badanych grup wynosi 0.23 co okresla staba
korelacj¢ migdzy badanymi danymi. Miesci si¢ w granicach istotno$ci statystycznej (p=0.05).
Podobnie jest w przypadku adenomy, carcinomy oraz hiperplazji, gdzie R wynosi odpowiednio:

0.24, 0.21 oraz 0.25.

Dla pheochromocytomy R rowna si¢ 0.1. Natomiast guz typu

mielolipoma. charakteryzuje si¢ ujemnym wspotczynnikiem korelacji Pearsona, ktory wynosi
-0.09.Wszystkie korelacje dla osobnych grup nie wykazujg istotno$ci statystyczne;j
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Rycina 11. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ Pearsona pomigdzy ekspresja adiponektyny u pacjentow, a nadnerczowa
ekspresja genu ENHO w przypadkach: adenoma, carcinoma, hiperplazja, mielolipoma, pheochromocytoma oraz dla wszystkich

wymienionych grup razem (all).



Wspolczynnik korelacji Pearsona pomig¢dzy ekspresja adiponektyny, a nadnerczowa ekspresja
genu GPR19 wspdlny dla wszystkich grup ma warto$¢ dodatnia, wskazujaca na wzglednie silng
zalezno$¢ migdzy badanymi grupami. Wynosi 0.59 i jest istotny statystycznie. Dodatnia
korelacja wystepuje roéwniez w kazdym z badanych typow guzéw. Analizujac grupy osobno,
mozna zauwazy¢, ze najsilniejsza korelacja dotyczy wszystkich przypadkow: adenoma (R=
0.67) 1 hiperplazja (R= 0.62), sa to wyniki istotne statystycznie. Dla grupy carcinoma (R=0.48)
oraz pheochromocytoma (R=0.44) korelacja mi¢gdzy badanymi parametrami jest umiarkowana
oraz nieistotna statystycznie. Natomiast dla guzéw mielolipoma, korelacja jest staba (R=0.17)

1 rowniez statystycznie nieistotna.
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Rycina 12. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ Pearsona pomigdzy ekspresja adiponektyny u pacjentow, a
nadnerczowa ekspresja genu GPR19 w przypadkach: adenoma, carcinoma, hiperplazja, mielolipoma,
pheochromocytoma oraz dla wszystkich wymienionych grup razem (all).
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Dla badania liniowej zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem cholesterolu we frakcji HDL z krwi od
pacjentow, a nadnerczowa ekspresja genu GPR19 we wszystkich typach guzow razem
wspotczynnik korelacji Pearsona wynosi 0.28, a wynik wykazuje istotno$¢ statystyczng.
Analizujagc wyniki w poszczegolnych typach guza, nalezy zwrdci¢ uwage na grupe,
reprezentujaca umiarkowany stopien korelacji pomigdzy badanymi zmiennymi, tj.
pheochromocytoma (R=0.52). Wynik jest na granicy istotno$ci statystycznej. W grupie
hipreplazja wspotczynnik R wynosi 0.52. Dla grupy carcinoma R jest rowne 0.47. Wyniki w
obu grupach $wiadcza o umiarkowanej korelacji, ale sa nieistotne statystycznie. Podobnie
wzgledem istotno$ci statystycznej wyniku jest w przypadku adenoma, gdzie wspotczynnik
korelacji wynosi 0.01.
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Rycina 13. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ Pearsona pomigdzy stezeniem HDL w krwi od pacjentoéw, a
nadnerczowa ekspresja genu GPR19 w przypadkach: adenoma, carcinoma, hiperplazja, mielolipoma,
pheochromocytoma oraz dla wszystkich wymienionych grup razem (all).

W przypadku zestawienia ekspresji ENHO oraz stezenia siarczanu dehydroepiandosteronu
(DHEAS) wspoétczynnik korelacji Pearsona wspdlny dla wszystkich grup wynosi 0.29,
wykazuje stabg korelacje¢, jednakze statystycznie istotng. Silna korelacja pojawia si¢ w
przypadku adenoma oraz hiperplazji. Wspotczynnik R dla grupy adenoma wynosi 0.59, a wynik
jest istotny statystycznie. Natomiast dla grupy hiperplazja R jest rowne 0.58, wynik jest
nieistotny statystycznie. W grupach carcinoma (R=0.24) i pheochromocytoma (R=-0.24)
wspotczynnik korelacji Persona prezentuje stabg zalezno$¢ migdzy badanymi parametrami, w
tym ujemng dla pheochromocytoma. Obydwa wyniki sg nieistotne statystycznie
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Rycina 14. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ Pearsona pomiedzy stezeniem siarczanu dehydroepiandosteronu
(DHEAS) we krwi pacjentow, a nadnerczows ekspresja genu ENHO w przypadkach: adenoma, carcinoma,
hiperplazja, mielolipoma, pheochromocytoma oraz dla wszystkich wymienionych grup razem (all).

4.3 Porownanie stezen wydzielonej do krazenia adropiny, badanej w surowicy krwi
pacjentow z roznych typow guzow nadnerczy w odniesieniu do grupy zdrowych osob
(kontrola) (metoda ELISA).

W doswiadczeniu wykorzystano surowice¢ krwi. Krew pobrano, od pacjentdow poddanych
adrenalektomii, przed wdrozeniem leczenia. Dodatkowo wykorzystano surowice, od 0sob
zdrowych, stanowigca grupe kontrolng. W surowicy badano stezenie adropiny za pomoca
metody metody ELISA. Do sporzadzenia ilo§ciowej analizy uzyto 4-paramterowy logistyczny
algorytm krzywej z pakietu ,,drc” Bioconductor.

W celach statystycznych, do wskazania réznicy statystycznej migedzy grupami wykorzystano
test Kruskala-Wallisa. Stgzenie adropiny w surowicy badano w grupach przedstawionych w
nizej umieszczonej tabeli.

Tabela 14. Grupy i ich liczebno$¢. Badanie stezenia adropiny w surowicy krwi pacjentow.

grupa kontrola Pheochromocytoma Mielolipoma Adenoma Carcinoma

liczebnos¢
(N)

Uzyskano wyniki nieistotne statystycznie. Nie wykazano znaczacych réznic w poziomie st¢zen
adropiny pomiedzy badanymi grupami. Stgzenie adropiny w kontroli, w postaci mediany
wynosito 1330.6 pg/ml. Uzyskane wyniki zostatly przedstawione na wykresie ponize;j.
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Rycina 15. Wykres pudelkowy przedstawiajacy poziom st¢zenia adropiny w surowicy krwi w grupie
kontrolnej (osoby zdrowe- nadnercza prawidlowe) oraz w grupach badanych (rézne typy guzéw nadnerczy).
Zaznaczona mediana, IQR, wartos¢ minimum i maksimum. Ekspresja indywidualnych przypadkéw zostata
przedstawiona na wykresie w postaci kropek.

Dodatkowo przeprowadzono badanie pozwalajace na poréwnanie st¢zen adropiny wydzielonej
do krwi u pacjentow przed zabiegiem chirurgicznego usunigcia raka kory nadnercza (ACC) i
po wykonanym zabiegu.

Materiatem, w ktorym mierzono st¢zenie adropiny byta surowica krwi. Rowniez wykorzystano
metod¢ ELISA z analiza ilosciowa wykonang przy uzyciu 4-paramterowy logistycznego
algorytmu krzywej z pakietu ,,drc”” Bioconductor.

Grupa chorych, z rakiem kory nadnercza obejmowata 7 pacjentow (N=7). Uzyskano wyniki
istotne statystycznie w Tescie Wilcoxona dla par obserwacji.

Wyniki przedstawiono na wykresie ponizej. U kazdego pacjenta mozna zauwazy¢é wzrost
stezenia adropiny w surowicy krwi po usunieciu guza. W obrebie grupy pacjentéw przed
zabiegiem mediana st¢zenia wynosi 1490.8 pg/ml, natomiast w grupie tych samych pacjentéw,
ale po zabiegu mediana st¢zenia to 1850.6 pg/ml.

Adropina
( Test Wilcoxona dla par obserwacji p.val= 0.02 )

3000 -
Q. 20004 °
d ——

! !
1000 - \l.: v
przed po
zabiegiem zabiegu

Rycina 16. Wykres pudetkowy przedstawiajacy st¢zenie adropiny w surowicy krwi pacjentdow z rakiem kory
nadnercza przed zabiegiem usunigcia guza oraz u tych samych pacjentéw po zabiegu usuni¢cia guza. Zaznaczona
mediana, warto§¢ minimum i maksimum. Ekspresja indywidualnych przypadkéw zostata przedstawiona na
wykresie w postaci kropek.

47



Wsréd pacjentéw, dla ktorych dokonano pomiaru stezenia adropiny w surowicy krwi
wykonano analiz¢ czynnos$ci hormonalnej guza. Najwyzsze stezenie adropiny wystepowato w
grupie pacjentow z guzami wydzielajacymi aldosteron. W pozostatych grupach stezenie
adropiny bylo znaczaco nizsze i miescito si¢ w podobnym przedziale wartosci. W celach
statystycznych, do wskazania rdéznicy statystycznej miedzy grupami wykorzystano test
Kruskala-Wallisa, roznicy nie wykazano, p= 0.47.

adropina - czynnos¢ hormonalna

20000 - [ K.W.p.val= 0.47 ]
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Rycina 17. Wykres pudetkowy przedstawiajacy czynnos¢ hormonalng guza wérod pacjentow, dla ktorych
dokonano pomiaru st¢zenia adropiny w surowicy krwi. Uwzgledniono podziat na grupy: adenoma, carinoma,
mielolipoma, pheochrmocytoma. Na wykresie postuzono si¢ skrotami literowymi, gdzie N = nieaktywny guz, A
= guz wydzielajacy aldosteron, K= guz wydzielajacy kortyzol, A, K= guz wydzielajacy androgeny i kortyzol, acth
zalezny, oraz NA- brak informacji.

4.4 Okreslenie zaleznosci migedzy stezeniem wydzielonej adropiny, a zebranymi danymi
klinicznymi (metody korelacji danych liczbowych).

Zalezno$ci miedzy stezeniem wydzielonej adropiny do krwi, a zebranymi danymi

klinicznymi (Tabela 3.) okre$lona zostala za pomoca wspotczynnika korelacji liniowej
Pearsona.
Do analizy wykorzystano wyniki st¢zen adropiny w surowicy krwi pacjentow z guzami
nadnerczy. Wyniki uzyskano metoda ELISA. Dodatkowo postuzono si¢ danymi klinicznymi
pacjentéw z guzami nadnerczy. Dane uzyskano w wyniku standardowej diagnostyki
laboratoryjnej w czasie hospitalizacji i leczenia. Ze wzglgdu na niskie liczebnosci oraz niepetne
dane kliniczne dla wszystkich pacjentéw, korelacje przedstawiono dla wszystkich typoéw
ocenianych guzéw bez podzialu na podgrupy. Analogicznie jak w przypadku badan
dotyczacych ekspresji genu w pierwszej analizie wykonano macierz korelacji a nastepnie
szczegOlowo przedstawiono wynik korelacji liniowe;.
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log2(ENHO) 1
log2(GPR19) 08
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Ki67 [%] 02
Masa ciata [kg] 0
Wzrost [cm] 02
BMI [kg/m2] 04
Metanefryna [ug/24 h] 0.6
Normetanefryna [pg/24 h] -0.8
Glukoza [mg/dI] -1
Cholesterol catkowity [mg/dl]
HDL [mg/dI]
LDL [mg/dI]
TG [mg/dl]
Wit.D [ng/ml]

Kortyzol 08 00 [nmol/l] " *
Kortyzol 23 00 [nmol/l]
17 OH Progesteron [ng/ml]
DHEAS [ug/dI]
ACTH [pg/ml]
Testosteron [nmol/]
SHBG [nmol/l]
Androstendion [ng/ml]
Na+ [mmol/l]
K+ [mmol/I]
Aldosteron spoczynek [pg/ml]
ARO spoczynek [ng/ml/godz.]
CEA [ng/ml]
AFP [IU/ml]

Rycina 18. Macierz korelacji Pearsona dla adropiny oraz oznaczonych danych klinicznych. Skala przedstawia
intensywno$¢ koloru odpowiadajaca wspotczynnikowi korelacji. Istotno$¢ statystyczna zostata zaznaczona za
pomoca gwiazdek. (p<0.05 -*, p<0.01-**  p<0.001-***
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Rycina 19. Wykres liniowej korelacji pomigdzy st¢zeniem adropiny, a st¢zeniem kortyzolu w godzinach
porannych- pobranie godzina 8 rano, w przypadku surowic pacjentdéw z uwzglgdnieniem grup: adenoma,
carcinoma, mielolipoma i pheochromocytoma.

Dla wartosci stezenia adropiny w surowicy krwi 1 stezenia kortyzolu w godzinach porannych,
w surowicy krwi pacjentdw z grup adenoma, carcinoma, mielolipoma i pheochromocytoma
wspotczynnik korelacji Pearsona R jest rowny -0.3 $§wiadczy to o ujemnej korelacji w badanych
grupach. Wynik miesci si¢ na granicy pomig¢dzy staba, a umiarkowang korelacja 1 jest istotny
statystycznie.

4.5 Analiza wplywu nadnerczowej ekspresji ENHO oraz GPR19 na przezycie pacjentow
z rakiem nadnerczy (analiza z wykorzystaniem danych TCGA)

Opis kliniczny wraz z danymi RNAseq dla 94 pacjentow raka nadnerczy pobrano z
publicznej bazy TCGA (ang. The Cancer Genome Atlas) za pomoca serwera Fire-Browse
(http://gdac.broadinstitute.org/). Otrzymane dane znormalizowano z zastosowaniem algorytmu
voom z pakietu "Limma". Z catego zbioru danych wyodrgbniono znormalizowane dane
ekspresji genéw dla ENHO oraz GPR19. Uzyskane zbiory ekspresji podzielono na dwie
odrebne populacje, stosujac jako punkt odcigcia wartosci mediany: geny o ekspresji powyzej i
ponizej mediany przypisano odpowiednio do grupy o wysokiej lub niskiej ekspresji. Tak
przygotowane grupy poddano analizie przezycia Kaplana-Meiera. Wykresy przezycia z
oszacowaniem wartosci p (HR) oraz P log-rank wykonano przy uzyciu biblioteki R "survival"
na podstawie informacji o zgonach zawartej w pliku opisu klinicznego. Analogicznie do
wlasnych wynikéw wykazano, iz ekspresja zar6wno ENHO jak i GPR19 cechuje si¢ pewnym
rozrzutem. Przy podziale ekspresji gendw na populacje powyzej oraz ponizej mediany,
wykazano, iz poziom ekspresji genu ENHO nie ma istotnie statystycznego wplywu na
przezywalno$¢ pacjentow (logrank p =0,25, p (HR) = 0,26), natomiast pacjenci o niskiej
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ekspresji genu GPR19 cechujg si¢ istotnym statystycznie dluzszym czasem przezycia
wzgledem pacjentow o wysokiej ekspresji genu GPR19 (logrank p =0,00097, p(HR) = 0.0021).
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Rycina 20. Analiza przezycia z wykorzystaniem krzywych Kaplana-Meiera dla 92 przypadkéw raka kory
nadnercza z bazy TCGA. Dane dotyczace ekspresji ENHO i GPR19 zostaly podzielone na grupe o wysokiej
(powyzej mediany) i niskiej ekspresji (ponizej mediany). Po lewej stronie przedstawiono profil ekspresji genow.
RPKM (ang. Reads per kilo base per million mapped reads).

4.6 Doswiadczenia z wykorzystaniem linii komorkowe;j
HAC1S oraz pierwotnej hodowli ACC

4.6.1 Pomiar proliferacji komorek nowotworowych linii komorkowej HAC1S5.

Do okreslenia modulacji proliferacji komorek z linii hodowlanej HAC15 poddanych
dziataniu adropiny w uktadzie in vitro wykorzystano metode z zastosowaniem xCelligence Real
Time Cell Analyzer- RTCA. Pomiar impedancji dokonywany podczas proliferacji komorek,
odbywal si¢ w 15 minutowych przedziatach czasowych. Umozliwiajac ocen¢ proliferacji
komorek w czasie rzeczywistym, w sposob ciagly.

Komoérki HAC 15 hodowane byly jako grupa kontrolna (czyste medium hodowlane) oraz jako
grupa z dodatkiem adropiny w stezeniu 108 M. Liczebno$¢ w kazdej z grup wynosita 8
(N=8/grupa).

Badanie powtdérzono trzykrotnie wykazato, ze adropina w znaczacym stopniu stymuluje
proliferacje komorek HAC15. Efekt wywierany przez adroping utrzymywat si¢ dlugotrwale, az
do zatrzymania hodowli w etapie, kiedy grupa kontrolna osiagneta fazg plateau w 216 godzinie
badania.
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Rycina 21. Efekt dziatania adropiny w stezeniu 10 M na proliferacje hodowli komérek HAC15. Na wykresie
kolor niebieski reprezentuje grupe komoérek poddanych dziataniu adropiny. Kolor czarny przedstawia przebieg

proliferacji komorek z grupy kontrolnej. Grafika przedstawia znormalizowany indeks komoérkowy w czasie, w
obecnosci adropiny. Na wykresie przedstawiono wartosci $rednie z 8 prob oraz SD.

4.6.2 Oznaczenie stezenia aldosteronu oraz kortyzolu wydzielanego przez komorki
HACI1S5 pod wplywem dzialania adropiny.

Zbadano stezenia dwoch hormonoéw powstajacych w procesie steroidogenezy. Kortyzol bedacy
glownym przedstawicielem glikokortykosteroidow oraz aldosteron, gtowny hormon
mineralokortykoidowy.

Badanie przeprowadzono w hodowli HACI15, wysianej w 96 dotkowej ptytce. Wykorzystano
hodowle, ktora osiggneta okoto 70% pokrycie dna dotkéw hodowlanych.

W kazdym przypadku wytypowano 5 grup do badania. Komoérki HACIS5 potraktowane
adroping w stezeniul0® M oraz 10 M, w czasie 24 godzin. Kontrolg stanowily komorki
inkubowane w standardowym medium hodowlanym. Zastosowano réwniez dwie kontrole
pozytywne- komorki HAC 15 stymulowane ACTH w stezeniu 10”7 M oraz komorki poddane
dziataniu Forskoliny w stezeniu 25uM, réwniez w czasie 24h.

Stezenie kortyzolu oraz aldosteronu zostato oznaczone za pomocg metody ELISA, a ilosciowa
analiza przygotowana zostala w oparciu o 4-paramterowy logistyczny algorytm krzywej z
pakietu ,,drc” Bioconductor.

W przypadku grupy traktowanej adroping w stezeniu 10® M wyniki badania wskazywaty na
znaczace zmniejszenie stezenia aldosteronu oraz kortyzolu wzgledem grupy kontrolne;.
Adropina w stezeniu 10 M nie wplywa znaczgco na zmiane poziomu sekrecji aldosteronu i
kortyzolu wzgledem grupy kontrolne;.
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Tabela 15. Efekt wptywu adropiny w stezeniu 10 M na poziom sekrecji hormondéw w grupie badanej komorek
HACI15 wzgledem kontroli.

ALDOSTERON
(mediana stezenia pg/ml)
Grupa badana (N=6): 211.4 110.21
Komorki HAC15 poddane
dzialaniu adropiny (10 M)
w czasie 24 h

Grupa kontrolna (N=6): 506.5 352.06
Komorki HAC15

W grupie kontroli pozytywnej komérki HAC15 poddane 24 godzinnej inkubacji z ACTH w
stezeniu 107 M prezentowaly niewielki wzrost stezenia aldosteronu wzgledem kontroli.
Sekrecja kortyzolu w tej samej grupie badanej wzgledem kontroli byta nieznaczna.

KORYZOL

Tabela 16. Efekt wplywu ACTH 10”7 M na poziom sekrecji hormondéw w grupie HAC15 badanej wzgledem
kontroli.

ALDOSTERON KORYZOL
(mediana stezenia pg/ml) (mediana stgzenia n
Grupa badana (N=6): 612.35 383.51
Komorki HAC15 poddane
dziataniu ACTH (107 M) w
czasie 24 h

Grupa kontrolna (N=6): 506.5 352.06
Komoérki HAC15

W grupie kontroli pozytywnej komorki HAC15 poddane 24 godzinnej inkubacji z Forskoling w
stezeniu 25 uM prezentowaly spodziewany duzy wzrost stezenia aldosteronu oraz kortyzolu
wzgledem kontroli.

/ml)

Tabela 17. Efekt wplywu Forskoliny w st¢zeniu 25 pM na poziom sekrecji hormondéw w grupie badane;j
HACI15 wzgledem kontroli.

ALDOSTERON
(mediana stezenia pg/ml)
Grupa badana (N=6): 1181.62 691.37
Komorki HAC15 poddane
dziataniu Forskoliny (25

KORYZOL

M) w czasie 24 h

Grupa kontrolna (N=6): 506.5 352.06
Komorki HACI15

Ostatecznie wyniki zostaly przedstawione jako mediana z rozkladem kwartylowym. Do
wskazania roznicy statystycznej miedzy grupa badang, a kontrola wykorzystano
nieparametryczny test U-Manna-Whitneya.
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Rycina 22. Wydzielanie aldosteronu (A) i kortyzolu (B) przez komorki HAC15, w efekcie 24 godzinnego
dziatania adropiny. Kontrola pozytywna komorki HAC15 potraktowane Forskoling i ACTH przez 24 godziny. *,
p<0.05; **. p<0.01.

4.6.3 Oznaczenie st¢zenia kortyzolu wydzielanego przez komorki nowotworowe hodowli
pierwotnej raka kory nadnercza pod wplywem dzialania adropiny.

Wykorzystano hodowle pierwotna komorek raka kory nadnercza (ACC) inkubowang w
medium hodowlanym w czasie 24. Komorki wyjsciowe do zatozenia hodowli pochodzity
bezposrednio z patologicznych zmian od pacjenta po zabiegu adrenalektomii, z potwierdzonym
rozpoznaniem histopatologicznym. Wyodrgbniono grupe badang — komorki raka kory
nadnercza inkubowane w czasie 24 z dodatkiem adropiny w stezeniu 10® M, oraz kolejng grupe
komorek raka kory nadnercza inkubowang w czasie 24 z dodatkiem ACTH w stezeniu 107,
stanowiaca jednoczesnie grupg kontrolng pozytywna. Grupa kontrolna obejmowata komorki
raka kory nadnercza inkubowane w standardowym medium hodowlanym.

Stezenie kortyzolu zostalo oznaczone za pomoca metody ELISA, a ilo$ciowa analiza
przygotowana zostata w oparciu o 4-paramterowy logistyczny algorytm krzywej z pakietu
,,drc” Bioconductor.

W przypadku grupy badanej traktowanej adroping w stezeniu 10® M wyniki badania
wskazywaly na znaczace zmniejszenie stezenie kortyzolu wzgledem grupy kontrolnej. W
grupie kontroli pozytywnej komorki raka kory nadnercza w hodowli pierwotnej poddane 24
godzinnej inkubacji z ACTH w stezeniu 10”7 M prezentowaly istotny wzrost stezenia kortyzolu
wzgledem kontroli.
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Logarytmiczna krzywa standardowa Pierwotna hodowla
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Rycina 23. Wydzielanie kortyzolu przez komorki raka kory nadnercza (ACC) w hodowli pierwotnej, w efekcie

24 godzinnego dziatania adropiny w stezeniu 10 M. Kontrola pozytywna komorki raka kory nadnercza (ACC) w
hodowli pierwotnej potraktowane ACTH w stezeniu 1077 przez 24 godziny. *, p<0.05; **. P<0.01.
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Tabela 18. Efekt wptywu adropiny w stezeniu 108 M i ACTH w stezeniu 10”7 M na poziom sekrecji hormonu-
kortyzolu w grupie komoérek ACC w hodowli pierwotnej wzglgdem kontroli

(mediana stgzenia ng/ml)
Grupa badana (N=6): 8.24
Komorki ACC w hodowli pierwotnej poddane
dziataniu adropiny (10* M) w czasie 24 h
Grupa badana (N=6): 78.04
Komorki ACC w hodowli pierwotnej poddane

dziataniu ACTH (10”7) w czasie 24 h

Grupa kontrolna (N=16): 19.80
Komorki ACC

Wyniki zostaty przedstawiono jako mediana z rozktadem kwartylowym. Do wskazania r6znicy
statystycznej migdzy grupa badang, a kontrolg wykorzystano nieparametryczny test U-Manna-
Whitneya.

4.6.4 Efekt dzialania adropiny - ekspresja STAR, CYP11A1 oraz CYP11B1 na poziomie
bialka.

Przeprowadzono potilosciowa analiz¢ ekspresji STAR, CYP11Al oraz CYP11B1 na
poziomie biatka. Wykorzystano metod¢ immunofluorescencji z zastosowaniem odpowiednich
przeciwcial. W doswiadczeniu wykorzystano komorki HAC15 poddane dziataniu adropiny,
ACTH, forskoliny w czasie 24 godzin.

W celu uzyskania zdje¢ reakcji zastosowano skaningowy, konfokalny mikroskop laserowy
(Olympus FV10i z obiektywem z wodng imersja- 60x) z oprogramowaniem Olympus FV10-
ASW. Kazde zdjecie powstato przy uzyciu takiej samej mocy lasera (40% Alexa Fluor © 488
112% DAPI). W analizie densytometrycznej postuzono si¢ oprogramowaniem ImageJ software
(ImageJ 1.5q, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

Wyniki przedstawiono za pomocg skorygowanej catkowitej fluorescencji komoérek — CTCF
(corrected total cell fluorescence), ktora wyliczono na podstawie wzoru:

CTCF= gestos¢ zintegrowana - (powierzchnia wybranej komorki x srednia fluorescencja
odczytow tla).

Mediana wartosci kontroli z dla kazdego analizowanego biatka zostata uzyta do normalizacji
przedstawionych wynikow

Analiza statystyczna wynikow (N= 30/ grupa) wykonana zostata za pomocg testu U-Manna-
Whitneya.

Uzyskane wyniki w hodowli komoérek HAC15 inkubowanej 24 godziny z adroping prezentuja
spadek ekspresji biatka STAR wzgledem kontroli. Biatko CYP11A1 w odniesieniu kontroli
wykazalo takze istotny statystycznie spadek ekspresji. Natomiast w przypadku biatka
CYPI11B1 wzgledem kontroli nie wykazano znaczacych rdznic, wynik nieistotny statystycznie.
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Tabela 19. Efekt wptywu stymulacji adroping w 24 hodowli HAC15 na ekspresje biatka: STAR, CYP11A1,
CYP11B1. Wyniki przedstawiono w postaci mediany z znormalizowanej warto§ci CTCF- skorygowanej
catkowitej fluorescencji komorek.

grupa biatko N mediana Ql Q3 IQR min max
[kontrola™ " cyp11A1 30 1.00  0.83 126 043 057 1.84
PACGTHII cyp11A1 30 2.14 1.60 2.46 0.86 1.04 3.85
[forskelina ™ cyP11A1 30 1.80 1.55 2.25 0.70 1.18 2.97
Padropina ™ cyp11A1 30 0.80  0.69 0.93 024 041 1.29
[kontrola " cyp11B1 30 1.00 094 1.03 0.09  0.89 111
PACTHI cyp11B1 30 1.12 1.05 1.18 0.13 1.00 1.24
[forskelina| cyp11B1 30 1.01 0.95 1.05 0.11 0.77 1.15
[adropina ™ cyp11B1 30 097 094 098 0.05 086 1.03
[kontrola " STAR 30 1.00  0.96 110 014 087 1.26
PACTHI sTAR 30 1.06 1.00 1.16 016  0.85 1.90
[forskolina| STAR 30 1.65 1.51 1.83 0.32 1.05 3.72
[adropina ™ sTAR 30 0.82 0.78 0.87 009 071 1.19

W przypadku hodowli komérek HACI15 inkubowanej 24 godziny z forskoling w profilu
ekspresji biatek: STAR 1 CYP11A1 uzyskano znaczny wzrost wzgledem kontroli. W przypadku
biatkka CYP11B1 nie wykazano wzrostu ekspresji wzgledem kontroli, wynik nieistotny
statystycznie.

Dodatek ACTH do hodowli komérek HAC15 i1 24 godzinna inkubacja pozwollly uzyskac slaby
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Rycina 24. Immunoekspresja STAR, CYP11A1, CYP11B1 w hodowli komérek HAC15. Obrazowe wyniki
(A) komorek z linii HAC1S5 dla grup badanych: komorki inkubowane przez 24h z ACTH, forskoling i adropina,
oraz grupy kontrolnej. Pozytywna reakcja wigzania przeciwciata zostala uwidoczniona w kolorze zielonym, jadra
komorkowe zostalty wybarwione w kolorze niebieskim za pomoca odczynnika DAPI. Zdjgcia-konfokalny
mikroskop laserowy (Olympus FV10i z obiektywem z wodna imersjg- 60x). (B) Densytometryczna analiza
intensywnosci fluorescencji (N= 30/grupa). W analizie statystycznej wykorzystano test U Manna-Whitneya. *,
p<0.05; *** P<0.001.

4.6.5 Wplyw adropiny na regulacje profilu transkryptomicznego komorek HACI15.

Do analizy transkryptomu wykorzystano mikromacierze Affymterix Gene Chip Human
Genome U219 Array Strips, ktore umozliwity jednoczesne zbadanie ekspresji ponad 34 tysiecy
gené6w. Badanie transkryptomu przeprowadzono 24 godziny po dodaniu do medium
hodowlanego ACTH, forskoliny lub adropiny. Profil transkryptomiczny poréwnywano z grupa
komoérek hodowanych w czystym medium (kontrola). Ogolny profil zmian transkryptomu
przedstawiono w postaci wykresu punktowego. Przyjeto nastepujace kryteria selekcji genow
réznicujacych: absolutna réznica w krotnosci ekspresji (fold) >2 oraz p po korekcie
wielokrotnego testowania < 0,05. Zgodnie z tymi kryteriami ekspresja tyko trzech genow ulegta
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obnizeniu po ACTH. Profil transkryptomu byl najsilniej regulowany przez forskoling gdzie 136
gendw bylo podwyzszonych a 61 obnizonych wzgledem grupy kontrolnej. Adropina
prowadzita do spadku ekspresji 6 gendow oraz wzrostu 31 genow.

ACTH / Kontrola
12.5
10.0 4
T 75 e obnizona ekspresja, N= 0
7
2 podwyzszona ekspresja, N= 3
5.0 ekspresja bez zmian, N= 34458
2.54
25 50 75 100 125
Kontrola
Forskolina / Kontrola
125
10.04
g ®
S 751 "‘ e obnizona ekspresja, N= 61
X > . .
[Z 2 e podwyzszona ekspresja, N= 136
(s} 4
w 90 “‘x ekspresja bez zmian, N= 34464
’.
2.54 2,
25 50 75 100 125
Kontrola
Adropina / Kontrola
10.04
L[]
®
g_ 7.5+ ° e obnizona ekspresja, N=6
% ) podwyzszona ekspresja, N= 31
< 501 J ekspresja bez zmian, N= 34624
251 -

25 50 75 100 125
Kontrola

Rycina 25. Wykres typu punktowego przedstawiajacy zaleznos¢ profili transkryptomicznych komérek HACI15
inkubowanych z ACTH, forskoling lub adroping. Poréwnanie przedstawiono migdzy ACTH a kontrola (gorny
panel), forskoling a kontrola (Srodkowy panel) oraz adroping a kontrolg (dolny panel). Kazdy punkt okresla
indywidualny gen. Geny o podwyzszonej ekspresji zaznaczono zielonym kolorem, natomiast geny o obnizonej
ekspresji - czerwonym. Geny uznane za nieréznicujgce zaznaczono szarym kolorem.

W celu okreslenia proceséw biologicznych, ktére najprawdopodobniej moga by¢ regulowane
przez adroping, ACTH lub forskoling, wykonano analiz¢ wzbogacenia genow roznicujacych w
obrebie grup ontologicznych bazy GO BP (ang. Gene Ontology Biological Process). Do
okreslenia roli genow roznicujacych wykorzystano baz¢ danych ontologii genéw David (ang.
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery), za posrednictwem pakietu
"RDAVIDWebService" jezyka programistycznego R. Przy wykorzystaniu pakietu "BACA"
otrzymane dane zwizualizowano na wykresach babelkowych (ang. bubble plot). Jako punkt
odcigcia dla wzbogaconych grup ontologicznych przyjeto p<0.05. Dla poréwnania ACTH
wzgledem kontroli nie wykazano wzbogacenia zadnej z analizowanych grup ontologicznych.
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Prawdopodobnie wynika to z faktu niewielkiej liczby gendw roznicujacych wprowadzonych
do analizy w tej grupie (N=3). W przypadku poréwnania forskoliny wzglgdem grupy kontrolnej
wykazano iz geny rdznicujace o podwyzszonej ekspresji wzgledem kontroli istotnie
uczestnicza w regulacji nastgpujacych grup ontologicznych: odpowiedz komoérkowa na
kortykoliberyng (ang. cellular response to corticotropin-releasing hormone stimulus),
wewnatrzkomoérkowa receptorozalezna $ciezka sygnalizacyjna (ang. intracellular receptor
signaling pathway), transdukcja sygnatu (signal transduction), oraz migracja neuronéw (ang.
neuron migration). Forskolina hamowala ekspresj¢ gendw uczestniczacych w rozwoju nerki
(ang kidney development). W przypadku analizy efektu wywieranego przez adroping
wzgledem grupy kontrolnej nalezy zauwazy¢, iz adropina istotnie statystycznie stymulowata
geny uczestniczace w odpowiedzi na nadtlenek wodoru (ang. response to hydrogen peroxide)
oraz hamowala ekspresje gendw uczestniczacych w nastepujacych procesach biologicznych:
tworzenie pgczkow mikrotubul (ang. microtubule bundle formation), cytokineza (ang.
cytokinesis), cytokineza mitotyczna (ang. mitotic cytokinesis). Z uwagi na niska liczebno$¢
genoOw roznicujacych, nalezy zaznaczyC, iz liczebno$¢ samych regulowanych grup
ontologicznych byta rowniez bardzo niska. Szczegdétowa analiza gendw uczestniczacych w
wybranych grupach ontologicznych przedstawiono jako wykres kotowy, gdzie geny w
poréwnaniu forskolina/kontrola przedstawiono na zewnatrz pod nimi geny poréwnania
adropina/kontrola. W przypadku adropiny zaobserwowano zahamowanie ekspresji gendéw
KIF20A (ang. kinesin family member 20A, zmiana krotnosci ekspresji=-2,19) oraz PLK1(ang.
polo-like kinase 1 zmiana krotno$ci ekspresji= -2,05). Wykazano tez podwyzszong ekspresje
genu ARRDC3 (ang. arrestin domain containing 3 zmiana krotnos$ci ekspresji= 2,25)

A B
GOTERM BP DIRECT
ACTH/Kontrola  Forskolina/ Kontrola Adropina/ Kontrola
No GO term -
GO:0071376~cellular response to corticotropin-releasing hormone stimulus - [ ]
GO:0042542~response to hydrogen peroxide - 1 [ ]
G0:0030522~intracellular receptor signaling pathway < [ ]
GO:0007165~signal transduction .
G0:0001822~kidney development R ]
GO:0001764~neuron migration < [ ]
G0:0001578~microtubule bundle formation 1 [ ]
GO:0000910~cytokinesis < []
G0:0000281~mitotic cytokinesis < 1 L[]
N
. " | | cytokinesis § g ;
Regulacja ekspresji:e hamowanie  stymulacja No:s@s@ . 16 signal transduction (‘)}’ g g

[] microtubule bundle formation
[ intracellular receptor signaling pathway
W cellular response to corticotropin-releasing hormone stimulus

Rycina 26. Analiza grup ontologicznych regulowanych przez badane substancje A) Wykres babelkowy przedstawiajacy
wzbogacone grupy ontologiczne gendw rdznicujacych w trzech analizowanych pordéwnaniach. Na wykresie przedstawiono
tylko te grupy ontologiczne, ktore spelniaja ustalone kryteria odcigcia (p <0,05). Wielko$¢ kazdego babelka odzwierciedla
liczbe genow uczestniczacych w danej grupie ontologicznej Czerwony kolor babelka oznacza, ze ekspresja genow, danej grupy
GO, jest podwyzszona, natomiast niebieski kolor odpowiada obnizonej ekspresji. B) Szczegdélowa analiza pigciu
wzbogaconych grup ontologicznych genéw z bazy danych DAVID GO BP, przedstawiona w postaci wykresu kolowego.
Symbole genéw rdznicujacych przedstawiono po lewej stronie wykresu wraz z ich warto$ciami fold change, odwzorowanymi
za pomocy skali kolorow (zielony = wyzsza ekspresja; czerwony = nizsza ekspresja). Kolor szary odpowiada ekspresji ponizej
wartos$ci odcigcia. Kolorowe linie taczace okreslaja przynaleznosci genéw do poszczegodlnych grup ontologicznych.
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5 Dyskusja

Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze szereg bioaktywnych peptydow takich jak:
adiponektyna, oreksyna, leptyna, ghrelina bierze udzial w regulacji homeostazy metabolicznej
organizmu, a takze wptywaja na funkcjonowanie nadnerczy (4,64—66). Efekt ten moze by¢
wywierany posrednio, poprzez o podwzgdrzowo-przysadkowo- nadnerczowa lub
bezposrednio oddziatujac na komorki kory lub rdzenia nadnerczy. Poza fizjologicznym
wplywem wyzej wymienionych peptydow, wykazano, iz moga one modulowaé procesy
patologiczne w tym nowotworzenie 1 w ten sposdb moga petic istotng funkcje w patogenezie
guzoéw nadnerczy. W tym kontekscie dos¢ dobrze opisano funkcj¢ ghreliny, gdzie wykazano,
iz ekspresja mRNA ghreliny jest podwyzszona w guzach nadnerczy ze szczeg6lng nadekspresja
w rakach nadnerczy. Dodatkowo wykazano takze iz sama ghrelina znaczaco, w sposob
dawkowo zalezny stymuluje proliferacj¢ i migracje¢ linii komorkowej H295R wywodzacej si¢ z
nowotworu nadnerczy (4). W niniejszej rozprawie doktorskiej zatozono hipoteze, ze adropina
réwniez moze pehic istotng rol¢ w patogenezie guzoéw nadnerczy. Ponad 10 lat badan nad
adroping dostarczyto wielu cennych informacji na temat modulowania przez nig metabolizmu
glukozy i lipidow, a takze wykazato jej wpltyw na proliferacje réoznych typow komorek.
Jednakze jej rola w patogenezie guzow nadnerczy nie byta wcze$niej przedmiotem badan.

Ogolnodostgpne bazy danych m.in. NCBI Gene dostarczajg informacji o ekspresji genu
ENHO w roznych ludzkich narzadach, réwniez w nadnerczach. Nalezy zwréci¢ uwage, iz
zarbwno gen kodujacy adroping (ENHO) oraz receptor - GPR19 ulegaja ekspresji w
nadnerczach cztowieka. Ekspresja ta nie jest znaczna, jednakze ze wzglgdu na fakt ekspres;ji
zarOwno receptora jak i samej adropiny w tym samym narzadzie, mozna przypuszczac, ze
potencjalny efekt wywierany przez adroping na nadnercza moze zachodzi¢ takze na drodze auto
lub parakrynowej. Do tej pory ekspresja genu ENHO na poziomie mRNA w chorobach
nowotworowych nie byta praktycznie poruszana w literaturze.

W badaniach zaprezentowanych w pracy doktorskiej pordwnano ekspresje genu kodujacego
adroping (ENHO) oraz jej receptora (GPR19) w nadnerczach prawidtowych oraz w r6éznych
typach guzéw nadnerczy. W tym celu wykorzystano skrawki nadnerczy pochodzace ze zmian
usunigtych pacjentom zakwalifikowanym do adrenalektomii z powodu stwierdzenia czynnosci
hormonalnej zmiany lub z powodu podejrzenia zlosliwosci guza. Wyniki uzyskano dzigki
metodzie qPCR. Nie otrzymano znaczacych réznic w poziomach ekspresji genu ENHO
pomiedzy poréwnywanymi grupami guzéw. Podobnie bylo tez w pordwnaniu ekspresji
pomiedzy badanymi grupami guzéw, a grupg kontrolng. Jedynie nieznaczny wzrost poziomu
ekspresji genu ENHO mozna zauwazy¢ pomigdzy grupa raka kory nadnercza, a kontrolag. Warto
zwréci¢ roOwniez uwage, ze najnizszy poziom ekspresji genu ENHO wystapil w grupie
mielolipoma- guzach, ktore sa nieaktywne hormonalnie. Nalezy jednak podkresli¢, ze
otrzymane wyniki dla ekspresji genu ENHO na poziomie mRNA byly nieistotne statystycznie.
Badania wstepne obejmujace mniejszg grup¢ pacjentdw rowniez wskazywaty na podwyzszenie
poziomu ekspresji w przypadku grupy raka kory nadnerczy, dodatkowo wskazywatly na wzrost
ekspresji w grupie adenoma. Jednak analiza wigkszej ilo$ci przypadkéw adenoma, lecz dalej
niskiej, dokonana w niniejszym doktoracie, tego nie potwierdzita. W zwigzku z powyzszym
nalezy zwrdci¢ uwage na podstawowe ograniczenie przeprowadzonych badan. Ograniczeniem
tym jest stosunkowo niewielka liczebnos$¢ grup poddanych badaniu. Ograniczenie to jest istotne
w odniesieniu do ekspresji genéw w typach guzow ktore cechujg si¢ dos¢ znaczng heterologia,
a niewatpliwie guzy i nowotwory nadnerczy naleza do takiej grupy. By¢ moze pdzniejsze
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badania na wigkszej liczbie guzéw nadnerczy pozwolg na bardziej jednoznaczng oceng
ekspresji genu ENHO w réznych typach guzéw nadnerczy cztowieka. Niestety w bazie TCGA
wystepuja tylko profile transkryptomiczne dla raka nadnercza, a brak jest danych dla grupy
kontrolnej, czy chociazby dla fragmentow nadnerczy przylegtych do zmiany nowotworowe;j.
W zwiazku z powyzszym nie mozemy odnie$¢ otrzymanych wynikow do baz referencyjnych.
Jak wiadomo rak nadnerczy jest wysoce ztosliwy i wywodzi si¢ z komorek kory, w ktérych
zachodzi steroidogeneza (12,63). W niniejszych badaniach wigkszos¢ guzow ACC wykazywata
aktywno§¢ hormonalng. W sytuacji, gdyby wyniki okazaty si¢ istotne statystycznie
podwyzszony poziom ekspresji genu ENHO na poziomie mRNA moéglby $§wiadczy¢ o udziale
adropiny w rozwoju guzow wywodzacych si¢ z kory nadnercza o wysokiej zto§liwosci oraz
przemawiaé za potencjalnym wptywem adropiny na steroidogeneze nadnerczowa. W dalszej
czesci badania pordwnano ekspresje genu kodujacego receptor (GPR19) w nadnerczach
prawidtowych oraz w réznych typach guzéw nadnerczy. W przypadku genu potencjalnego
receptora dla adropiny- GPR19 poziom ekspresji byl istotnie statystycznie podwyzszony
wzgledem grupy kontrolnej w grupach: adenoma, mielolipoma, carcinoma. W przypadku
hiperplazji nadnerczy ekspresja GPR19 réwniez byta podwyzszona, ale byla ona nieistotnie
statystycznie. Dla guzéw pheochromocytoma nie wykazano réznic w poziomie ekspresji
mRNA GPR19 w odniesieniu do grupy kontrolnej. Grupy, w ktérych ekspresja GPR19 na
poziomie mRNA jest podwyzszona, mimo odmiennej struktury histologicznej, posiadaja ceche
wspolng- obecnos$¢ kropli lipidowych w cytoplazmie. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze krople
lipidowe w zaleznosci od grupy wystepuja w zréznicowanej ilosci. Jak powszechnie wiadomo
wewnatrzkomoérkowe krople lipidowe sa magazynem estrow cholesterolu, ktory jest
prekursorem nadnerczowej steroidogenezy (67). Charakterystyczna dla struktury histologicznej
guzoé6w adenoma jest obecno$¢ mikroskopijnych kropel lipidowych wewnatrz cytoplazmy. Sa
one obecne w najbardziej typowych przypadkach adenoma, jednak wedtug dostepnej literatury
od 10. do 40. procent tego typu guzdéw jest uboga w lipidy (68).

W prowadzonych badaniach blisko potowa z badanych 41 gruczolakéw kory nadnercza
wykazywata aktywno$¢ hormonalng. Mielolipoma zbudowana jest z dojrzatych elementow
tkanki tluszczowej oraz sktadowych hematopoetycznych szpiku kostnego. Nawet w potocznym
mianownictwie mozna si¢ spotkaé¢ z nazwg szpiczakotluszczak (69). Struktura histologiczna
raka kory nadnerczy réwniez posiada krople lipidowe jednak nalezy podkresli¢, ze sa one
najmniej liczne w poréwnaniu do mielolipoma czy adenoma. Rak kory nadnercza w 50-70
procentach przypadkdéw wykazuje czynnos$¢ hormonalna(67). W naszym materiale w 8 z 13
badanych rakéw stwierdzono nadprodukcj¢ kortyzolu lub/i androgenow.

Wspo6lna cechg dla adenoma oraz carcinoma jest rowniez fakt, iz wystepuja w korze nadnerczy.
Ekspresja GPR19 w przypadku guza wywodzacego si¢ z rdzenia nadnerczy -
pheochromocytoma, nie roznita si¢ od ekspresji GPR19 w grupie kontrolnej. Co potwierdza
sugesti¢, iz GPR19 na poziomie mRNA moze wigzaé si¢ z obecnoscig lipidow w guzach, a
takze ma zwigzek z ich lokalizacja i pochodzeniem guza. Przedstawiona wyzej analiza wymaga
jednak dalszych badan, w celu jej weryfikacji. W przysztosci warto przeanalizowaé wigksza
grupe badanych guzow, a takze przesledzi¢ ich doktadng morfologie i budowe histologiczng w
odniesieniu do ekspresji GPR19. Przeglad literatury dostarcza kilku informacji na temat
ekspresji GPR19 w innych typach nowotwordéw. Dotyczy to m.in. badan na ludzkiej linii
komorkowej raka piersi MDA-MB-231 (ATCC® HTB26™), w ktorej wykazano wzrost
ekspresji GPR19 (45).

W dalszej czgséci badan okreslono stezenie adropiny wydzielonej do krazenia u pacjentow z
omawianymi guzami oraz w grupie osob zdrowych. Uzyskano wyniki, ktore cze§ciowo
pokrywaja si¢ z oméwiong wyzej ekspresja genu ENHO na poziomie mRNA. Mianowicie tak,
jak w przypadku ekspresji genu ENHO nie wykazano istotnie statystycznie rdznic badanych
grup wzgledem kontroli, tak rowniez w przypadku stezenia krazacej adropiny nie wykazano
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znaczacych roznic wzgledem kontroli we wszystkich badanych grupach. Nie wykazano
réwniez znaczacych réznic w poziomie st¢zen pomi¢dzy badanymi grupami. St¢zenie adropiny
w grupie kontrolnej, u 0oséb zdrowych wyniosto 1330.6 pg/ml (1,3 ng/ml). Gdzie opublikowane
prace donosza, ze standardowe stg¢zenie adropiny we krwi miesci si¢ w przedziale 3,5-10 ng/ml
(41,42). Inne dane pozwalaja na rozszerzenie tego zakresu. Nergiz 1 wspotautorzy prezentuja
wlasne badania, gdzie postuguja si¢ grupa kontrolng w postaci surowic pochodzacych od
zdrowych kobiet, a oznaczone za pomocg metody ELISA stezenie adropiny w tej grupie miesci
si¢ w zakresie od 1 do 2 ng/ml (70).
Istnieja tylko nieliczne dane literaturowe dotyczace stezenia adropiny wydzielanej do krwi u
pacjentéw z innymi chorobami nowotworowymi, jak rak endometrium czy rak piersi (70,71).
W realizowanych badaniach dodatkowo przeanalizowano, jak zmienia si¢ st¢zenie
wydzielonej do krwi adropiny u pacjentow z rakiem kory nadnercza przed leczeniem oraz po
usunie¢ciu chirurgicznym guza. Grupa badana ze wzgledu na rzadko$¢ wystepowania raka kory
nadnercza ograniczona byla tylko do 7 préb. Kolejnym ograniczeniem wpltywajacym na
liczebnos¢ grupy byla kwestia materiatu do badan, ktory we wszystkich przypadkach musiat
by¢ pobrany w ten sam sposob. Uzyskano jednak wyniki istotne statystycznie. Pacjenci z
rakiem kory nadnercza przed leczeniem mieli nizszy poziom st¢zenia adropiny we krwi w
porownaniu do odpowiednich wynikow po zabiegu chirurgicznym usunig¢cia guza. Wprawdzie
badania Nergiza i Tuny nie poréwnuja st¢zenia adropiny przed i po zabiegu w raku
endometrium czy piersi, jednak jasno wskazuja, ze poziom st¢zenia adropiny wydzielonego do
krazenia w przypadku obecno$ci nowotworu jest nizszy, niz w przypadku kontroli. Podobna
zalezno$¢ mozna zauwazy¢ w wyzej opisanych wynikach. Uzyskany wynik moze sugerowac,
ze adropina nie jest wydzielana w zauwazalnych ilo$ciach przez patologicznie zmienione
nadnercza, gdyz po adrenalektomii jej poziom wzrasta. Otrzymany wynik jest jednak zgodny z
profilem ekspresji genu ENHO oraz danymi sugerujacymi, iz gtéwnym zréodlem wydzielanej
do krazenia adropiny jest watroba (40). Otrzymane dane sugeruja, ze nadnercza nie sg istotnym
zrédlem wydzielanej adropiny u czlowieka. Wzrost st¢zenia adropiny po adrenalektomii moze
wynika¢ z poprawy profilu metabolicznego, w przypadku zmian hormonalnie czynnych.
Wpltyw moze mie¢ réwniez wiaczone leczenie mitotanem lub objawy uboczne z nim zwigzane,
jak hipercholesterolemia.
W nastepnej czesci badan dokonano okreslenia zalezno$ci miedzy nadnerczowa ekspresja
ENHO, GPR19, a zebranymi danymi klinicznymi pacjentow oraz ekspresja innych genow.
Wykorzystano w tym celu wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona, a dla wszystkich danych
dokonano lacznie 30 analiz dla kazdego genu. Kluczowym wynikiem jest wystepowanie silne;j
dodatniej korelacji pomiedzy ekspresja genu GPR19, ekspresja genu ENHO wystepujacej we
wszystkich badanych grupach. Jest to informacja, ktéra $wiadczy o tym, ze w nadnerczach
ekspresja genu ENHO jak i receptora GPR19 ulega regulacji w podobny sposob, jednak kwestia
w jaki pozostaje dalej otwarta. Na chwile obecng wiemy, ze aktywacja GPR19 za
posrednictwem adropiny aktywuje szlak MAPK/ERK1/2 (45). Ta wyzej zaprezentowana
koregulacja w szczegolnosci podkresla zwigzek adropiny z jej receptorem. Ekspresja ENHO
oraz GPR19 silnie koreluje ze soba we wszystkich badanych grupach. Moze to §wiadczy¢ o
auto 1 parakrynowym wplywie adropiny na komoérki zaréwno rdzenia jak i1 kory nadnerczy
podczas procesu kancerogenezy.
Warto zwrdci¢ réwniez uwage na pozostate istotne statystycznie wyniki korelacji pomigdzy
ekspresja genu ENHO i1 GPR19, analizowanymi parametrami. Cz¢$¢ z nich wykazuje zwigzek
z regulacja steroidogenezy nadnerczowe;.
Pomiedzy ekspresja adiponektyny, a ekspresja genu EHNO, jak i GPR19 we wszystkich guzach
wystepuje korelacja. W przypadku zestawienia z ekspresja ENHO jest to staba korelacja
dodatnia, natomiast dla ekspresji GPR19 korelacja jest silnie dodatnia. Jako najprostsze
spostrzezenie mozna uznac, ze adroping oraz jej receptor faczy zwiazek z tkanka thuszczows.
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Zwiagzek pomigdzy dwoma hormonami widoczny jest réwniez w zakresie ich dzialania.
Adiponektyna jest hormonem polipeptydowym uznawanym za czynnik endokrynologiczny
uwalniany z tkanki tluszczowej. Pelni m.in.: funkcje przeciwzapalne, przeciwmiazdzycowe
oraz powoduje wzrost insulinowrazliwosci (72).
Z dziataniem przeciwmiazdzycowym rowniez mozna powigza¢ st¢zenie HDL. Butler i
wspotautorzy okresli Scista korelacje pomiedzy adroping osoczowa, a stezeniem HDL,
sugerujac powigzanie pomi¢dzy adroping i metabolizmem lipidow. W przypadku niniejszej
pracy, spodziewano si¢ podobnych wynikow, w odniesieniu do ekspresji nadnerczowe;j
adropiny. Jednak uzyskane wyniki nie spetnialy zatozen istotnosci statystycznej. Pomiedzy
ekspresja GPR19, a stezeniem HDL wykazano dodatnig korelacje¢ istotng statystycznie.
Ponadto dodatniag korelacj¢ Pearsona wykazano pomigdzy stezeniem siarczanu
dehydroepiandosteronu (DHEAS) we krwi pacjentéw, a nadnerczowg ekspresja genu ENHO w
omawianych guzach. Zwazywszy na to, ze siarczan dehydroepiandrosteronu jest hormonem
steroidowym wytwarzanym przez nadnercza, a jak wykazano w badaniach prowadzonych na
modelu komérkowym adropina ma hamujacy wplyw na steroidogenezg, nalezy przeanalizowac
ten aspekt w przysztosci.
Ujemng korelacje wykazano pomigdzy ekspresja ghreliny, a ekspresja GPR19. Jak wiadomo,
ghrelina jest endogennym ligandem stymulujagcym wydzielanie hormonu wzrostu. Poprzez
swoje dzialanie wptywa na homeostaze energetyczng organizmu. Jej rola zostata réwniez
wpisana w regulacje procesOw dotyczacych progresji raka nadnerczy. Jak wczesniej
wspomniano nadekspresja ghreliny zostata wykazana w guzach nadnerczy, szczegolnie w raku
kory nadnercza (4). Ghrelina swoj efekt fizjologiczny wywieraja rdwniez przez receptor z
rodziny GPCR- GHSR (receptor pobudzajacy wydzielanie hormonu wzrostu)(73-75).

Zbadano réwniez zalezno$ci migdzy stezeniem wydzielonej adropiny do krwi, a zebranymi
danymi klinicznymi. Zalezno$¢ okre$lona zostata jak wczesniej, za pomoca wspotczynnika
korelacji liniowej Pearsona. Uzyskano tylko jeden wynik istotny statystycznie, sposrod 29
wykonanych analiz. Jednak bardzo znaczacy, spdjny z wynikami uzyskanymi z zastosowaniem
modelu komoérkowego. Wynik dotyczy istotnie statystycznej korelacji ujemnej pomig¢dzy
stezeniem krazacej adropiny, a stezeniem kortyzolu w godzinach porannych- pobranie
materiatu do badan godzina 8.00. Wyniki dotycza pacjentéw z guzami adenoma, carcinoma,
mielolipoma i pheochromocytoma. Korelacja sugeruje, ze adropina wptywa na aktywnos$¢ kory
nadnerczy, powodujac obnizenie poziomu st¢zenia kortyzolu prawdopodobnie poprzez
hamowanie steroidogenezy. Zostalo to rowniez wykazane w badaniach opartych na modelu
komoérkowym, oméwionych w dalszej czesci dyskusji.

Wykonanie analiz przezycia zwigzanych z ekspresja ENHO oraz GPR19 przy
wykorzystaniu krzywych Kaplana-Meiera dla 94 przypadkéw raka kory nadnercza z bazy
TCGA pokazato pewien rozrzut w wynikach ekspresji obu gendéw. Rozrzut w wynikach
ekspresji byl rowniez widoczny w prezentowanych badaniach wlasnych. Najprawdopodobnie;j
jest to wynikiem tego, ze zaro6wno poziom ekspresji ENHO, jak i krazacej adropiny jest
modulowany przez rézne czynniki. Migdzy innymi moze to by¢ sktad diety, wiek, ple¢ jak i
réwniez sama heterogenno$c nowotworow nadnerczy (76). Badane grupy pod wzgledem wyzej
wymienionych czynnikow moga by¢ niejednorodne. Analiza przezycia zwigzana z ekspresja
genu ENHO wykazata, ze poziom ekspresji tego genu nie ma istotnego statystycznie wplywu
na przezywalno$¢ pacjentow. Natomiast ekspresja genu GPR19 wplywa na przezycie
pacjentéw. Wiadomym jest, ze rodzina biatlek GPCR odgrywa istotng rol¢ w przebiegu raka
poprzez zaréwno poprzez stymulacje jak i hamowanie jego rozwoju. Wiaczajac w to
proliferacje, migracj¢, inwazj¢ i przerzuty, a takze przezywalno$¢ (77). A to z kolei znajduje
przetozenie na stan kliniczny, komfort i czas zycia pacjenta. W omawianym przypadku analiza
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wykazala, ze niski poziom ekspresji GPR19 wiaze si¢ z dluzszym czasem przezycia pacjentow.
Co mogloby wskazywaé, ze w przypadku raka kory nadnerczy niska ekspresja GPR19 moze
stanowi¢ pozytywny czynnik prognostyczny w przebiegu raka kory nadnerczy. Powyzszy
wniosek wymaga jednak dalszych badan. Wysoka ekspresja genu GPR19 moze takze stanowi¢
czynnik uwrazliwiajacy komorki nadnerczy na krazaca adroping. Zwigkszenie ekspresji
receptora na powierzchni nowotworowych komoérek nadnerczy moze prowadzi¢ do
zwigkszenia intensywnosci interakcji adropina- receptor GPR19 co moze prowadzi¢ do
stymulacji podziatéw komorek nowotworowych. Z powyzsza hipoteza sa zgodne nasze wyniki
badan z wykorzystaniem linii komoérkowej wywodzacej si¢ z nowotworow nadnerczy -
HACIS, gdzie wykazano, iz adropina istotne stymuluje proliferacje hodowanych komorek.

W dalszej czgsci dyskusji omoéwione zostang wyniki badan z zastosowaniem modelu
komorkowego.

Zastosowanie w niniejszych badaniach metod z wykorzystaniem komercyjnej linii
komoérkowej HAC15 pozwolilo na weryfikacje wezesniejszych zatozen dotyczacych adropiny
jako peptydu petnigcego znaczaca rolg w biosyntezie hormondw kory nadnerczy. W dostepnych
badaniach naukowych o réznych zatozeniach, ale postugujacych si¢ ludzkimi liniami
komoérkowymi raka kory nadnercza czg¢$ciej mozna spotkaé si¢ z wykorzystaniem komercyjne;j
linii NCI-H295 (78,79). American Type Culture Collection prezentuje linic HAC15 jako
wyodrebniong klonalnie z komoérek NCI-H295r, ktore zaadaptowano z linii komorek
pluripotencjalnego raka kory nadnercza NCI-H29. Do prezentowanych badan wybrano model
linii komorkowej HAC15. Zadecydowaty cechy réznigce komérki HAC15 od komorek linii, z
ktérej si¢ wywodzi. Mianowicie zdolno$¢ reagowania na ACTH, bardziej stabilny fenotyp
steroidogenny oraz dobra odpowiedz na forskoline (80).

Wiadomym jest, ze hormony kory nadnerczy powstaja w procesie steroidogenezy. W jej
wyniku powstaja biologicznie aktywne hormony: mineralokortykoidy, glukokortykoidy i
androgeny. Czg¢$¢ z guzéw nadnerczy wywodzi si¢ z komodrek steroidogennych 1 moze
powodowa¢ nadprodukcje wyzej wymienionych hormonéw steroidowych. To z kolei moze
powodowac rozne zespoly kliniczne m.in. zespdt Cushinga, zaburzenia powodujace nadmiar
androgenow nadnerczowych, pierwotny aldosteronizm (81). Z tego tez wzglgedu kolejnym
punktem prowadzonych badan byla ocena roli adropiny w podstawowe;j funkcji fizjologiczne;j
komorek kory nadnercza. W badaniach sprawdzono jak adropina wplywa na wydzielanie
aldosteronu oraz kortyzolu przez komérki HAC15. Komorki raka kory nadnerczy linii HACI15
dzigki swoim wlasciwosciom do wydzielania mineralokortykoidoéw, glukokortykoidow i
androgenow doskonale sprawdzily si¢ przy weryfikowaniu hipotezy jakoby adropina
odgrywatla znaczaca rolg¢ w procesie nadnerczowej steroidogenezie. Otrzymano istotne wyniki,
ktére wskazujg na to, ze adropina obniza sekrecj¢ zarowno aldosteronu jak i kortyzolu. St¢zenia
obu hormonéw w hodowli HAC15 traktowanej adroping w stezeniu 10 M sg znacznie nizsze
w odniesieniu do grupy kontrolnej. Po dokonanym przegladzie literaturowym okazuje si¢, ze
brakuje badan dotyczacych bezposredniego wptywu adropiny na regulacje steroidogenezy
nadnerczowej. Wiedzac jak dziata mechanizm regulacji osi podwzgorzowo- przysadkowo-
nadnerczowej stworzony zostal model kontroli pozytywnej dla komorek HACIS z
wykorzystaniem ACTH. Tak, jak oczekiwano model potwierdzil wzrost poziomu sekrecji
hormonoéw przez komoérki HAC1S, po stymulacji ACTH. Jednak byl on nieznaczny.
Dodatkowo sprawdzony zostal inny model kontroli pozytywnej. Badane komorki potraktowane
zostaly forskoling. Jest to diterpen wyizolowany z indyjskiej rosliny Coleus forskohlii, o
potwierdzonym wplywie na regulacje biosyntezy steroidow poprzez zwigkszenie
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wewnatrzkomorkowego cAMP droga aktywacji cyklazy adenylowej (82,83). Z tego powodu
zastosowanie forskoliny znajduje zastosowanie w badaniach nad steroidogenezg. Asif i
wspotautorzy zajmowali si¢ badaniem efektu forskoliny na sekrecj¢ kortyzolu w hodowli
komoérkowej NCI- H295R, z ktorej to wywodzi si¢ hodowla uzyta w badaniach w niniejsze;j
rozprawie doktorskiej. W badaniach Asifa i wsp. Za pomoca metody RIA wykazano, ze
forskolina znaczaco zwigksza sekrecje kortyzolu w badanej grupie komodrek (84). Réwniez
Taylor i wspotautorzy w swoich badaniach dotyczacych wptywu syntetycznego HDL na
steroidogeneze komorek HAC15, wytypowali grupe¢ traktowang forskoling jako grupe kontroli
pozytywnej. Opisane przez nich wyniki wskazywatly na wzrost sekrecji kortyzolu przez
omawiane grupy komorek (85). W niniejszej pracy uzyskano podobne wyniki. Efekt wplywu
forskoliny na poziom sekrecji hormonéw w grupie badanej HAC15 przedstawiat si¢ jako
dwukrotny wzrost st¢zenia aldosteronu i kortyzolu wzgledem kontroli.

W  prezentowanej rozprawie doktorskiej poshluzono si¢ jeszcze jednym modelem
komoérkowym. Wykorzystano pierwotng hodowlg komorek adrenocarcinoma. Tak jak w wyzej
oméwionym modelu, réwniez w modelu hodowli pierwotnej zaobserwowano obnizenie
sekrecji kortyzolu pod wptywem adropiny oraz zwigkszong sekrecje kortyzolu po stymulacji
ACTH komoérek hodowli pierwotnej adrenocarcinoma. Udowodnione w powyzszych uktadach,
hamujace dziatanie adropiny dostarcza istotnych informacji o wptywie omawianego biatka na
regulacje procesu steroidogenezy w guzach nadnerczy. Przede wszystkim wskazany zostaje
ogbélny- hamujacy mechanizm dziatania biatka. Adroping mozna zaliczy¢ do szeregu
aktywnych peptydow wpltywajacych na aktywno$¢ kory nadnerczy poprzez bezposrednie
hamowanie steroidogenezy. Podobne, hamujace dziatanie na proces steroidogenezy
nadnerczowej wykazuja: przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ANP) (86), torebkowy peptyd
antysteroidogenny (BASP) (87), peptyd natriuretyczny typu B (BNP) (88) oraz tyreotropina
(TRH) (89).

Wiadomym jest, ze cholesterol petni role prekursora, w procesie powstawania hormonow
steroidowych. Liczne modyfikacje jego struktury oraz dostepnos¢, odpowiadaja za powstanie
steroidow kory nadnerczy. Proces jest mozliwy dzigki enzymom pelnigcym S$ci§le okre§lone
funkcje (61,81). Majac na uwadze fakt, w jaki adropina wptywa na wydzielanie kortyzolu 1
aldosteronu postanowiono pozna¢ wplyw omawianego peptydu na ekspresje gldéwnych
enzymow steroidogenezy na poziomie bialka. Dokonano pétilosciowej analizy ekspresji
STAR, CYP11A1l oraz CYP11BIl na poziomie biatka w hodowli HACI5, za pomoca
immunofluorescencji z wykorzystaniem odpowiednich przeciwcial. Zaré6wno STAR, jak i
CYPI11A1 sa obecne we wszystkich strefach kory nadnerczy. STAR odpowiada za transport
cholesterolu z mitochondrialnej blony zewnetrznej do wewnetrznej, gdzie CYP11A1 dokonuje
przeksztalcenia cholesterolu w pregnenolon, ktory jest zwigzkiem wyjsciowym dla reszty
hormonow steroidowych. Mozna podsumowac, ze dwa wyzej wymienione enzymy biorg udziat
w zapoczatkowaniu steroidogenezy. Z kolei CYP11B1 jest enzymem markerowym dla strefy
pasmowatej odpowiedzialnym za konwersje 11-deoksykortyzolu w kortyzol (56,61,81).
Obecne badania w hodowli HACI15 poddanej dziataniu adropiny ujawnily istotny spadek
ekspresji biatka STAR oraz CYP11A1 wzglgdem kontroli. W przypadku biatka CYP11B1 nie
odnotowano znaczacych roznic wzglgdem kontroli, wynik nie byl istotny statystycznie.
Konsekwentnie sprawdzono réwniez dziatanie forskoliny oraz ACTH w takim samym modelu
badania. Efektem dziatania forskoliny byt wysoki wzrost ekspresji bialek CYP11A1 i STAR
wzgledem kontroli. Natomiast dla CYP11B1 nie odnotowano znaczacych zmian w ekspres;ji
wzgledem kontroli, wynik nie byt istotny statystycznie. Dla ACTH wzrost ekspresji wystgpuje
w przypadku kazdego z badanych enzymow. Jednak zmiany w ekspresji STAR sa najmniejsze.
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Powyzsze wyniki ekspresji biatka mozna zestawi¢ z wynikami sekrecji hormonow przez
komorki z hodowli HACI15. Warto zauwazy¢, ze efekt, ktory wywiera adropina na komorki
raka kory nadnercza jest taki sam zardwno, jesli chodzi o ekspresje kluczowych enzymow
steroidogenezy na poziomie biatka, jak i o sekrecj¢ hormonéw. W obu przypadkach adropina
wykazuje hamujace dziatanie. Zahamowanie o r6znym nasileniu ekspresji enzymow bioracych
udzial w transporcie i poczatkowych przeksztalceniach cholesterolu przektada si¢ na
zmniejszong lub zahamowana produkcje hormondéw steroidowych. W przypadku forskoliny i
ACTH powyzsze wyniki rOwniez wpisuja si¢ we wczesniej przedstawiony trend, zgodny z
fizjologiag nadnerczy. Jak juz wcze$niej wspomniano, wiele guzéw nadnerczowych moze
powodowa¢ nadprodukcje hormonow steroidowych, stad rola adropiny w regulacji
steroidogenezy nabiera ogromnego znaczenia. W przypadku uzyskania wyniku istotnego
statystycznie Interesujagcym mogtby wydawacé si¢ przypadek wptywu adropiny na regulacje
biatka CYP11B1, gdzie ekspresja jest praktycznie niezmieniona wzgledem kontroli. Majac na
uwadze fakt, ze hiperplazja nadnerczy moze by¢ powodowane mig¢dzy innymi poprzez
niedobory enzymatyczne, jak np. CYP11BI, a tym samym nagromadzeniem si¢ 11-
deoksykortykosteronu, deoksykortyzolu oraz nadmierng produkcja aldosteronu (33,34,90),
nasuwa si¢ potrzeba glebszej analizy wptywu adropiny i dalszych badan w obrgbie grupy
hiperplazja.

Podczas prowadzenia badan sprawdzony zostat wptyw adropiny na proliferacj¢ komorek
nowotworowych HAC15. Wedlug danych literaturowych omawiany peptyd wplywa
stymulujaco na proliferacj¢ r6znych grup komorek. W badaniach na liniach nowotworowych
ludzkiego raka piersi MDA-MB-231 wykazano, ze adropina stymuluje proliferacje wyzej
wymienionych komorek. Powstaty wnioski, méwigce o tym, ze peptyd ten razem ze swoim
przypuszczalnym receptorem wptywa na ekspresj¢ E-kadheryny i promuje fenotyp nablonkowy
wykorzystujac szlak MAPK/ ERK1/2 w przypadku mezenchymalnego raka piersi (45,76)
Stymulujacy wplyw adropiny na proliferacj¢ wykazano rowniez w przypadku fibroblastow
3T3-L1, a takze pierwotnych komorek preadipocytow szczurzych poprzez szlaki sygnalne ERK
1/2 1 AKT (91). Wykazano réwniez, ze adropina poprzez indukowanie ekspresji NOS i
biodostepnosci NO powoduj¢ migracje¢ i proliferacj¢ komorek §rodbtonka, a takze przyczynia
si¢ do powstawania nowych naczyn (48). Shahjouei w SWOJeJ pracy przytacza badania, ktore
przestawiaja wplyw omawianego biatka migdzy innymi na neurogenez¢ i regeneracj¢
neuronow. Dzieje si¢ to poprzez aktywacje PI3K/Akt przez adroping, co wplywa na proliferacje¢
i cykl komorkowy komoérek nerwowych (52). W omawianej rozprawie doktorskiej do pomiaru
proliferacji komoérek nowotworowych raka kory nadnerczy z linii HAC15 pod wpltywem
adropiny wykorzystano metode z zastosowaniem xCelligence Real Time Cell Analyzer-
RTCA. Pomiar rejestrujacy zjawisko impedancji odbywat si¢ w uktadzie in vivo. Uzyskano
wyniki wskazujace na znaczny wptyw adropiny na hodowle HAC15, w odniesieniu do kontroli.
Istotny wzrost proliferacji grupy badanej zauwazono po dodaniu adropiny w 72 godzinie
trwania hodowli. Od tamtego momentu komoérki HAC wykazywaly zwiekszong zdolnos¢
proliferacyjng wzgledem grupy kontrolnej, ktéra to w 216 godzinie trwanie hodowli osiggneta
warto$¢ plateau dla proliferacji. Podczas gdy komorki HAC15 dalej wykazywaty dhugotrwatly
wzrost. W opublikowanych danych, ktorych jestem wspotautorka wykazaliSmy, ze ekspozycja
danej linii komodrkowej na badany peptyd wykazuje aktywnos$¢ proliferacyjna poprzez szlak, w
ktérym posredniczy ERK1/2 1 AKT.

Przy interpretacji wptywu adropiny na proliferacj¢ komodrek z fenotypem raka kory
nadnercza warto odnie$¢ si¢ do wynikow uzyskanych w analizie przezycia zwigzanej z
ekspresja ENHO oraz GPR19 przy wykorzystaniu krzywych Kaplana-Meiera, gdzie wykazano
gorsza przezywalnos$¢ pacjentow z wysoka ekspresja genu GPR19. By¢ moze $§wiadczy to, o
niekorzystnym wptywie adropiny na rozwdj choroby nowotworowe;.
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Kolejnym punktem dyskusji jest analiza profilu transkryptomicznego komoérek HACI1S,
wykonanego za pomoca mikromacierzy. Badanie pozwolito na ocen¢ molekularnych aspektow
wptywu adropiny, forskoliny i ACTH w hodowli HAC15. Wykorzystanie mikromacierzy
umozliwilo jednoczesne zbadanie okoto 35 tysigcy ludzkich transkryptow. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze profil transkryptomu byl najsilniej regulowany przez forskoling, w przypadku
ktérej 136 gendw byto podwyzszonych a 61 obnizonych wzgledem grupy kontrolnej. Adropina
prowadzita do spadku ekspresji 6 genéw oraz wzrostu 31 gendéw. Natomiast wplyw ACTH
przetozony zostal na obnizenie ekspresji tyko 3 genow. Aby uzyska¢ funkcjonalny profil genow
najsilniej regulowanych w doswiadczeniu i lepiej zrozumie¢ procesy biologiczne, w ktore sa
zaangazowane, zastosowano analiz¢ wzbogacenia genéw w obrebie grup ontologicznych bazy
GO BP oraz wykorzystano baz¢ danych ontologii genow David. Wyniki dostarczyly wielu
interesujacych informacji.

Dla grupy forskoliny porownanej wzgledem grupy kontrolnej wykazano, ze geny réznicujace
o podwyzszonej ekspresji wzgledem kontroli istotnie uczestniczag w regulacji nastgpujacych
grup ontologicznych: odpowiedz komorkowa na kortykoliberyne (ang. cellular response to
corticotropin-releasing hormone stimulus), wewnatrzkomorkowa receptorozalezna $ciezka
sygnalizacyjna (ang. intracellular receptor signaling pathway), transdukcja sygnatu (signal
transduction), oraz migracja neuronéw (ang. neuron migration). Forskolina hamowata
ekspresje gendw uczestniczacych w rozwoju nerki (ang kidney development). Szczegdtowa
analiza wzbogaconych grupach ontologicznych gendéw pozwolita na wytypowanie gendéw
réznicujacych. W grupie bioracej udziat w regulacji odpowiedzi komodrkowej na
kortykoliberyne oraz wewnatrzkomorkowej receptorozaleznej $ciezki sygnalizacyjnej mozemy
wyrozni¢ geny: NR4A2, NR4A1, NR4A3. Wymienione geny nalezg do rodziny receptorow
jadrowych wewnatrzkomorkowych czynnikéw transkrypeyjnych NR4A. Sg one zaangazowane
w proces stanu zapalnego, apoptoz¢ oraz kontrolg cyklu komoérkowego. Doniesienia
literaturowe wskazuja, ze NR4A1, znany rowniez jako Nurr77 jest indukowany w neuronach
uwalniajagcych hormon kortykotroping. A w odpowiedzi na stres indukuje o§ HPA. Nurr77
zostal wyizolowany jako czynnik transkrypcyjny zaangazowany w produkcje genow
kodujacych enzymy steroidogenne (92,93). Udowodniono réwniez, ze poziom ekspresji genéw
odpowiedzialnych za powstawanie aldosteronu, m.in. CYP11B2 jest regulowany
transkrypcyjnie przez Nurrl, czyli NR4A2 (94). Forskolina zdaje si¢ by¢ czynnikiem, w
odpowiedzi na ktory dochodzi do regulacji ekspresji gendéw steroidogenzy za pomoca
czynnikow transkrypcyjnych rodziny NR4A.

Analiza wzbogacenia gendw w analizowanych grupach ontologicznych dla grupy komorek
HACIS traktowanych ACTH nie wykazata zadnych genéw réznicujacych wzgledem kontroli.
Najprawdopodobniej jest to wynik matej liczby genow wprowadzonej do analizy oraz fakt, iz
receptor dla ACTH wykazuje bardzo matg aktywnos$¢ w komorkach linii HAC15.

Natomiast dla grupy traktowanej adroping analiza wzbogacenia gendw wzglgdem kontroli
istotnie statystycznie stymulowala geny uczestniczace w odpowiedzi na nadtlenek wodoru
(ang. response to hydrogen peroxide). Nadtlenek wodoru jest kluczowym metabolitem w
procesach powstawania stresu oksydacyjnego. Jednak coraz czesciej podkresla si¢ jego
metaboliczng 1 regulacyjng role. Bedac czasteczka przekaznika, nadtlenek wodoru,
wykorzystuje swoje wiasciwosci dyfundowania przez komorki oraz tkanki by wywieraé
dorazne efekty komorkowe (95). Skutkuje to zmianami ksztattu komorki, réznicowaniem i
proliferacja komorek. Ponadto procesy takie jak stany zapalne, rytm okotodobowy
wykorzystuja nadtlenek wodoru jako element sygnalizacyjny. W odpowiedzi na nadtlenek
wodoru modulowana jest aktywno$¢ wielu czynnikéw transkrypcyjnych (95,96). Gtéwnie
zwigzane sg one z funkcja proliferacyjnga, immunologiczng oraz metaboliczng. Dla przyktadu
takim czynnikiem transkrypcyjnym moze by¢ AP-1, ktory reguluje zard6wno procesy apoptozy,
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jak 1 proliferacji 1 r6znicowania komoérek. Dalej czynnik transkrypcyjny NRF2, ktéry m.in.,
reguluje metabolizm weglowodanow i lipidow (97,98). HIF-1 odpowiedzialny za angiogeneze
nowotworow, transportery glukozy oraz enzymy glikolityczne. W koncu czynnik
transkrypcyjny TP-53 zaangazowany w naprawe¢ DNA, badzZ proces apoptozy w odpowiedzi na
uszkodzenie. Mutacje w genie TP-53 przyczyniaja si¢ do wystapienia zespotu genetycznego
Zespot Li- Fraumeni, ktory predysponuje do wystapienia ACC (10,95,96). Przytoczone
przyktady, w szczegodlnosci zjawisko proliferacji komérkowej oraz procesy metaboliczne z
udziatem weglowodanow i lipidow, mogg wskazywac na efekty jakie adropina moze wywiera¢
na komorki raka kory nadnerczy poprzez stymulowanie genow uczestniczacych w odpowiedzi
na nadtlenek wodoru. Nalezy mie¢ jednak na uwadze fakt, Ze reaktywne formy tlenu przy
zachwianiu antyoksydacyjnych systeméw ochronnych, moga prowadzi¢ do powstawania stresu
oksydacyjnego. W procesach nowotworzenia moze przekladac si¢ to wzrost tempa proliferacji
czy tworzenie przerzutdéw. Uruchamiane moga by¢ wowczas mechanizmy kompensacyjne
prowadzace m.in. do procesu apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenie komorek.

Ponadto wykazano réwniez podwyzszong ekspresje genu ARRDC3 przynalezacego do grupy
ontologicznej zwigzanej z transdukcja sygnatow. Produktem genu ARRDC3 jest biatko 3
posiadajace domeng arrestynowa. Nalezy ono do rodziny alfa-arrestyn. Peini funkcje
adaptorowe i odgrywa role w regulacji receptorow adrenergicznych i innych receptoréw
sprz¢zonych z biatkiem G, w tym receptorow z rodziny GPCR (99). Jak wiadomo
nieprawidlowa ekspresja i aktywacja receptora sprz¢zonego z biatkiem G (GPCR) moze wigza¢
si¢ z inicjacja, progresja, a takze inwazyjno$cig oraz przerzutami nowotworu (77). Biatko 3
posiadajace domeng a-arestyny (ARRDC3) czgsciowo kontroluje sygnalizacje¢ i ruch GPCR.
Wedhug raportu pochodzacego z portalu BioGPS gen ARRDC3 wykazuje wysoka ekspresje w
wielu tkankach, w tym w nadnerczach. Dane literaturowe wskazuja gen ARRDC3 jako gen
supresorowy m.in. dla raka piersi. Opublikowane badania podaja, ze ekspresja ARRDC3 jest
obnizona w przypadku inwazyjnego raka piersi o typie podstawowym, a niska ekspresja
ARRDC3 koreluje z nawrotem guza i ztym rokowaniem pacjenta (100). Natomiast badania
omawianego genu w odniesieniu do raka jajnika prezentujg si¢ nieco inaczej. Wedlug badan
Chen i wspotautorow wysoka ekspresja ARRDC3 zwigzana byla ze stabym czasem przezycia
catkowitego 1 wolnego od progresji (101). Powyzsze informacje sugeruja, ze w zalezno$ci od
r6éznego stopienia ekspresji genu, mozemy spodziewac si¢ roznych efektow w zaleznosci od
rodzaju guza. Brakuje danych dotyczacych badan nad wptywem ekspresji genu ARRDC3 na
rozw0j 1 rokowanie w guzach nadnerczy. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki ukazujace
wysoka ekspresje ARRDC3 w komodrkach nowotworowych poddanych wptywowi adropiny
podkreslaja, ze adropina wywiera swoj efekt fizjologiczny poprzez receptor z rodziny GPCR.
Uzyskany wynik mozna odnie$¢ do wykonanej analizy przezycia z wykorzystaniem krzywych
Kaplana-Meiera dla 94 przypadkow raka kory nadnercza z bazy TCGA. Z analizy wynika, ze
pacjenci o niskiej ekspresji genu GPR19 cechuja si¢ istotnym statystycznie dtuzszym czasem
przezycia wzgledem pacjentow o wysokiej ekspresji genu GPR19. Jest to zgodne z teorig
mowigcg o tym, ze aktywacja GPR19 moze sprzyja¢ karcenogenzie i tworzeniu przerzutow.
Zatem prezentowane wyniki, a takze dane pochodzace z baz danych, mowigce o wysokim
poziomie ekspresji genu ARRDC3 w niezmienionej nowotworowo korze nadnerczy moga
stanowi¢ podstawe do dalszych badan. Migdzy innymi nalezatoby sprawdzi¢, jak wyglada
korelacja migdzy ekspresjami obu gendw w guzach nadnerczy.

Wedlug analizy wzbogacenia genow w analizowanych grupach ontologicznych, dla grupy
traktowanej adroping, do hamowania ekspresji doszlo w genach uczestniczagcych w
nastepujacych procesach biologicznych: tworzenie pgczkéw mikrotubul (ang. microtubule
bundle formation), cytokineza (ang. cytokinesis), cytokineza mitotyczna (ang. mitotic
cytokinesis). Szczegdtowa analiza ujawnia, ze zahamowaniu ulega ekspresja genéw KIF20A
oraz PLK1. Badania naukowe dowodza, ze gen KIF20A wykazuje zwigkszong ekspresje we
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wszystkich typach raka piersi i jest istotnie zwigzany ze ztym rokowaniem. Udowodniono, ze
zastosowanie inhibitoréw dla KIF20 znacznie hamuje wzrost komorek raka piersi (102). Shen
oraz wspotautorzy wykazali wzrost ekspresji KIF20 w raku pecherza. Potwierdzony zostat
réwniez zwigzek pomiedzy ekspresja genu, a tworzeniem przerzutow i ztym rokowaniem (103).
Ponadto wykazano, ze w przypadku guzéw nowotworowych zmniejszona ekspresja KIF20A
poprzez deformacje mikrotubul znacznie uposledza ruchliwo$¢ komorek oraz hamuje
powstawanie przerzutow (104). Gen PLK1 réwniez uwazany jest jako proonkogen. Nadmierna
ekspresja tego genu zostala wykazana w roznych typach raka u ludzi, takich jak glejak,
czerniak, rak tarczycy, rak ptaskonabtonkowy gltowy i szyi, rak jelita grubego, rak przetyku,
rak piersi, rak jajnika oraz rak prostaty (105). Interesujace moze by¢ powigzanie genu PLK1 z
produktem genu TP-53, biatkiem supresorowym p53. Wspomniane biatko moze dziataé
przeciw proliferacyjnie w przypadku guza tlumigc ekspresj¢ PLK1. Liu i wspotautorzy
analizujac zbiory danych TCGA stwierdzili, ze ekspresja PLK1 jest znacznie wyzsza w
nowotworach r6éznego typy z mutacjg TP-53, niz w przypadku nowotworoéw typu dzikiego TP-
53. By¢ moze jest to pewna podpowiedz dotyczaca dziatania adropiny, ktérg nalezy
zweryfikowa¢ w oparciu o inne badania. Zastanawiajace jest to, ze adropina ktora do tej pory
wykazywata wlasciwosci proliferacyjne w hodowli komérek HAC15, hamuje ekspresj¢ genow
odpowiedzialnych za regulacj¢ cyklu komorkowego. Podkresla to pewna rozbiezno$¢ w
dzialaniu adropiny. Pokazuje, ze rola badanego biatka w patogenezie réznego rodzaju guzow,
w tym guzow nadnerczy jest wielotorowa 1 wymaga dalszych badan. Niewykluczone jednak,
ze powyzszy wynik ukazuje efekt terapeutyczny dziatania adropiny. Nalezy mie¢ rowniez na
uwadze to, ze niska liczebno$¢ analizowanych gendéw réznicujagcych oraz samych
regulowanych grup ontologicznych mogta wptywac¢ na wynik badania.
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6 Whnioski

1. Ekspresja genu ENHO nie stanowi czutego i specyficznego markera umozliwiajacego
rozpoznanie poszczegbdlnych typéw guzow nadnerczy cztowieka. Ekspresja genu
GPR19 jest podwyzszona w kilku typach guzéw nadnerczy - adenoma, carcinoma oraz
mielolipoma, w zwiazku z czym ekspresja GPR19 nie moze peti¢ czutego i
specyficznego markera réznicujacego poszczegolne typy guzéw nadnerczy.

2. Adropina wydzielana przez nadnercza nie ma istotnego wplywu na st¢zenie tego
peptydu we krwi krazace;.

3. Brak zalezno$ci pomigdzy nadnerczowa ekspresja adropiny, a jej stezeniem w surowicy
dodatkowo potwierdza tez¢ o niewielkim znaczeniu ogdlnoustrojowym adropiny
produkowanej przez nadnercza. Sugeruje si¢ raczej jej dziatanie lokalne na poziomie
auto lub parakrynowym.

4. Silna dodatnia korelacja pomig¢dzy ekspresja genu ENHO, a ekspresja genu GPR19
$wiadczy o wspolnej regulacji ekspresji badanych gendéw. Zalezno$¢ wystepujaca
pomiedzy ekspresja wyzej wymienionych genéw obecna we wszystkich grupach
badanych guzéw moze potwierdza¢ auto lub/i parakrynowy mechanizm dziatania
adropiny w nadnerczach.

5. Dodatnia korelacja pomig¢dzy ekspresja badanych gendéw i/lub ujemna korelacja
pomiedzy stezeniem wydzielonej adropiny, a np. porannym st¢zeniem kortyzolu oraz
uzyskane wyniki in vitro sugeruja udzial adropiny w regulacji streoidogenezy
nadnerczowej poprzez jej hamowanie.

6. Adropina bezposrednio wplywa na steroidogeneze komorek raka kory nadnerczy
poprzez jej zahamowanie oraz obnizenie ekspresji kluczowych enzymow
steroidogenezy: CYP11Al, STAR, CYPI11BI, jak réwniez hamuje wydzielanie
kortyzolu i aldosteronu w modelu komorkowym. Otrzymany wynik pozwala zaliczy¢
adroping do grupy bioaktywnych bialek hamujacych steroidogenez¢ nadnerczows.

7. Adropina wplywa na proliferacj¢ komorek HAC15 reprezentujacych fenotyp raka kory
nadnercza co w powigzaniu z gorsza przezywalno$cia pacjentow z wysoka ekspresja jej
receptora, moze S$wiadczy¢ o jej niekorzystnym wpltywie na rozwdj choroby
nowotworowej natomiast niska ekspresja GPR19 moze stanowi¢ pozytywny czynnik
prognostyczny w przebiegu raka kory nadnerczy by¢ moze poprzez obnizong
wrazliwos$¢ komorek nadnerczy na obecng w srodowisku guza adroping.

Przytoczone powyzej wnioski pozwalajg stwierdzi¢, ze adropina oraz jej receptor petnig
istotng role w patogenezie guzoéw nadnerczy. Przeprowadzone badania, daja mozliwo$¢
wpisania adropiny w szereg bioaktywnych peptydow wptywajacych na procesy zachodzace w
nadnerczach, w tym nowotworzenie. Wydaje si¢, ze ten wptyw zachodzi lokalnie na drodze
auto/parakrynowej. Jednakze dokladny wplyw adropiny i jej receptora na etiopatogeneze
guzéw nadnerczy, dalej pozostaje niejasny.
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7 Suplement
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Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 14 czerwca 2018 r.

rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badari naukowych.

Kierownik projektu i glowny badacz: ~ dr n. med. Hanna Komarowska

Miejsce prowadzenia badari:
Katedra i Klinika Endokrynologii Przemiany Materii i Choréb
Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Czlonkowie zespolu
badawczego: dr hab. Marcin Rucinski prof. UM
mgr anal. med. Paulina Milecka
Temat badani:
,Analiza markeréw molekularnych zwigzanych z patogenezg guzéw
nadnerczy”.

Komisja podjela Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do

protokotu powyiszego badania, polegajgcych na wydzieleniu tematu rozprawy

doktorskiej mgr anal. med. Pauliny Mileckiej pt.: wAdropina i jej receptor w guzach
nadnerczy czowieka”, zgodnie : Aneksem nr 2 z dnia 14.06.2018r. do Uchwaly

Komisji Bioetycznej nr 255/15 z dnia 05.03.2015r.

Metodyka pozostaje bez zmian.

Przewodniczgcy Komisji

p A Gl
prof zw. dr hab. med. Pawel Chgcinski



Ado INFORMACJA DLA PACJENTA

Celem badan pt. ,,Analiza markeréw molekularnych zwigzanych z patogeneza guzow
nadnerczy” jest ocena czynnikOw uczestniczacych w patogenezie guzow nadnerczy na réznych
poziomach. Sa to nowatorskie badania majace na celu poszerzenie naszej wiedzy na temat guzow
nadnerczy. Mamy nadziej¢, ze badania te w przysztosci beda pomocne w diagnostyce, a by¢ moze i
leczeniu 0s6b z guzami nadnerczy.

Gloéwng warto$cig proponowanego projektu bedzie analiza zmian na poziomie DNA,
transkryptomu oraz mikro RNA w skrawkach nowotworowych ludzkich nadnerczy. Planowane
badania maja doprowadzi¢ do wykazania zalezno$ci pomi¢dzy zmianami w obregbie sekwencji
DNA, ekspresji mRNA oraz mikroRNA.

Analize t¢ przeprowadzimy w tkankach usuni¢tych guzow nadnercza. Badania nie beda
wigzaly si¢ z poszerzeniem zakresu operacji (material do badan begdzie pobierany z usunigtych
uprzednio w celach terapeutycznych guzéw).

Wybrane markery bedziemy rowniez ocenia¢ we krwi. W zwigzku z tym od kazdego
pacjenta zostanie dodatkowo pobrane 10 ml krwi. Krew bedzie pobierana przy okazji
wykonywania innych badan diagnostycznych.

Uczestnictwo w badaniu nie wigze si¢ z dodatkowym ryzykiem dla pacjenta. Nie
przewiduje si¢ dodatkowego ubezpieczenia. Pacjenci objeci beda rutynowym ubezpieczeniem
podczas hospitalizacji i leczenia ambulatoryjnego.

Udziat w badaniu jest dobrowolny. Pacjent ma mozliwo$¢ wycofania si¢ z badania na
kazdym etapie jego trwania z prawem dalszego leczenia w tej samej klinice.

Dane osobowe pacjenta nie beda przekazywane osobom trzecim. Wyniki badan beda

opublikowane bez podawania danych osobowych pacjenta.
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AdD FORMULARZ SWIADOMEJ ZGODY PACJENTA
Dobrowolnie wyrazam zgod¢ na udzial w badaniach pt. ,,Analiza markeré6w molekularnych
zwiazanych z patogeneza guzow nadnerczy.” Wyrazam zgode¢ na pobranie krwi w ilosci 10ml.
Wyrazam réwniez zgode¢ na wykonanie analiz molekularnych w tkance usunigtego guza.

Zostala mi udzielona usta oraz pisemna informacja na temat charakteru i celu
prowadzonych badan.

Wiem, ze mog¢ zadawac pytania osobie prowadzacej badanie i ze uzyskam na nie
odpowiedzi.

Wiem, ze moge odstapi¢ od udziatu w badaniu na kazdym jego etapie.

Wiem, Ze uczestnictwo w badaniu nie wigze si¢ z dodatkowym ryzykiem dla pacjenta.

Wyrazam zgodg, na przetwarzanie i opublikowanie wynikow otrzymanych badan.

Miejscowos¢ 1 data czytelny podpis pacjenta

czytelny podpis prowadzacego badanie
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Rycina 14. Wykres przedstawiajacy korelacj¢ Pearsona pomigdzy stezeniem siarczanu
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grupy: adenoma, carinoma, mielolipoma, pheochrmocytoma. Na wykresie postuzono si¢
skrotami literowymi, gdzie N = nieaktywny guz, A = guz wydzielajacy aldosteron, K= guz
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Rycina 19. Wykres liniowej korelacji pomigdzy st¢zeniem adropiny, a st¢zeniem kortyzolu w
godzinach porannych- pobranie godzina 8 rano, w przypadku surowic pacjentow z
uwzgledniemiem grup adenoma, carcinoma, mielolipoma i pheochromocytoma. .................. 50
Rycina 20. Analiza przezycia z wykorzystaniem krzywych Kaplana-Meiera dla 92 przypadkow
raka kory nadnercza z bazy TCGA. Dane dotyczace ekspresji ENHO i GPR19 zostaty
podzielone na grupe o wysokiej (powyzej mediany) i niskiej ekspresji (ponizej mediany). Po
lewej stronie przedstawiono profil ekspresji genow. RPKM (ang. Reads per kilo base per
MIllION MAPPEA TEAAS). ...eeeiiiiiieii ettt s te et e st e e b e saaeenseesneas 51
Rycina 21. Efekt dziatania adropiny w stezeniu 10® M na proliferacje hodowli komorek
HACI5. Na wykresie kolor niebieski reprezentuje grupe komoérek poddanych dziataniu
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Rycina 23. Wydzielanie kortyzolu przez komorki raka kory nadercza (ACC) w hodowli
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Rycina 24. Immunoekspresja STAR, CYP11Al, CYP11B1 w hodowli komoérek HACI1S.
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migdzy ACTH a kontrolg (gérny panel), forskoling a kontrolg (Srodkowy panel) oraz adroping
a kontrolg (dolny panel). Kazdy punkt okresla indywidualny gen. Geny o podwyzszonej
ekspresji zaznaczono zielonym kolorem, natomiast geny o obnizonej ekspresji - czerwonym.
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babelkowy przedstawiajacy wzbogacone grupy ontologiczne gendw roznicujacych w trzech
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10 Streszczenie

10.1 Streszczenie

Paulina Milecka
Adropina i jej receptor w guzach nadnerczy cztowieka

Istnieje szereg bioaktywnych peptydow bioragcych udzial w regulacji homeostazy
metabolicznej organizmu. Udowodniono takze ich wptyw na funkcjonowanie nadnerczy w
sposob posredni, poprzez 0§ podwzgdrzowo-przysadkowo- nadnerczowa lub bezposrednio
oddziatujac na komorki kory lub rdzenia nadnerczy. Wykazano rowniez, iz moga one
modulowac procesy patologiczne, w tym nowotworzenie. W niniejszej pracy zatozono
hipotezg, ze adropina - nowo poznany bioaktywny peptyd, moze modulowaé progresje guzow
nadnerczy a jej wydzielanie moze stanowi¢ czuly marker postepu choroby. W zwigzku z
powyzszym gtéwnym celem pracy jest zbadanie roli adropiny oraz jej receptora w patogenezie
poszczegdlnych typdéw guzéw nadnerczy: adenoma, carcinoma, pheochromocytoma,
myelolipoma, hyperplasia.

Cel realizowano poprzez porownanie ekspresji genu kodujacego adroping (ENHO) oraz jej
receptora (GPR19) w nadnerczach prawidtowych oraz w réznych typach guzoéw nadnerczy
(metoda qPCR). Nie uzyskano istotnych statystycznie wynikow dla ekspresji ENHO na
poziomie mRNA wzgledem kontroli, natomiast ekspresja genu GPR19 byla znaczaco wyzsza
w adenoma, carcinoma i mielolipoma w odniesieniu do grupy kontrolne;.

Nastegpnie poréwnano stezenia wydzielonej do krazenia adropiny, badanej w surowicy krwi
pacjentow z réznych typow guzéw nadnerczy w odniesieniu do grupy zdrowych oséb (kontrola)
(metoda ELISA). Uzyskano wyniki nieistotne statystycznie.

Dodatkowo poréwnano stezenia adropiny wydzielonej do krwi u pacjentow przed zabiegiem
chirurgicznego usunigcia raka kory nadnercza i po wykonanym zabiegu (metoda ELISA).
Uzyskano wzrost stezenia adropiny w surowicy krwi po usunigciu guza.

Za pomoca wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona okre$lono zaleznosci migdzy
nadnerczowg ekspresja genu ENHO, GPR19, a zebranymi danymi klinicznymi oraz ekspresja
innych genoéw. Przeprowadzono tacznie 30 analiz dla kazdego genu. Wykazano istotnie
statystycznie korelacje dla ekspresji genu ENHO w odniesieniu do ekspresji genu GPR19 oraz
adiponektyny i stezeniem DHEAS. Ekspresja genu GPR19 korelowala z ekspresja ENHO,
GHRL, adiponektyny oraz st¢zeniem: HDL.

Rowniez za pomoca wspolczynnika korelacji Pearsona zbadano zalezno$ci migdzy zbadanym
stezeniem wydzielonej adropiny, a zebranymi danymi klinicznymi m.in. BMI, glukoza, HDL,
LDL, TG (metody korelacji danych liczbowych). Korelacja wystapita pomigdzy stezeniem
wydzielonej do krazenia adropiny, a st¢zeniem kortyzolu z godziny 8:00 rano.

Ponadto poddano analizie dane z publicznej bazy TCGA by okresli¢ wplyw nadnerczowe;j
ekspresji ENHO oraz GPR19 na przezycie pacjentdéw z rakiem nadnerczy. Wykazano, ze
poziom ekspresji genu ENHO nie ma istotnie statystycznego wplywu na przezywalnos¢
pacjentdow, a pacjenci z niska ekspresja GPR19 cechujg si¢ istotnym statystycznie duzszym
czasem przezycia w odniesieniu do pacjentow z wysoka ekspresja genu GPR19.

Wykonano réwniez doswiadczenia z wykorzystaniem linii komorkowej HACI1S oraz
pierwotnej hodowli ACC.

Wykorzystujac metode z zastosowaniem xCelligence Real Time Cell Analyzer- RTCA
okreslono, ze adropina stymuluje proliferacj¢ komérek HACIS.
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Ponadto oznaczono stezenia aldosteronu i kortyzolu wydzielanego przez komorki HAC15 pod
wplywem dziatania adropiny (metoda ELISA). Wykazujac hamujacy wplyw adropiny na
proces steroidogenezy. Hamujacy wplyw adropiny na poziom kortyzolu (metoda ELISA)
wykazano réwniez w hodowli pierwotnej raka nadnerczy.

Nastepnie zbadano efekt dziatania adropiny sprawdzajac ekspresje, na poziomie biatka, genow
odpowiedzialnych za steroidogenezg: STAR, CYP11A1, CYP11BI1. W tym celu postuzono si¢
metoda immunofluorescencji. Istotny statystycznie spadek ekspresji wzgledem kontroli
uzyskano w przypadku biatka STAR oraz CYP11Al.

Zbadano rowniez wptyw adropiny na regulacj¢ profilu transkryptomicznego komérek HAC15.
Wykorzystano mikromacierze do zbadania ekspresji ponad 34 tysiecy genow. Adropina
podwyzszata ekspresje 31 gendw, a obnizata 6. By sprawdzi¢ jakie procesy biologiczne sa
regulowane przez adroping wykonano analiz¢ wzbogacenia gendw réznicujacych w obrebie
grup ontologicznych bazy GO BP. Do okreslenia roli genéw uzyto bazy danych ontologii
gendw - David. W przypadku analizy efektu wywieranego przez adroping wzgledem grupy
kontrolnej adropina istotnie statystycznie stymulowata geny uczestniczace w odpowiedzi na
nadtlenek wodoru oraz hamowata ekspresje gendow uczestniczacych w nastepujacych procesach
biologicznych: tworzenie peczkéw mikrotubul, cytokineza, cytokineza mitotyczna.
Najwazniejsze uzyskane wnioski:

e Ekspresja genu GPR19 jest podwyzszona w grupie guzéw wywodzacych si¢ z kory
nadnerczy: adenoma, carcinoma i mielolipoma wzgledem kontroli. W zwigzku z czym
ekspresja GPR19 nie moze peli¢ czutego i specyficznego markera roéznicujacego
poszczegolne typy guzoéw kory nadnerczy

e Silna korelacja pomigdzy ekspresja genu ENHO, a ekspresja genu GPR19 §wiadczy o
koregulacji genu ENHO 1 GPR19. Zalezno$¢ wystepujaca pomiedzy ekspresja wyzej
wymienionych gendéw obecna we wszystkich grupach badanych guzéw moze
wskazywac na auto i parakrynny wptyw adropiny na komorki rdzenia i kory nadnerczy
podczas procesu kancerogenezy.

e Adropina wptywa na proliferacj¢ komorek HAC15 reprezentujacych fenotyp raka kory
nadnercza co w powigzaniu z gorsza przezywalnoscia pacjentow z wysoka ekspresja jej
receptora, moze S$wiadczy¢ o jej niekorzystnym wptywie na rozwdj choroby
nowotworowej

10.2 Abstract

Paulina Milecka
ADROPIN AND ITS RECEPTOR IN HUMAN ADRENAL TUMOURS

There are a number of bioactive peptides involved in the regulation of metabolic homeostasis
in the body. They have also been shown to affect adrenal function indirectly, through the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, or by directly acting on the cortical or medullary cells. It
has also been shown that they are able to modulate pathological processes, including
carcinogenesis. In this dissertation, it was hypothesised that adropin, a newly discovered
bioactive peptide, may modulate the adrenal tumour progression, and that its secretion may
constitute a sensitive marker of disease progression. Therefore, the main objective of this thesis
is to investigate the role of adropin and its receptor in the pathogenesis of the following adrenal
tumour types: adenoma, carcinoma, pheochromocytoma, myelolipoma, hyperplasia.
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The aimed was to compare the expression of the gene encoding adropin (ENHO) and its
receptor (GPR19) in normal adrenal glands, as well as in different types of adrenal tumours
(qPCR method). No statistically significant results were obtained for ENHO expression at the
mRNA level compared to the control group, whereas GPR19 gene expression was significantly
higher in adenoma, carcinoma and myelolipoma in comparison to the controls.

Subsequently, the concentrations of adropin secreted into the circulatory system were analysed
in the serum of patients with different types of adrenal tumours as compared to a group of
healthy subjects (control) (using the ELISA method). The results were statistically insignificant.
In addition, adropin concentrations in the bloodstream of patients prior to and after a surgical
removal of adrenocortical carcinoma were compared (the ELISA method). An increase in the
serum adropin concentration following tumour removal was observed.

The Pearson's linear correlation coefficient was used to determine the relationships between
adrenal expression of ENHO gene, GPR19, and the clinical data collected, as well as the
expression of other genes. A total of 30 analyses were performed for each gene. Statistically
significant correlations were demonstrated for ENHO gene expression with regard to GPR19
and adiponectin gene expression and DHEAS concentration. GPR19 gene expression correlated
with ENHO, GHRL and adiponectin expression as well as with the concentrations of HDL.
The Pearson correlation coefficient was also applied to analyse correlations between the
secreted adropin concentration and the collected clinical data, including BMI, glucose, HDL,
LDL, TG (numerical data correlation methods). The correlation was found between the
concentration of the secreted adropin and the cortisol concentration at 8:00h.

In addition, data from The Cancer Genome Atlas (TCGA) were analysed to determine the effect
of the adrenal ENHO and GPR19 expression on the survival rates of adrenal cancer patients. It
was demonstrated that the level of ENHO gene expression does not have a statistically
significant impact on patients' survival, whereas patients with a low GPR19 expression show a
statistically significant longer survival period in comparison to patients with a high GPR19 gene
expression.

Experiments using HAC15 cell line and ACC primary culture were also performed.

Using the xCelligence Real Time Cell Analyzer (the RTCA method), it was determined that
adropin stimulates HAC1S5 cell proliferation.

Furthermore, the concentrations of aldosterone and cortisol secreted by HAC1S5 cells following
the exposure to adropin were found (the ELISA method) demonstrating the inhibitory effect of
adropin on steroidogenesis. The inhibitory effect of adropin on cortisol levels (the ELISA
method) was also revealed in the primary culture of adrenocortical carcinoma.

Subsequently, the impact of adropin at the protein level was evaluated by testing the expression
of genes responsible for steroidogenesis, i.e. STAR, CYP11Al, CYP11BIl. Thus, the
immunofluorescence method was applied. A statistically significant decrease in STAR and
CYP11A1 expression was observed in comparison to the control group.

The effect of adropin on the regulation of the transcriptomic profile of HAC15 cells was also
investigated. Microarrays were used to investigate the expression of over 34 000 genes. Adropin
upregulated the expression of 31 genes, whereas 6 genes were downregulated. In order to verify
which biological processes are regulated by adropin, the enrichment analysis of differential
genes within GO BP ontology database groups was performed. The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DAVID) was used to determine the role of genes. In
the analysis of the effect exerted by adropin with respect to the control group, adropin
significantly stimulated genes involved in the response to hydrogen peroxide, whereas it
inhibited the expression of genes involved in other biological processes, such as microtubule
bundle formation, cytokinesis, mitotic cytokinesis.

The following key observations have been made:
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GPR19 gene expression is upregulated in adrenocortical tumours, i.e. adenoma,
carcinoma and myelolipoma compared to the controls. Therefore, GPR19 expression
cannot serve as a sensitive and specific marker to differentiate between various types of
adrenocortical tumours.

The strong correlation between gene expression of ENHO and GPR19 indicates a co-
regulation between ENHO and GPR19 genes. The relationship between the expression
of the above-mentioned genes presents in all groups of tumours investigated may
indicate an auto- and paracrine effect of adropin on the adrenal medullary and cortical
cells in the process of carcinogenesis.

Adropin affects the proliferation of HACIS cells, a phenotype of adrenocortical
carcinoma which combined with poorer survival rates in patients with a high expression
of its receptor may indicate that it has a detrimental effect in tumour development.
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