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1. Bevezetés

A hypophysis daganatok az adenohypophysis
sejtjeibdl kiindulé gyakori intracranialis tumorok.
Eléfordulasi gyakorisdguk 16,7% (egy autopszias
vizsgalat 14,4%-o0s, mig egy radiologiai felmérés
22,5%-0s atlagos eloforduléasi gyakorisagot talalt a
vizsgalt populédcidoban). Bar e tumorok altalaban
joindulatuak, a hormon talprodukcidé és a daganat
térfoglaldsa miatt a mortalitas novekedésével jarnak.
A genetikai és epigenetikai valtozasok,
hormonstimulacio, novekedési faktorok és kérnyezeti
tényezOk mellett a megvaltozott mikroRNS (miRNS)
expresszionak is szerepet tulajdonitanak a hypophysis
adenomak patogenezisében. A mMiIRNS-ek 19-25
bazispar hosszisagi nem kodolo RNS-ek, amelyek a
cél-gének poszt-transzkripcios expresszidjat
szabalyozzak.

A mMiRNS-ek szamos alapvetd biologiai funkcid
szabalyozadsdban vesznek részt (mint példaul
sejtproliferacio, apoptozis, sejtadhézio és

metabolizmus), a tumorgenezis aktivatoraként —



onkomiR - vagy gatléjaként — tumor szuppresszor
mMiRNS-ek.

A hypophysis adenoma miRNS mintédzata alapjan
kovetkeztetni lehet a daganat altipusara, méretére,
agresszivitdsara, terapias valaszkészségére. Ezen
kiviil bizonyos miRNS-eknek szerepiik van a
hypophysis adenomak kialakulasaért felelés gének
szabalyozaséaban is.

A phaeochromocytomédk ¢és paragangliomdk a
mellékveseveld, szimpatikus illetve paraszimpatikus
idegrendszer kromaffin termeld sejtjeibdl kiinduld
daganatok. Bar mind a hypophysis adenomak mint a
phaeochromocytomak/paragangliomak (phaeo/PGL)
prevalenciaja  alacsony, eléfordulhat  egyiittes

kialakulasuk egy beteg esetében vagy csalddon beliil.

2. Célkitiizés
A vizsgalatok célja a hypophysis adenomék
kialakulasanak hatterében all6 genetikai tényezdk
megismerése.
Vizsgalat |: Azoknal a betegeknél, akiknél aryl

hydrocarbon receptor-interacting protein (AIP)-mutacid

3



van jelen, vagy az AIP fehérje szintje alacsony, a
szomatotropinomdk nagyobbak, invazivak és kevésbé
reagalnak szomatosztatin- (SS-) analdég terapiara.
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az alacsony AIP-
szint ~ Osszefliggésben 4ll a  szomatotropinomak
viselkedésével. Célunk az AIP fehérje miRNSek altal
tortént szabalyozdsdnak vizsgalata volt sporadikus
szomatotropinomak esetében.

Vizsgalat 11: A hypophysis adenoméak ¢és phaeo/PGL
egyiittes el6fordulasa nagyon ritka, és nem jellemzd
egyik klasszikus endokrin neoplasia szindrémdara sem.
Vizsgéalatunkban a phaeo/PGL kialakuldsaban szerepet
Jatszo génmutaciok hypophysis adenomak kialakulasdban

jatszott koroki szerepét tanulmanyoztuk.

3. Médszerek
3.1. Betegek
Vizsgalat |: Harmincnégy szomatotrop adenomat
vizsgaltunk. Kizarasi kritérium volt a SS-analoggal
tortént preoperativ kezelés, pozitiv csalddi anamnézis
vagy 6roklddd hypophysis adenoma gyanu. Ot normélis

hypophysis szolgalt kontrollként.
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Vizsgalat 11: Harminckilenc beteg Klinikai adatait,
genomialis DNS-ét és  elérhetd tumormintait
gyljtottiik  oOssze, akik phaeo/PGL-ben vagy
hypophysis adenoméban szenvedtek (sporadikus
n=19, vagy csaladi formédban n=20). Huszonhirom

FIPA beteg szerepelt kontrollként.

3.2. Genetikai vizsgalatok

Vizsgalat |: az AIP kodolo szekvencidjanak, konzervalt
splice helyeinek és a promoter régido 1200 bazisparnyi
teriiletének szekvendldsa tortént szomatotropinomakban.
Az AIP mRNS, a kivalasztott miRNS-ek, valamint az
endogén AIP mRNS expressziojat (miR-34a feliil-és
alulexpresszalasat  kovetden) valéos ideji  qPCR
technikaval mértiik szomatotropinomakban, normalis
hypophysisben vagy HEK293 és GH3 sejtvonalakban.
Vizsgalat 11: az AIP, multiplex endokrin neoplasia 1-
es tipus gén (MENL1), ciklin-dependens kinaz inhibitor
1B gén [CDKN1B, kodolo szakasz és specialis nyitott
olvasasi keret (upstream open reading frame)]

vizsgalata tortént Sanger szekvenalassal és a hosszabb
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génszakaszokat érintd deléciot kimutatd eljarassal
[multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA)]. A phaeo/PGL kialakulasaban szerepet
jatsz6 gének (MYC-asszocialt faktor X (MAX),
‘rearranged during transfection’ tirozin Kkinaz
receptor gén (RET), szukcinat dehidrogenaz A
alegység (SDHA), szukcinat dehidrogenaz komplex
assembly faktor 2 (SDHAF2), szukcinat dehidrogenaz
B alegység (SDHB), szukcinat dehidrogenaz C
alegység (SDHC), szukcinat dehidrogenaz D alegység
(SDHD), transzmembran protein 127 (TMEM 127) és
von Hippel-Lindau gén (VHL) vizsgalata tortént
Sanger szekvenalassal, tjgeneracids szekvenalassal és
MLPA technikaval. Ezen kiviil a betegek egy részében
elérheté tumormintdkon vizsgaltuk a heterozigocia
elvesztését a hypophysis adenomaban az SDHB
lokuszon és a phaeochromocytomaban a MEN1

l6kuszon.

3.3. Immunhisztokémia



Vizsgalat |: A citoplazmatikus AIP  festddés
szemikvantitativ meghatarozdsa céljabol a mintdkat
osztalyoztuk a mintazat [diffaz (2 pont) vagy elszort (1
pont)] és az intenzitas [erés (3 pont), kdzepes (2 pont) és
gyenge (1 pont)] szempontjabol. A két pontérték
Osszeszorzasaval kaptuk meg a végso értéket; alacsony
(0, 1 vagy 2 pont) vagy magas (3, 4 vagy 6 pont) AIP
expressziot.

Vizsgalat 1I: GHRH és MENI festést végeztiink
phaecochromocytoma mintdkon, valamint SDHA ¢és
SDHB festést hypophysis adneomakon. Bizonyos
hypophysis tumormintdk anti-mitokondridlis és anti-
endoplazmatikus retikulum lektin 1 (ERLECI) festését is
elvégeztiik.

3.4. Target predikcié

Az AIP mRNS-miRNS interakci6 vizsgalatdhoz a
miRNAmap predikcios programban leirt algoritmusokat
hasznaltuk. Az mRNS-miRNS kdlcsonhatast 3 kritérium
alapjan értékeltiik: (i) a célgén-szakaszt legalabb 2
predikcios program jelzi, (ii) a célgén tobb célgén-

szakaszt tartalmaz a miRNS szamara ¢és (iii) a célgén-
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szakaszok az RNS Dbizonyos algoritmusok altal
meghatarozott megfeleld szakaszain helyezkednek el.
Azokat a miRNS-eket vizsgaltunk tovabb qPCR
technikaval, = amelyek = mindhdrom  kritériumnak
megfeleltek, vagy legalabb 2 kritériumnak megfeleltek és
a Pearson korrelacios egyiitthatéjuk minimum -0,30 volt.
Ezen kivill az eredmények kiegészitése ¢és a humaén,
valamint patkany AIP gén pontos miRNS kotohelyeinek
maghatarozdsa céljabol a  kovetkezé  predikcids
programokat hasznaltuk: TargetScan verzi6 6.2,

MicroCosm, FindTar verzio 3, miRanda and PicTar.

3.5. Sejttenyészet

Vizsgalatainkhoz a patkany GH-és prolaktin termeld
hypophysis adenoma sejtvonalat (GH3), a human
embriondlis vesesejtvonalat (HEK293) és a humadn
pancreas adenocarcinoma sejtvonalat (BXPC3)
hasznaltuk. A pGL3-AIP-3’-UTR vektor segitségével
azt vizsgaltuk, hogy a miRNSek hatdsa a luciferdz
aktivitasra (Dual-Luciferaz Assay) az elére jelzett
kotéhelyekhez torténd kapcsolédasnak tudhato-e be a
vad tipust (WT) illetve mutans (QuikChangeXL-site-
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directed mutagenesis kit hasznalataval) AIP-3’-UTR
fragmentumot tartalmazo vektorok esetében. A
sejtproliferacios kapacitas mérésére sejt életképesség,
kolonia formald és ’sebgydgyuld’ (wound-healing)

assay-ket alkalmaztunk.

3.6. Statisztikai médszerek

Az eredmények értékeléséhez SPSS for Windows 16.0
verzidjat (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) illetve
StatsDirect ~ software-t  (Addison-Wesley-Longman,
Cambridge, UK) hasznaltunk. Az értékelésnél P < 0,05

értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

4. Eredmények

4.1. Vizsgalat |

4.1.1. AIP fehérje- és mRNS szintjének korrelacidja
Az 0Osszes tumorminta expresszalt AIP fehérjét, 13
esetben (42%) talaltunk alacsony AIP fehérje szintet (1-2
pont). Az AIP fehérje szintjétdl (magas vagy alacsony)
fliggetleniil nem taldltunk kiilonbséget az AIP mRNS
szintjében. Mindezek alapjan feltételeztiik, hogy az



alacsony AIP fehérje szint oka a miRNS-ek altal kifejtett

poszt-transzkripcids szabalyozas lehet.

4.1.2. miRNS-ek expresszio szintje

In silico elérejelzés alapjan 11 miRNS-t valasztottunk ki
tovabbi valds idejii qPCR vizsgalat céljabol: let-7a, let-
7b, miR-202, miR-22, miR-34a, miR-34c, miR-449b,
miR-510, miR-612, miR-639 ¢és miR-671. Két miRNS
esetében mértlink magasabb szintet azokban a
tumorokban, ahol alacsony volt az AIP fehérje szintje:

miR-22 és miR-34a.

4.1.3. Az AIP expresszio, miR-22-és miR-34a-szint és
a tumor invazivitasa, valamint szomatosztatin-
analégra adott valaszkészsége kozotti osszefiiggés

A 13 alacsony AIP fehérje szintli szomatotropinoma
koziil 11 volt invaziv (85%), mig a 18 magas AIP fehérje
szintli adenoma koziil csupan 6 (33%) (P=0.006). Az
invaziv és nem-invaziv szomatotropinomak esetében a
miR-34a szintjében nem volt szignifikans eltérés.
Huszonhat beteg kapott a miitét utan hosszuhatasu

szomatosztatin-analoég készitményt (OCT-LAR). Tiz
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beteg (38%) esetében tekintettik az acromegaliat
kontrollaltnak OCT-LAR kezelés mellett. A Kkilenc beteg
koziil, akiknek a szomatotropinomaja  alacsony
mértékben expresszalta az AIP fehérjét, 6sszesen egy
betegnél (11%) értiink el gydgyszeres kezeléssel
megfeleld eredményt, mig 17 olyan beteg koziil, akiknek
GH-termel6é hypophysis adneomajaban magas volt az
AlP-szint, 9 betegnek (53%) volt hatékony az OCT-LAR
terapia (P=0.045). Az OCT-LAR adasaval kontrollalt
esetekben alacsonyabb volt a miR-34a szintje, mint
azokban az esetekben, amelyeknél az OCT-LAR mellett

az acromegalia nem volt megfeleléen kontrollalt.

41.4. miR-34a hatasa az AIP  expresszio
szabalyozasara in vitro

A humdan AIP-3’UTR szakaszon harom eldre jelzett
kotéhely van a miR-34a szamdara, mig a miR-22
szamara csupan egy; a human AIP stop kodonjatoél
42-47 bazispar tavolsagra. A miR-34a, miR-22 és AIP
kozotti in silico eldre jelzett interakcid vizsgalatahoz
egy pGL3 vektort alkalmaztunk, amely a human vad

tipusu AIP-3’'UTR részt tartalmazta a Firefly
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luciferaz kodolo szekvenciaja mogott. A GH3 sejtek
transzfekcidja pre-miR-34a-val és a WT-AIP-3’UTR-t
tartalmazo vektorral a luciferdz aktivitds 31+4%-0s
csokkenéséhez vezetett a  kontrollhoz  képest
(P<0.0001). A pre-miR-22 transzfekcidja nem

eredményezte a luciferaz aktivitas csokkenését.

4.1.5. Az elore jelzett miR-34a kotohelyek igazolasa

Annak vizsgélatara, hogy az eldre jelzett kotOhelyek
koziil melyik feleldés a miR-34a hatasaért, a
kotohelyeket mutacid segitségével moddositottuk;
MUT_A az A kotéhely mutans valtozata (c.*6-30),
MUT_B a B kotohelyé és MUT_C a C kotéhelyé.
MUT _A esetében a miR-34a nem tudta kifejteni gatlod
hatasat a luciferdz aktivitasra, mig MUT_B ¢és

MUT_C esetében nem volt ilyen hatas.

4.1.6. Az endogén AIP expresszio miR-34a altali
szabalyozasa in vitro

A miR-34a és AIP interakciojanak tovabbi vizsgalatara
HEK293 ¢és GH3 sejtekben mértiikk az endogén AIP
fehérje ¢és mRNS  szintjét miR-34a  feliil-és
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alulexpresszalasat kovetden. Mig a transzfekciot
kovetden 48 oraval az AIP fehérje szintjében szignifikans
csOkkenés volt észlelhetd, (HEK293 n=7, 17+3%,
P=0.001, GH3 n=4, 25+1%, P=0.0005), ezzel szemben

az mRNS szintjében nem volt szignifikdns valtozas.

4.1.7. A miR-34a hatasa a sejtproliferaciora és kolonia
formaciora

A miR-34a felillexpresszalasanak hatasat vizsgaltuk a
sejtproliferaciora és kolonia formaciora BXPC3 és GH3
sejteken. A sejttenyészetben 24 €s 48 ora elteltével az €16
sejtek szdmaban szignifikdns emelkedést észleltiink,
(13£3% P=0.007, 9+£5% P=0.02) mig a ‘wound-healing
assay’ ¢és kolonia formalo assay esetében az eltérés

nem volt szignifikans.

4.2. Vizsgalat 11

4.2.1. Genetikai sziirés

Tizenkilenc hypophysis adenoma ¢és phaeo/PGL
betegnél az SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2,
VHL ¢és MEN1 génekben taladltunk csirasejtes

mutaciot, mig husz beteg esetében nem taldltunk
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mutaciot. A betegek koziil senkinek nem volt AIP vagy
CDKN1B mutécidja. Tizenegy csaladnal (16 beteg)
azonositottunk csirasejtes SDHX varidnst. Hét
csaladnal taldltunk patogén SDHX mutacidt, és 4
csaladnal pedig eddig ismeretlen jelentdségli varidnst
¢észleltiink. A hypophysis tumorszévetben a normalis
allél elvesztését talaltuk a vérmintabol kivont DNS-el
Osszehasonlitva. Két betegnél taldltunk csirasejtes
MEN1 mutéciét €s phaeochromocytomat, mig a tobbi
génben nem  igazoltunk  mutaciot.  Mindkét
phaeochromocytoma esetében igazoltuk a

heterozigocia elvesztését a MEN1 lokuszon.

4.2.2. Szovettani jellemzok

Az SDHX mutacioval jaré6 hypophysis adenomakra
citoplazmatikus vakuoldk voltak jellemzdéek. A
PAS/DPAS festés nem utalt glikogén akkumulécidra.
Mivel az SDHX mutacionak hatdsa van a
mitokondrium  funkcidjara, = immunhisztokémiai
vizsgalat tortént a mitokondrium membranjat célzo
anti-113-1 antitesttel. A vakuoldkat nem hatarolta ez

a fehérje, ami alapjan feltételezhetd, hogy a
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vakuolizaci6 nem a mitokondriumok kitagulasdnak
kovetkezménye. Az endoplazmatikus retikulumot
célz6 ERLECI antitesttel torténd vizsgalat alapjan a
vakuolaknak nincs koziilk az endoplazmatikus
retikulumhoz sem. A vakuoldk tovabbi vizsgdlatahoz
elektronmikroszkopot hasznaltunk. A paraffinba
agyazott szovetmintak vizsgalati lehetdsége ezzel a
technikaval korlatozott volt. A citoplazmaban nagy,
ires vakuolak helyezkedtek el, amelyek nem
kapcsolédtak a mitokondriumhoz és nem hatarolta
0ket membran. A MEN1 mutaciot hordozo betegek
phaeochromocytoma mint4janak menin festése vagy a

festddés hianyat vagy csokkent voltat jelezte.

5. Kovetkeztetés

5.1. Vizsgalat 1

Human sporadikus szomatotropinomakban az
alacsony AIP fehérje szintje Osszefiiggésben all a
magas miR-34a szinttel, és a miR-34a alulszabalyozza
az AIP fehérje szintjét in vitro vizsgalatokban. Ezen
kivil a magas miR-34a szint (akarcsak a

korabbiakban igazolt alacsony AIP fehérje szint)
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egyiitt jar a szomatosztatin-analégokra adott
valaszkészség csokkenésével. A miR-34a AIP fehérje
szintjére gyakorolt gatlo hatdsa az AIP mRNS szint
befolyasolasa nélkiil jon 1étre. Eredményeink alapjan
a miR-34a alulszabalyozza az AIP fehérje szintjét,
mig a miR-22-nek nincs ilyen hatdsa. A miR-34a
hatésat valoésziniileg az AIP-3’UTR ¢.*6-30 kotOhelyén
fejti ki. A miR-34a feliilexpresszalasa gatolja az AIP
fehérje expressziojat GH3 ¢és HEK293 sejteken in
vitro, ami az él6 sejtek szamanak emelkedésével jar
egylitt.

Osszefoglalva igazoltuk, hogy azokban a sporadikus
szomatotropinoméakban, ahol AIP mutacié nincs
jelen, de az AIP fehérje szintje alacsony, a miR-34a
feliilexpresszalt, és ez negativ Osszefliggésben all a
szomatosztatin-analég  terapia  hatékonysagaval.
Funkciondlis vizsgalatok igazoltak, hogy a miR-34a
alulszabalyozza az AIP expresszidjat, ami alapjan
feltételezhetd, hogy szerepe van a sporadikus GH-

termel6 hypophysis adenoméak patogenezisében.

5.2. Vizsgalat 11
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A hypophysis adenomak és phaeo/PGL egyiittes
eléforduldsa nagyon ritka, és nem jellemz6é egyik
klasszikus endokrin neoplasia szindromara sem. A
hypophysis adenomat illetve phaeo/PGL-t okozé
gének sziirésével 11/27 csaladban taldltunk csirasejtes
mutaciot. SDHX mutécid esetén eléfordulhat
hypophysis adenoma, és kialakulasuk feltehetden
Osszefliggésben all az SDHX mutacidval.
Eredményeink alapjan a MEN1  mutécid
Osszefliiggésben  4llhat a  phaeochromocytoma
kialakulasaval. Ezen kiviil eléfordulhat releasing
hormont (GHRH/CRH) termeld
phaeochromocytoma, amely a hypophysis sejtek
hyperplasidjat okozza. Ezek tehat nem valdodi
hypophysis adenomak, igy differencialdiagnosztikai
problémat okozhatnak. A vizsgalt betegek felében
nem taldltunk mutaciot, amelynek hatterében lehet
egyéb génmutaciok jelenléte, vagy a hypophysis
adenoma ¢s phaeo/PGL egyiittes el6forduldsanak
véletlen egybeesése. SDHX eltérés esetén jellegzetes
szovettani kép — Citoplazmatikus vakuolak jelenléte -

jellemzé a hypophysis adenomakra. A vakuolak
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eredete eddig tisztazatlan. A szukcinat dehidrogenaz
vagy VHL inaktivacidja a hypoxia altal indukalt
faktor (HIF) jelatviteli utvonal aktivaloddsahoz, ez
altal pseudohypoxidhoz vezet. Egy SDHD mutaciot
hordoz6 beteg hypophysis adenomajaban emelkedett
HIF-1a volt észlelhetd. Egyelére nem ismert, hogy az
SDH-mutécidval Osszefiiggod tumorokban a
vakuolizacié a pseudohypoxia kovetkezménye-e, de
VHL-mutéacioval jaré6 hypophysis adenoma esetében
nem észleltiik ezt a jelenséget. A mitokondrium vagy
az endoplazmatikus retikulum membranjat célzo
immunfestés alapjan a vauolak nem ezekhez a
sejtorganellumokhoz tartoznak.

Osszefoglalva a phaeo/PGL-t okozé génmutaciok
ritkdn szerepet jatszhatnak a hypophysis adenoma
kialakuldsaban, mig a hypophysis daganatokat okozo
génmutacioknak (MEN1) szerepiik lehet a phaeo/PGL
kialakulasanak patomechanizmuséaban.
Eredményeink alapjan megfontoland6 azoknak a
betegeknek és csaladoknak genetikai szlirévizsgalata,
akiknél  hypophysis adenoma és  phaeo/PGL

egyiittesen fordul elo.
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