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ROVIDITESEK JEGYZEKE
3PA: 3P (Pheochromocytoma/Paraganglioma €s hypophysis (pituitary)) asszociacid

5caC: 5-karboxicitozin

5fC: 5-formilcitozin

5hmC: 5-hidroximetilcitozin

5mC: 5-metilcitozin

ACTH: adrenocorticotrop hormon

ADD: ATRX-DNMT3-DNMT3L domén

AIP: aril hidrokarbon receptor-kolcsonhato fehérje (Aryl Hydrocarbon Receptor Interacting

Protein)

AKT1/2: protein kinaz B a 1/2 (Protein Kinase B a 1/2)
ASA: acetil-szalicilsav

AURK A: aurora kinaz A (Aurora Kinase A)

AURK B: aurora kindz B (Aurora Kinase B)

BAD: Bcl2 Associated Agonist of Cell Death

BAG1: BAG ko-chaperon 1 (BAG Co-chaperone 1)
BER: bazis kivagasos hibajavitas

BIRCS: bakuloviralis apoptdzis fehérje inhibitor 5 (Baculoviral IAP (inhibitor of

apopotosis proteins) Repeat Containing 5)
BMP4: Csont morfogén fehérje 4 (Bone Morphogenetic Protein 4)
BRAF: B-Raf protoonkogén (B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Theronine Kinase)

BRCATI: eml6 és petefészek daganat hajlamosito fehérje 1 (Breast and Ovarian Cancer

Susceptibility Protein 1)
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CADMI: sejt adhézioés molekula 1(Cell Adhesion Molecule 1)

cAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

CASPS8: Caspase 8

CCNAZ2: ciklin A2 (Cyclin A2)

CCNB1: ciklin B1 (Cyclin B1)

CCNB2: ciklin B2 (Cyclin B2)

CCND1: ciklin D1 (Cyclin D1)

CCNE: ciklin E (Cyclin E)

CDCH45: sejtosztddasi ciklus 45 (Cell Division cycle 45)

CDHZ1: kadherin 1 (Cadherin 1)

CDK: ciklin dependens kindzok (Cyclin Dependent Kinases)

CDK1: ciklin dependens kinaz 1 (Cyclin Dependent Kinase 1)

CDK2: ciklin dependens kinaz 2 (Cyclin Dependent Kinase 2)

CDKa3: ciklin dependens kinaz 3 (Cyclin Dependent Kinase 3)

CDKA4: ciklin dependens kinaz 4 (Cyclin Dependent Kinase 4)

CDK:i: ciklin dependens kinaz inhibitorok (Cyclin Dependent Kinase Inhibitors)
CDKNI1A: ciklin dependens kinaz inhibitor 1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A)
CDKNI1B: ciklin dependens kindz inhibitor 1B (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1B)
CDKN2A: ciklin dependens kinaz inhibitor 2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A)
CDKN2C: ciklin dependens kindz inhibitor 2C (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2C)
CDKNZ2D: ciklin dependens kinaz 2D (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2D)

cfDNS: sejten kiviili, kering6 (,,cell-free””) DNS frakcio
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CGlI: CpG szigetek - magas CG (citozin-guanin) dinukleotid aranyu (>55%) DNS szakasz
CHEK?2: Ellenérzé pont kinaz 2 (Checkpoint Kinase 2)

CIMP: metilalt CpG sziget fenotipus

CNC: Carney-komplex

CNKSRI1: Rasl kindz szupresszor enhancer régi6 (Connector Enhancer of Kinase

Suppressor of Rasl)

COX: ciklooxigenaz

CpG: citozin - foszfodiészter kotés - guanin

CXXC4 (IDAX): CXXC Finger Protein 4

DAPKI1: Sejthalal asszocialt fehérje kinaz 1 (Death Associated Protein Kinase 1)

DICERI: Dicer 1 specifikus kétszala RNS endoribonukleaz (Double-Stranded RNA-

Specific Endoribonuclease)

DMAPI1: DNS metiltranszferaz asszocialt fehérje 1 (DNA Methyltransferase 1 Associated
Protein 1)

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNMT: Dezoxiribonukleinsav (DNS) metiltranszferaz

DSBH: kettds szalt B-hélix domén

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor (Epidermal Growth Factor Receptor)
EP300: p300 fehérje E1A kotofehérjéje (E1A Binding Protein p300)

ER: 6sztrogén receptor (Estrogen Receptor)

FDR: false discovery rate, hamis felfedezési arany

FFPE: formalin fixalt, paraffinba agyazott mintak

FGFR2: fibroblaszt ndvekedési faktor receptor 2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2)
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FIPA: familiarisan izolalt hypophysis adenoma

FLT1: FMS (FMS Related Receptor Tyorosine Kinase 1)

FOXD3: Forkhead Box D3

FSH: follikulus stimulald hormon

FSHB: follikulus stimulalé hormon B alegység (Follicle Stimulating Hormone Subunit ()

GADDA45a: novekedést gatlo DNS karosodas indukalt fehérje 45a (Growth arrest and DNA
Damage Inducible 45a)

GADDA45y: novekedést gatlo DNS karosodas indukalt fehérje 45 y (Growth arrest and DNA
Damage Inducible 45v)

GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GATAS: GATA kot6 fehérje 5 (GATA Binding Protein 5)
GH: novekedési hormon

GHI: novekedési hormon 1 (Growth Hormone 1)

GH2: novekedési hormon 2 (Growth Hormone 2)

GHRHR: ndvekedési hormon felszabadité hormon receptor (Growth Hormone Releasing

Hormone Receptor)

GNASL: Gs protein a alegységét kodolo gén (Gs Protein o Subunit)
GPR101: G fehérje kapcsolt receptor 101 (G Protein-Coupled Recepter 101)
GSK-3: Glycogene Synthase Kinase 3

H2AX: H2A.X hiszton varians (H2A.X Variant Histone)

H3K9ac: 3-as hiszton 9-es lizinjének acetilacidja

HAT: hiszton acetil transzferaz

HDAC: hiszton deacetilaz
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HDM: hiszton demetilaz

HEPES: 4-(2-hidroxietil) -1-piperazinetanszulfonsav

HMGAZ2: nagy mobilitdsu AT hurok 2 (High Mobility Group AT Hook 2)

HMT: hiszton metiltranszferaz

HPLC-MS/MS: nagy nyomasu folyadékkromatografia tandem tomegspektrométer
IDH: izocitrat dehidrogenaz (Isocitrate Dehydrogenase) (NADP (+))

IGF-1: inzulszerii novekedési faktor 1 (Insuline Like Growth Factor 1)

ITPKB: inozitol-trifoszfat 3-kinaz B (Inositol- Triphosphate 3-Kinase B)

KCNAB?2: fesziiltségfiiggd kaliumion csatorna A alcsalad, B szabalyozé 2-es alegységet
kodolo gén (Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily A Regulatory  Subunit 2)

Ki-67: Ki-67 proliferacios marker fehérje (Marker of Proliferation Ki-67)

KLLN: killin, p53 szabalyozott DNS replikacios gatlé (Killin, p5S3 Regulated DNA
Replication Inhibitor)

LH: luteinizalé hormon
LHB: luteinizalé hormon B alegység (Luteinizing Hormone Subunit f)
MAD2L1: mitézist gatlo fehérje szerli gén 2 (Mitotic Arrest Deficient 2 Like 1)

MAGEA3: melanoma asszocialt antigén csalad A3 tagjat kodolo gén (MAGE (Melanoma
Associated Antigene) family member A3)

MAPK: MAP kinaz (Mitogen-Activated Protein Kinase 1)
MAX: myc asszocialt faktor X (Myc Associated Factor X)

MCM4: minikromoszdma fenttarté komplex komponens 4 (Minichromosome Maintenance

Complex Component 4)

MEG3: maternalisan kifejez6d6 gén 3 (Maternally Expressed Gene 3)
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MEN: menin 1 (Menin 1)

MENL1: 1-es tipust multiplex endokrin neoplazia

MEN2: 2-es tipustt multiplex endokrin neoplézia

MEN4: 4-es tipust multiplex endokrin neoplazia

mRNS: hirvivd RNS (messenger RNS)

MSH6: MutS homoldg 6 (MutS Homolog 6)

mMTOR: Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase)

MYC-N: Myc proto-onkogén (MYCN Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor)
NC: null-sejtes ('null cell’) hypophysis neuroendokrin daganat

NF: nem funkcional6 hypophysis neuroendokrin daganat

NF1: neurofibréma 1

NSAID: NonSteroidal Anti-Inflammatory Drug

PAD: peptidil arginin deimindz

PAXS5: Paired Box 5

PBS: Phosphate-buffered Saline, foszfat puffer

PCNA: sejtosztodast jelzd nukelaris antigén (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
PCR: polimeraz lancreakcid

PIT-1: Hypophysis specifikus POU-csoport homeodomén transzkripcios faktor 1 (Pituitary-

Specific POU-Class Homeodomain Transcription Factor 1)
PitNET: hypophysis neuroendokrindaganat

POMC: Proopiomelanocortin
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PRKARI1A: protein kindz A 1 a alegység (Protein Kinase cAMP Dependent Type I
Regulatory Subunit o)

PRL.: prolaktin

PRLR: prolaktin receptor (Prolactin Receptor)
PTAG: Pituitary Tumor Apoptosis Gene
PTTGL1: Pituitary Tumor Transforming Gene 1

PTTGI1IP: PTTGI interakcios fehérje (Pituitary Tumor Transforming Gene 1 Interactig
Protein)

PVDF: polivinilidén difluorid

RAPI1: Ras onkogén 1-es csalad tagja (Member of Ras Oncogene Family 1)

RASSF1A: Ras asszocialt domén csaldd 1A (Ras Association Domain Family Member 1)
RB1: Retinoblasztoma 1

RBX1: RING-BOX 1

RET: Ret Proto-oncogene

RFTS: replikécios fokuszt felismerd szekvencia

R1Z1 (PRDM2): PR/SET Domain 2

RT-qPCR: valos idejli, kvantitaiv polimerizacios lancreakcid

SAM: S-adenozil-metionin

SDH.X: szukcinat dehidrogenaz komplex X alegység (Succinate Dehydrogenase Complex
Subunit X)

SF-1: szteroidogén faktor 1 (Steroidogenic Factor 1)
SIRT1: szirtuin (Sirtuin 1 (NAD-Dependent Protein Deacetylase))

SLIT3: Slit Ligand 3 (Slit guidance Ligand 3)
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SMCA4: 4-es kromoszoma struktira fehérjéje (Structural Maintenance Of Chromosomes 4)

SOCSTI: citokin szignalizacio supresszor 1 (Supressor of Cytokine Signaling 1)
SOCS2: citokin szignalizacid supresszor 2 (Supressor of Cytokine Signaling 2)
SSTR2: szomatosztatin receptor 2 (Somatostatin Receptor 2)

TDG: timin-dezoxiribinukleinsav (DNS) gkliozilaz

TET 1-3: 10 -11-es kromoszoma transzlokdz metilcitozin-dioxigenaz 1-3 (Ten-Eleven

Translocation Methylcytosine Dioxygenase 1-3)

TP53: tumor fehérje 53 (Tumor Protein 53)

T-PIT: T-box csalad TBX19 tagja (T-box family member TBX19)
TSC1: szklerdzis tuberdza 1-es fehérje (Tuberous Sclerosis 1 Protein)
TSH: pajzsmirigy stimulalé hormon

t-SNE: t-eloszlast sztohasztikus szomszéd analizis (t-distributed stochastical neighbor

embedding)

UBE2C: ubikvitin konjugalt enzim E2 C (Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 C)

UHRFI1: ubikvitin szerii fehérje PHD és RING Finger doménekkel 1 (Ubiquitin Like With

PHD and Ring Finger Domains 1)

UHRF2: ubikvitin szerti fehérje PHD és RING Finger doménekkel (Ubiquitin Like With
PHD and Ring Finger Domains 2)

USPA48: ubikvitin specifikus peptiddz 48 (Ubiquitin Specific Peptidase 48)
USP8: Ubiquitin specifikus peptidaz 8 (Ubiquitin Specific Peptidase 8)

VEGEF: vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)
VHL.: Von Hippel-Lindau tumorszupresszor (Von Hippel-Lindau Tumor Supressor)

WGBS: teljes genomi biszulfit konverzios szekvenalas
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X-LAG: X kromoszémahoz kotott akrogigantizmus
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l. BEVEZETES (IRODALMI HATTER)

I.1. Epigenetikai szabalyozas

Az epigenctikai szabalyozas felelés a genctikai informacio kifejezodéséért. A sejt
génexpresszios profiljanak kialakitasaval meghatarozza a sejt differencialodasat és
miikodését. Epigenetikai szabalyozasok kozé tartoznak a dezoxiribonukleinsav (DNS)
metilacidjaval vagy poszttranszlacios hiszton moddosulasokkal torténd kromatin
atrendezd6dés, a gén imprinting mechanizmusa és a Kis, nem kodold ribonukleinsav (RNS)
molekuldk altali génexpresszio szabalyozas [1].

A modositdé folyamatokat katalizalé enzimek, harom nagy csoportot alkotnak. Az ’irok’
(writers), melyek a modositasokat hozzak létre, az ’olvasok’ (readers), amik ezeket
specifikusan felismerik, és értelmezik azt a sejt mitkodési szintjén, végiil a *torlok’ (erasers),

amik a kémiai modositasok helyett az eredeti allapotot allitjak helyre [2].
I.1. 1. A DNS metilaciéja és mérési technikak

A DNS metilacio mechanizmusan alapulnak olyan alapvet6 bioldgiai folyamatok, mint az X
kromoszoma inaktivacio, a gén imprinting, de a mitozishoz sziikséges nukleoszéma strukttra
kialakulasanak is ez az egyik alapja. Emellett nagymértékben valtozik a DNS metilaciojanak
mennyisége a sejt koros folyamatainal, példaul daganatos megbetegedésekben, vagy az

Oregedés soran [3, 4].

A DNS metilaciot emldsok esetében a citozin nukleotidok o6tds szénatomjanak metil
szubsztitucioja jelenti, ahol metildonorként S-adenozilmetionin (SAM) szerepel [5]. Az 5-
metilcitozin (5mC) a teljes genom citozin mennyiségének atlagosan 5%-at teszi ki. Ezek
egyrészt magas citozin-guanin (CpG) aranya (>55%) szakaszokon, az 5’ szabalyozo
helyezkednek el. Mindkét régid fokozott metildcidja transzkripcionalis represszidhoz vezet
[6]. Emlésok esetében a CGI régiok 70-80%-a metilalt és koriilbeliil 21%-a valtozik
térszerkezete, ezaltal allosztérikusan gatolja az enzimeket, és az aktiv transzkripcios

faktorokat [4, 7-10].

14



DOI:10.14753/SE.2023.2802

A DNS metilacidjanak kialakitasaban az ’ir6¢’ funkciot a DNMT (DNA methyltransferase)
enzimcsalad tolti be. Emberben a DNMT1, DNMT3A ¢és DNMT3B fehérjék végzik a DNS
metilacidt, mig a szintén ebbe a csaladba tartozo DNMT2 és DNMT3L fehérjék DNS metilaz

aktivitassal nem rendelkeznek [11, 12].

A DNMT1 a sejtosztodds sordn a szemikonzervativ replikaciot kovetden aktiv. A
hemimetilalt DNS-hez kotve a metilacios mintazat masolasaval a sejtmemoria fenntartasaért
felelds. Az enzimcsaladra jellemzd szabalyoz6 (N terminalis), és katalitikus (C terminalis)
Trp-Trp-Pro) domén, a replikacios origdhoz valo kotddést segité RFTS (replikacios fokuszt
felismer6 szekvencia), mig a nem metilalt régiokhoz vald kotést a CXXC cink-ujj domén
biztositja. Emellett egyéb fehérje-fehérje interakcidt biztositd domének taldlhatok még a
fehérjén (pl: DMAP1 (DNA Methyltransferase 1 Associated Protein 1) transzkripcios

represszor, hiszton deacetilaz 2) [11, 13].

A SAM mellett a DNMT1 fontos kofaktora az UHRF1 (Ubiquitin Like With PHD and Ring
Finger Domains 1), amely a DNS molekulahoz vald kotésért, a hemimetilalt régiok

felismeréséért felelds. A kofaktor hianya a genom SmC mennyiségének csokkenéséhez vezet
[14, 15].

A DNMT3A és DNMT3B de novo metilacioért felelds fehérjék aktivitasa altalanos, nem CGl
szelektiv, és az egyedi metilacios mintazat kialakitasat biztositjak. A mar ismertetett PWWP
és katalitikus domének mellett az ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) domént tartalmazza,
ami a DNMT3-kromatin és DNMT3-3-as hiszton fehérje interakciokat biztositja. A
DNMT3L a katalitikus domén egy részét, és az ADD doméneket hordozza, a DNMT3A

fehérjével annak kofaktoraként heterotetramert alkotva noveli aktivitasat [13, 16].

A DNMT enzimek aktivitasa poszttranszlacids szinten szabalyozott. Példaul a DNMT1 142-

crer

as szerin foszforilacioja gatolja a 142-es lizin metilaciojat igy géatolva a degradaciot. A

DNMT3A 386 ¢és 389-es szerinjének foszforilacidja a heterokromatinhoz vald kotést és
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annak metilacigjat segiti eld6. A genom fokozott metilacidja elleni védelem része az enzim

allosztérikus gatlason keresztiili autoinhibicidja [13].

A DNS metilacidja dinamikusan valtozik, a sejtciklus és a sejtdifferencialodas soran. A
demetilacio aktiv vagy passziv modon is torténhet. Passziv modon az 5mC amino csoportjat
elvesztve timinné alakul, amit a DNS hibajavité enzimek, a timin-DNS glikozilaz (TDG) és
baziskivagasos hibajavitas (BER) elimindlnak. Az aktiv, enzimatikus demetilacio tobb
1épcsds oxidaciot kovetden a nukleotid cseréje (1. abra). Elsd 1épéseket a 2-oxoglutarat
fliggé dioxigenaz csalad tagjai a TET (Ten-Eleven Translocation Methylcytosine
Dioxygenases) enzimek katalizaljak, igy ezek a metilcsoportok *torldi’. 5SmC-bol elséként 5-
hidroximetilcitozin (5hmC), majd 5-formilcitozin (5fC), végiil 5-karboxicitozin (5caC)
keletkezik (1. abra). Az 5fC és 5caC citozinra torténd cseréjét a TDG/BER enzimek végzik.
Az 5mC oxidalt formainak mindegyikéhez kothetdk specifikus ’olvasok’, melyek 6nallo

epigenetikai jellegként befolyasoljak a génkifejezddést [17—20].

DNMT
enzimek

~ :\_/

TET
enzimek

enzimek

TET
enzimek

1. dbra A DNS metilaciés/demetildcios ciklus. A DNS metiltranszferaz (DNMT) enzimesalad
tagjai katalizaljdk a citozin metil szubsztituciojat 5-metilcitozinnd (5mC). A metil csoport
eliminacioja a TET (10 -11-es kromoszoma transzlokaz metilcitozin-dioxigendaz 1-3 (Ten-
Eleven Translocation Methylcytosine Dioxygenase 1-3) enzimek katalizalta oxiddcios
lépésekben torténik, ahol az elsé intermedier az 5-hidroximetilcitozin (5hmC), ami 5-
formlicitozinna (5fC), végiil 5-karboxicitozinn (5caC) alakul. Az 5fC és 5caC formdkat a
timin-DNS glikozildz (TDG) és baziskivagdasos DNS hibajavitis (BER) enzimei torlik a
genombol.
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Az 5mC mellett a masik stabil, nagyobb mennyiségben jelenlevd citozin intermedier az
5hmC. Mennyisége a sejtciklus soran szamottevéen nem valtozik [21], azonban nagyban
eltér a kiilonbozd szovettipusokban. Altaldban a genom teljes citozin mennyiségének
kevesebb, mint egy szazalékat teszi ki, de mennyisége szovettipus fiiggo (pl. agy: 0,7%; vese:
0,4%; sziv: <0,1%) [22]. Magas CpG tartalmt helyeken, mint a promoter, az enhancer régiok

nagy mennyiségben van jelen [21].

A TET enzimek szerkezetileg nagy hasonlosagot mutatnak egymassal. A TETL, illetve TET3
fehérjék N terminalisan helyezkedik el a CXXC domén, ami a DNMT enzimekhez hasonléan
a DNS kett6s hélixhez valo kotddést biztositja, a C terminalison talalhaté a katalitikus hely,
amit a kettds szalt B-hélix domén (DSBH) és cisztein gazdag régiok alkotnak. A TET2
fehérje CXXC régidja a szomszédos CXXC4 génben kodolt. A harom fehérje katalitikus
aktivitasaban nincs kiilonbség, viszont eltérd expresszids mintazatot mutatnak. A TET1
foként embrionalis 6ssejtekben, mig a TET2 és TET3 széles korben aktiv gének. A TET
enzimek legnagyobb affinitasa az SmC-hez van, aminek koriilbeliil tizede oxidalodik. A
kovetkezé oxidacios 1épésben az ShmC tartalomnak szintén koriilbeliil 10%-at alakitjak

tovabb az enzimek, igy az egyes formak mennyisége kozott nagysagrendi kiilonbség van [19,
23].

Az enzimcsalad oxidacios aktivitasahoz az UHRF2 kofaktor ismeri fel els6dlegesen az ShmC
nukleotidokat, emellett Fe?*, 2-oxoglutarét (alfa-ketoglutarat), molekularis oxigén, valamint

redukaloszer jelenléte is sziikséges [19].

A TET enzimek szabalyozasa poszttranszlacios szinten foszforilacioval, illetve
glikozilacioval torténik. Mikodésiiket kompetitiv inhibitorként gétoljak a citrat kor
onkometabolikus intermedierei (szukcinat, fumarat), valamint a daganatokra jellemz6 oxigén
hianyos kozeg. A citrat kor koztitermékeinek érintettsége miatt a résztvevd enzimek hatéssal
vannak a DNS demetilaciojara, igy azok genetikai eltérései (szukcinat-dehidrogenaz,
fumarat-hidroldz, izocitrat-dehidrogendz gének mutécioi) nagyban befolyasolhatjak a DNS

metilacios/demetilacios statuszat [24, 25].
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Az elmult évek kutatasai alapjan elmondhato, hogy az SmC mellett annak oxidalt formainak,
foként az 5ShmC megvaltozott mennyisége a karcinogenezis korai jele kozé tartozik. Mig
altalanossagban az SmC mennyiségének novekedése, addig az ShmC csokkenése tarsul
rosszabb prognézissal. Ennek lehetséges okaként a citratkor IDH (Isocitrate Dehydrogenase)
enzimeinek megvaltozott aktivitasat, igy az onkometabolitok felhalmozodasat, vagy a
katalizalo enzimek defektusat fogalmaztak meg [26]. A DNMT3A mutacioja akut mieloid
leukémia, mielodiszplazias szindroma, mielofibrozis és kronikus mielomonocitas leukémia
kialakulasahoz, a TET1 mutacioja kevert vonali leukémia, a TET2 defektusa akut mieloid
leukémia, mieloproliferativ neoplazidk, szisztémas masztocitozis, mielodiszplazias
szindromahoz és kronikus mielomonocitas leukémia hatterében allhat [27]. Az Gigynevezett
metilalt CpG sziget fenotipus (CIMP) megjelenése mogott a TET enzimek csokkent
mennyisége révén csokkent demetilaciot feltételeznek vastagbél daganatok kapcsan végzett

vizsgalatok alapjan [2 5, 27].

A DNS demetilaciojara vonatkoz6 irodalmi adatok szegényesek, illetve egyrésziik
ellentmondasos, melynek oka a mechanizmus Osszetettsége mellett a citozin intermedierek

elkiilonitésének nehézsége, és az eltéré mérési technikak felhasznalasa lehet [4, 19].

A DNS metilacidjanak kimutatdsi modszerei harom alapelven miikddnek: restrikcios
enzimek specifikus metilalt motivumok felismerése és hasitasa, a fehérjék affinitasbéli
kiilonbsége immunorecipitacidoban, vagy a kémiai reakcion alapuldé nem-metilalt citozinok
biszulfit konverzios modositasa. E modszerek valamelyikének kombinacidja szekvenalassal

vagy microarray technikaval a legelterjedtebb technikak koz¢é tartoznak [28].

A kisebb genomi szakaszok vizsgalatanal leggyakoribb, arany standardnak szamito technika
a biszulfit konverzidt kovetd Sanger szekvenalds, mig a teljes genomi vizsgalatokhoz
biszulfit konverziot kdvetd 0j generacios szekvenalas (WGBS). A technika hatranya, hogy
alapja a nem metilalt citozin nukleotidok konverzidja uracilla (U), melyek polimeraz
lancreakcids (PCR) sokszorositast kovetden timinként (T) jelennek meg a szekvenciaban,
tehat citozin nukleotidként csak az 5mC-k jelennek meg. Ez a jelenség a DNS
fragmentalodasa mellett szintén nehézséget okoz a szekvencia illesztésben. A nagy ateresztd

képességli technika hatranya a célzott DNS szakasz vizsgalatahoz képest a DNS szakaszok
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csokkent és nem homogén lefedettsége, valamint a technika komplexitdsa és magas anyagi

vonzata [28, 29].

A kiilénb6z6 (gyongyos vagy array) hibridizacios technikak jol definialt, specifikus régiok
(promoter, enhancer és 3’ at nem ir6d6 régiok) vizsgalatara alkalmasak biszulfit konverziot
kovetéen (példaul: Infinium HumanMethylation450 Bead Chip array, Illumina

https://support.illumina.com/array/array Kits/infinium humanmethylation450 beadchip ki

t.html ). Az egyes régiok metilacios szintje a modosult (C — U —T), és a komplementer
(5mC — C) oligomerek aranyabol szamithato. Ez is nagy ateresztd képességli technika,
azonban koltséghatékonyabb a WGBS-nél, és a mérés preciz végrehajtdsa sem kivan

kiemelked6 szaktudast, mint az 0j generacios szekvenalasi technika [28, 29].

A nagy nyomasu folyadék kromatografiaval osszekotott tomegspektrometrias (HPLC-
MS/MS) mérés elénye a tobbi klasszikus analitikai vizsgalattal szemben, hogy alacsony a
sziikséges DNS mennyiség (50 ng), és rossz mindségli DNS mintdk (pl. FFPE mintak)

vizsgalatara is alkalmas [29].

A fenti technikak koziil egyediiliként a HPLC-MS/MS alkalmas egy 1épésben az 5mC ¢és
5hmC elkiilonitésére. Kimondottan az 5hmC kimutatasa ezen kiviil vagy specifikus
antitesttel, vagy az 5hmC-t szelektiven felismer6 enzimes atalakitasokat felhasznalo kitekkel
lehetséges (pl: gliikoziltranszferaz, TET) [29, 30].

I. 1. 2. Hisztonok szerepe a génexpresszié szabalyozasaban

A kompakt kromoszoma strukturahoz elsé 1épésként a nukleoszoéma alakul ki. Ez hiszton
fehérjék segitségével (magi hisztonok: 3-as hiszton (H3), H4, H2A, H2B, 6sszeko6té hiszton:
H1) jon létre, és egyiitt valtozik a sejtciklus soran a citozin metilacioval. A hisztonok
poszttranszlaciés modositasai megvaltoztatjdk a fehérje lokalis toltottségét, ami
meghatarozza a DNS-hez és enzimekhez valo affinitasat, igy transzkripcids szabalyozo
szerepe van. A modositasok a nukleoszoma strukturajabol kilogdé N és C terminalisain
lehetnek acetil-, metil-, foszforil-, ubikvitin-, acil-, hidroxil-, glikan, glikozil-, szumoil- vagy
adenozil-difoszfat ribozil csoportok. Ezek koziil legtobb informacio a metilaciorol és

acetilaciorol  all rendelkezésre [31]. A poszttranszlaciés hiszton moddosulasok
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szabalyozottsadga a DNS metilaciohoz hasonldan felborul olyan kéros folyamatok esetén,

mint pl. tumorképzddés [3].

A metilacié a H3 és H4 fehérjék lizin (K) aminosavaira jellemz6. A folyamatban ’iroként’ a
hiszton metiltranszferaz (HMT) enzimcsalad tagjai szerepelnek, az eliminalast a hiszton
lizinjének metilacioja (H3K4), a H3K36, H3K79 moddosulasok jellemzdek, mig a genom
inaktiv, represszalt régidira a H3K9, H3K27 és H4 K20 metilacidja jellemz6 [32, 33].

A masik legismertebb a hisztonok lizinjeinek acetilacidja, ami csokkenti a DNS és fehérje
kozti toltéskiilonbséget, igy altalaban az aktiv eukromatinra jellemzé. A folyamatban a
hiszton acetiltranszferdzok (HAT) az ’ir6k’, és hiszton deacetilazok (HDAC) a ’torlok’.
melyik mindegyike nagy specificitast mutat. A hisztonok szamos acetilacios helye koziil a
legtobb informacié a harmas hiszton 27-es lizinjének modosulasarol all rendelkezésre, ami
az aktiv promoter és enhancer régiokra jellemzd. A lizin metilacidja és acetilacidja

antagonista folyamatok [33-35].

A szerin, treonin és tirozin oldallancok foszforilacidjat példaul az Aurora-B vagy Haspin
kindzok végzik. Funkcidja a génexpresszid szabdlyozasan kivill, a kiilonb6zd
modositasokkal a szabalyozas 6sszehangolasa [36]. Példaul 9-es és 27-es pozicidju lizinekkel
szomszédos szerinek foszforilacioja befolyasolja a szomszédos aminosav hozzaférhetdségét
a HMT ¢és HDM szamara, igy gatolja azokat, kozvetve kifejtve hatdsat a génkifejezédésre

[33, 37].

A hisztonok kiilonb6z6 modosulasai, valamint a DNS metilaltsaga kozott Gsszetett éS SZOros
Osszhang van, melyek egyiittesen hatarozzak meg a kromatin szerkezetét. Ennek az
Osszhangnak a felborulasa a DNS metildciojdhoz hasonléan a sejt alapvetd funkcidinak

zavarat okozzak [36, 38].
I. 1. 3. Epigenetikai eltérések, mint terapias célpontok

Az alapvetd epigenetikai mechanizmusok, €és ezek daganatok keletkezésében betoltott
szerepének megismerése Uj potencialis terapias célpontokat tart fel. Ezeket kihasznalva az

epigenetikai valtozasok visszaforditdsa révén a sejteket érzékenyithetik a hagyoményos
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kemoterapids kezelésekre. A normal epigenetikai szabalyozottsag visszadllitdsanak
tamadaspontja a két f6 folyamatban szerepld6 HDAC és DNMT enzimek, amelyeket Kis
molekulakkal gatolnak [39].

A DNS metilacio célzasa mellett szol, hogy altalanosan minden daganattipusra jellemzo a
promoter hipermetildcid, valamint az ebben bekovetkezd valtozds nyomon kovetése
technikailag egyszeriibb. A hiszton deacetilazok gatlasaval csak a nem metilalt gének
reaktivalhatok, a gének hipermetilacidja nem fordithatd vissza annak ellenére, hogy a két

mechanizmus kozott szoros 6sszhang van [3].

A DNMT inhibitorokon beliil nukleozid vagy nem-nukleozid inhibitorokat kiilonitenek el.
Ezek kozil kutatdsaim sordn a citozin analdég decitabint hasznaltam, melyet immar a
Klinikumban is  alkalmaznak (Food and Drug  Administration (FDA),

https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/ob/search_product.cfm) onkologiai

protokollokban.
1.1.3.1. Decitabin

Az egyik elsd kifejezetten epigenetikai hatasti gyogyszer, amelynek hasznalatat az Amerikai
Egyesiilt Allamok Elelmiszerbiztonsagi és Gyogyszerészeti Hivatala (2006), késébb az
Europai Gyogyszeriigynokség (2012) is engedélyezte. Ma kronikus mieloid leukémia, akut
mieloid leukémia, mielodiszplazids szindroma, prosztata és pajzsmirigy daganatok

kezelésére alkalmazhato, emellett tobb klinikai kisérlet harmadik fazisaban tart [40, 41].

A decitabin (5-aza-2’deoxicitidin) a DNMT inhibitoroknak a citidin analdég csoportjaba
tartozo vegyiilet. A dezoxirib6z cukor vaz miatt kizarolag DNS-be képes beépiilni, ahol a
DNMT fehérjéhez irreverzibilisen kot, gatolva annak tovabbi miikodését. A csokkent aktiv
enzim mennyiség a promoter hipometilacidjan keresztiil kozvetleniil tumorszupresszorok
(RASSF1A, CDKN2D), és mas gének reaktivalasahoz vezet, melyek kozvetetten szintén
befolyasolhatjak mas gének atirddasanak mértékét (pl: transzkripcids faktorok). In vitro

crer

koncentracioban citotoxikus hatasa van [40, 41].
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A sok szaz epigenetikai farmakon mellett szamtalan kismolekulanak van hatdsa az egyes
irok/olvasok/torlok aktivitdsara. Példaul az élelmiszerek az alapanyagcsere metabolitjai
mellett tartalmaznak olyan anyagokat, mint fitoosztrogének (kékszolé-resveratrol),
bioflavonoidok (tea, kavé) vagy polifenolok (kurkuma, gydombér) melyek epigenetikai
hatasokon keresztiil fejtik ki jotékony hatasukat a szervezetre [42]. A gyogyszerkutatasban
Uj irdny a régota ismert, hatékonyan alkalmazott molekuldk off-target epigenetikai hatdsainak

megismerése, feltarasa [39].

Az egyik elterjedten alkalmazott, hosszu ideje hasznalt farmakon, melynek ismertek
epigenetikai hatasai, az aszpirin. Kutatdsom soran a decitabin mellett az aszpirin epigenetikai

sajatsagokra gyakorolt hatasait is vizsgaltam [43].
1.1.3.2. Aszpirin

Az aszpirin (acetilszalicilsav, ASA) egy kozismert nem szteroid fajdalom-, és
gyulladascsokkentd hatasti molekula, amely az alkalmazott dozis fliggvényében rendelkezik
antitrombotikus hatassal, valamint potencialis daganat megel6z6 ¢és kezel6é szerként is
vizsgaltak az elmult években (végbél-, emld-, tiid6-, maj- és boérrak). Az aszpirin jotékony
hatasanak hatterében tobb Osszetett mechanizmus allhat, melyek egyiittes eredményeként

gatolja a karos sejtburjanzast és indukalja a sejthalalt [43].

A daganat megel6zés feltételezett hatasmechanizmusainak egyike a ciklooxigenaz enzimek
(COX1/2) acetilalasa, ezaltal irreverzibilis inaktivalasa. A COX enzimek (prosztaglandin H-
szintaz) az arachidonsav metabolizmusanak, a prosztaglandin szintézisnek egyik kulcs
enzime. A COX enzimeken kiviil az ASA sok fehérje aktivitasat befolyasolja, részben
acetilalassal, melynek eredményeként az NF-xB utvonal fokozott aktivitasa, az ERK, VEGF
€s Wnt/B-katenin utvonalak gatlasa, és a fokozott mitokondridlis membran permeabilitas
kovetkeztében fokozott kaszpaz aktivitdas mérhetd kiillonboz6  sejtekben  [43].
Kutatocsoportunk korabbi munkdaja alapjan az ASA sejtosztodasra gyakorolt hatdsanak
hatterében részben a survivin gatlas, s ezen keresztiil a csokkent CCNA2 (Cyclin A2) és
CDK2 (Cyclin Dependent Kinase 2) mennyiség all [44].
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A fehérje szintli hatasok mellett vizsgaltak epigenetikai hatésait is, mint példaul: bizonyos
tumorszupresszor gének célzott reaktivalasat a metilacié csokkentése révén, vagy a
poszttranszlacidos hiszton modositok aktivitdsanak befolydsolasat, melynek szintén

tumorellenes hatast tulajdonitanak [45].

I.2. Hypophysis neuroendokrin daganatok

A hypohpysis neuroendokrin daganatok (PitNET) a hypophysis eliils6 lebenyének joéindulata
daganatai, melyek altal okozott morbiditas f6 oka a térfoglalas mellett az endokrin rendszerre
gyakorolt hatas [46]. Egyaltalan nem tekinthetdk ritka tumor tipusnak, a statisztikak alapjan
az intrakranialis daganatok koziil a harmadik leggyakoribb [46-48], el6fordulasi
gyakorisaguk metaanalizisek alapjan 1:1064 [49]. A hypophysis neuroendokrin daganatok

fontos jellemz6i @ hormontermelés, a méret, az invazivitas és az agresszivitas.

A hypophysis daganatok egyéb tumorokhoz hasonléan monoklonalis eredetiick.
Klasszifikaciojuk alapja az Egészségiigyi Vilagszervezet 2017-es iranyelve [50], mely
elsdként vizsgélja a termelt hormon jelenlétét; illetve meghatarozza a daganat kiindulas
sejttipusat a sejtvonalra jellemz6 transzkripcids faktorok jelenlétének immunhisztokémiai
vizsgalata altal. A szomatotrop daganatokra elsGsorban novekedési hormon (GH) (esetleg
prolaktin (PRL)), mig a laktotrop daganatokra egyértelmii PRL pozitivitas jellemzd. A
thyrotrop sejtb6l kiindulé daganatok pajzsmirigy stimulald hormon (TSH), a corticotrop
tumorok adrenocorticotrop hormon (ACTH), a gonadotrop daganatok follikulus stimulald
hormon (FSH) és/vagy luteinizdld6 hormon (LH) pozitivitast mutatnak. Plurihormonalis
adenomék lehetnek GH/PRL/TSH, ritkin ACTH/GH vagy ACTH/PRL pozitivak. A
transzkripcios faktorok az eliilsdlebeny hormonokra negativ esetek tovabbi vizsgalataban
nyujtanak nagy segitséget, alkalmazasukkal azonosithatéak a kizardlag PIT-1 (pituitary-
specific POU-class homeodomain transcription factor 1) pozitiv sejtek/daganatok, melyek
szomatotrop, a PIT-1 és ER (estrogen receptor) pozitiv laktotrop, a PIT-1 és GATA-2 (GATA
Binding Protein 2) festédést is mutatd thyrotop eredetli daganatok Az SF-1 (steroidogenic
factor 1), GATA-2 és ER faktorokra pozitiv mintak gonadotrop, a T-PIT (T-box family
member TBX19) corticotrop differencialtsagot jeleznek. Azok a daganatok, melyekben

egyik transzkripcios faktor jelenléte sem kimutathato alkotjak a valddi ,,null-sejtes” ("null
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cell’, NC) PitNET csoportjat [50]. Feln6ttek korében a daganatok 15-40%-at gonadotrop; 30-
50%-at lactotrop; 15-20%-at somatotrop; 15%-at corticotrop, 0,5-1,5%-at thyrotrop,
kevesebb, mint 1%-at NC PitNETek alkotjak [51].

A daganat klinikai szempontbdl rendkiviil fontos jellemzdje a hormontermelés, mely
meghatdrozza az endokrin rendszerre gyakorolt hatast, ez alapjan megkiilonboztetiink nem
funkcionalé (NF, hormont nem termelé) (35%), illetve funkcionald, hormont termeld

daganatokat (65%) [52].

Meéretiik alapjan mikro- (57,4%), és makroadenomakat (42,6%) kiilonitenek el, melyek
kozott 10 mm a mérethatar [49]. A tumor méret alakuldsa szempontjabol meghatarozo a
proliferaciés index (Ki-67). Az er6s proliferacios aktivitast mutaté tumorokat (>3%-0s Ki-
67 pozitivitas) klinikai szempontbol az agressziv PIitNET daganatnak tekintik, melyek
sebészi eltavolitast kovetden nagyobb valdsziniiséggel recidivalnak [53, 54]. Az invaziv
csoportba sorolt daganatok intrasellarisan terjednek, infiltraljak a kemény agyhartyat és a

kornyez6 csont- és agyszovetet [55].

A hypophysis carcinomai ritkak (0,2%). Ide azok a bizonyitottan hypophysis eredetii
daganatok tartoznak, melyek esetében a craniospinalis vagy szisztematikus metasztazis

bizonyitott [56].

A PitNET kialakulasanak hatterében allhatnak 6roklott vagy szerzett genetikai, epigenetikai

valtozasok.
I. 2. 1. Hypophysis daganatok pathomechanizmusa

A tumorigenezis pontos mechanizmusa nem ismert, azonban szamos fehérje kapcsan
mutattak ki Osszefiiggést (pozitiv vagy negativ) megvaltozott mennyisége vagy hibas
milkodése miatt. A daganatkeletkezésben szerepet jatszhatnak onkogének vagy
tumorszupresszorok, melyek kozé tobbek kozott a sejtciklus szabalyozasban részt vevo
fehérjék, novekedési faktorok, transzkripcionalis szabalyozo fehérjék, tagabb értelembe véve
nem kodold RNS-ek tartoznak. Ezek koziil a PitNET kialakulasaval osszefliggésben allo

fehérjék megvaltozott szignal transzdukcidos aktivitashoz, lebontdé folyamatokhoz
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vezethetnek, gyakran érintik a sejtciklust szabalyozd fehérjéket. Mindezek a daganat

iniciaciojat és progredialasat eredményezik [57, 58].

Kiemelt helyen szerepelnek a ciklinek, ciklin dependens kinazok (CDK), és inhibitoraik
(CDKi), amelyek preciz szabalyozasa révén torténik a sejt osztodasa. A CDK-k
foszforilaljak, igy inaktivaljak a sejtciklus egyes fazisaihoz kapcsolodd fehérjéket (pl.:
retinoblasztoma (Rb1)), mig inhibitoraik (CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
2A), CDKN1B (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1B)) megel6zik a CDK aktivitast, igy
gatoljak a sejt fokozott litemii osztodasat. A ciklinek altalaban fokozott génexpressziot
mutatnak nem funkcionalé daganatokban [59]. Ezen fehérjék Osszességének megvaltozott
aktivitdsa a sejtciklus szabdlyozas felborulasaval hiperplazidk, tobbek kozott PitNET
kialakulasat segitik [57, 58].

A leggyakrabban megfigyelt eltérés PitNET-ek esetében a Rb1 utvonal esetében van. Habar
a RB1 gén mutacioja rendkiviil ritka, epigenetikai szabalyozas felborulasa kovetkeztében
csokkent fehérje mennyiséget talaltak szomatotrop daganatok esetében [62]. A RB1 részben
tagja az RB1-CDKN2A-CCND1(Cyclin D1) - CDK4 (Cyclin Dependent Kinase 4)
szabalyozasnak, ahol a CDKN2A gatolja a RB1 foszforilacigjat a CDK4 inhibicidjaval.
Hypophysis adenoma mintdkban a CDKN2A csokkent, agressziv daganatok esetén a
CCND1 emelkedett szintet mutat [63]. Masrészt a RB1 az E2F1 transzkripcios faktor
aktivitasat szabalyozza. A RB1 fehérje foszforilalatlan, aktiv allapotban koti az E2F1
fehérjét, viszont CDK aktivitas mellett foszforilalt allapotban (pRB1) a kotés megsziinik, az
E2F1 szabad formaban fejti Ki szabalyoz6 hatasat (2. abra). Az E2F1 transzkripcios faktor a
sejtciklus els6 ellendrzési pontjanak (G1/S) 6 koordinatora, ami a célfehérjék promoteréhez
kotve szabalyozza példaul a DNS replikaciojat (PTTGL - Pituitary Tumor Transforming
Gene 1) valamint proapoptotikus folyamatokat. A RB1 foszforilacidja révén aktivizalt E2F
csalad igy a sejt ciklus felgyorsulasahoz vezet [58, 64, 65]. A CDKNIB inhibitor csokkent
mennyisége a CCNE (Cyclin E) mennyiség novekedésével jar egyiitt, ami a differencialt
sejtek esetében a sejt osztoddsanak fokozodasahoz vezet, Osszefiiggést mutat a daganat

méretével [66]. A CCNDI1 emelkedett mennyisége Osszefiiggésben all a daganat
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invazivitasaval [67], mig a CDKN2C (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2C) hianya

gigantizmushoz vezet [68].

Szintén az E2F csalad aktivitasahoz kapcsolodik a HMGA2 (High Mobility Group AT Hook
2) gén fokozott expresszidja, melynek mértéke a kiilonboz6 hisztologiai csoportokban eltérd.
A fehérje mennyiségének emelkedése Osszefiigg a daganat méretével és proliferacios
indexével is. A HMGA2 a CCNB2 (Cyclin B2) promoterét indukalva kézvetve a sejtciklus

abnormalis felgyorsitasahoz vezet [58, 69].
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2. dabra A hypophysis daganatok patomechanizmusdanak fehérjéi, és ezek sejt ciklus
fehérjéivel valo interakcidja. PTTGL: Pituitary Tumor Transforming Gene 1, RB:
Retinoblastoma 1, HMGA2: nagy mobilitisu AT hurok 2 (High Mobility Groop AT Hook),
CDKUX.: ciklin dependens kindz 1 (Cyclin Dependent Kinase 1), CDK2: ciklin dependens kindz
2 (Cyclin Dependent Kinase 2), CDK3: ciklin dependens kindz 3 (Cyclin Dependent Kinase
3), CDK4: ciklin dependens kindaz 4 (Cyclin Dependent Kinase 4), CDKN1A: ciklin
dependens kindaz inhibitor 14 (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A), CDKN1B: ciklin
dependens kindaz inhibitor 1B (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1B), CDKN1C: ciklin
dependens kindz inhibitor 1C (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1), CDKN2A: ciklin
dependens kinaz inhibitor 24 (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A), CDKN2C: ciklin
dependens kinaz inhibitor 2C (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2C). Otzo és Sicinski [60],
valamint Fedele és Fusco [61] munkdjat hasznaltam fel.
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A PTTG1 sejtciklus szabalyozd onkogén, a kromoszomak szegregalddasaért felelds.
Mennyisége a sejtciklus fiiggvényében jelentdsen valtozik, a legmagasabb szintet a G2/M
atmenetnél éri el. A PitNET-ekre jellemzé emelkedett expresszidja Osszefliggést mutat az

invazivitassal és az erds proliferacioval [70].

A p53 tumorszupresszor a sejtciklus lassitasaért, apoptozisért, sejt differencialodasaért, a
DNS javitasaért felelos gének kifejezddését transzkripcionalisan szabalyozza. Stressz
hatasara (DNS karosodas, onkogének) poszttranszlacidos modositdsok hatasara aktivizalodik
és stabilizalodik, igy felhalmozodik a sejtben [71]. Bar az irodalomban leirtak, hogy a p53
fehérje mennyisége korrelal a daganat invazivitasaval és az agressziv viselkedéssel, azonban
ezt mas kutatdcsoportok nem tudtdk megerdsiteni €s semmilyen 0sszefliggést nem talaltak a
klinikai megjelenéssel [72, 73]. Ezért a WHO aktualis ajanlasa szerint nem alkalmas
prognosztikus paraméternek PitNET-ek eseténben [50]. A p53 defektusa (pl. génmutaciod)

kozvetlen szerepe a daganat kialakulasban szintén vitatott [74].

Az AKT1, AKT2 (protein kinaz B) fehérjék szerin-treonin kinaz aktivitassal rendelkeznek.
Aktivitasuk a foszfatidil-inozitol 3 kinaz (PI3K) altali foszforilaciojaval torténik, igy az egyik
legfontosabb jelatviteli utnak tagjai. Az AKT fehérjék kinaz aktivitasuk révén kapcsold
funkcioval birnak az apoptozis, sejtnovekedés és osztodas folyamatait meghatirozo
proteinekre, mint példaul ciklinek, ciklindependens kinazok (CCND1, CDKNI1A,
CDKN1B), apopototikus faktorok (BAD — Bcl2 Associated Agonist of Cell Death) vagy
transzkripcios faktor (GSK-3 — Glycogene Synthase Kinase 3). Az AKT fehérjék expresszios
szinten nagyobb mennyiségben vannak jelen, és magasabb a foszforilalt, aktiv forma aranya

daganatos sejtekben [75].

A BAG1 a BCL2-vel asszocialt antiapoptotikus fehérje magas szinten expresszalt PitNET
sejtekben mind normal mind NC PitNET-ekhez képest. Osszefiiggés 4llhat fent a daganatos

sejt tulélése, proliferacios rataja és metasztatikus hajlama és a BAG1 mennyisége kozott [76].
I. 2. 2. Familiaris megjelenési hypophysis neuroendokrin daganatok genetikai hattere

A hypophysis neuroendokrin daganatai minddssze 4-5%-a familiaris eredetli, az esetek

tulnyomo tobbsége (95%) sporadikus megjelenésii [48]. A familiaris eseteket nagy része
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olyan endokrin szindromakhoz tarsul, mint a multiplex endokrin neoplazia szindrémak

(MEN), vagy a Carney-komplex (CNC) (1. tablazat) [48, 77].

A familiaris halmozodast mutatd esetek kozil leggyakoribb (15-30%) az AIP (Aryl
Hydrocarbon Receptor Interacting Protein) tumorszupresszor gén mutacioja (15%), mely a
familiarisan izolalt hypophysis adenomak (FIPA) kialakulasahoz vezet [78, 79]. A pontos
tumorigenezis nem ismert, feltehetéen az AIP csokkent miikddése kapcsan megvaltozott

ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) szint allhat a hattérben [77].

1. tablazat Familiaris megjelnésii PitNET-eket kivalto mutdciot hordozo gén, és a klinikai
paraméterek (hormontermelés, PitNET klinikai megjelenése). FIPA- familiarisan izolalt
hypophysis adenoma, MEN1- 1-es tipusu multiplex endokrin neoplazia, CNC: Carney-
complex, MAS: McCune-Albright szindrama, MEN2A, MEN2B: 2-es tipusu multiplex
endokrin neoplazia, MEN4: 4-es tipusii multiplex endokrin neopldazia, X-LAG: X-kapcsolt
akrogigantizmus, 3PA: Pheochromocytoma/ Paraganglioma, hypophysis asszocidacio. A
tablazat Tatsi és munkatdrsainak munkdjanak felhasznaldasdaval késziilt [T7].

Szindréma Gén Hormon termelés Hypophysis daganat klinikai
jellemzdje
Korabbi manifesztacio,
FIPA AIP GH, PRL agressziv, invaziv fenotipus,
gyakori rezisztencia.
Elsédleges manifeszracio,
MEN1 MEN1 PRL, NF, GH, ACTH agressziv fenotipus,
makroadenoma,
gyakori reszisztencia.
CNC PRKARIA PRL, GH Lassan fej l'6d6'dzf1ganat,
gyakori recidiva.
MAS GNAS1 GH -
MENZ2A, MEN2B RET GH, ACTH, NF -
MEN4 CDKN1B GH, ACTH, NF -
Korai életszakaszban,
X- LAG GPR101 GH, PRL invaziv fenotipus, agresziv
makroadenoma.
SDH.X, VHL, A ] Ny
3PA MEN1, RET, PRL, GH, NF gressziv megjelencs,
MAX gyakori rezisztencia.
Sclerosis tuberosa TSC1, TSC2 ACTH, GH, sFSH/LH -
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A multiplex endokrin neoplazia I-es tipusa (MEN1), melynek hatterében a MEN1
tumorszupresszor gén csirasejtes mutacioja all, mely szintén genetikai prediszpoziciot jelent
a hypophysis daganatok kialakulasara nézve [80]. A MEN1-es esetek kozel felénél (40%)
alakul ki PitNET, ami gyakran az elsédleges manifesztacio. [77, 81, 82].

A Carney-complex (CNC) a ritka szindromakhoz tartozik, hatterében az esetek dontd
vissza. A betegség autoszomalis dominans 6roklédés menetet mutat [83]. A betegség tiinetei

emellett a myxomak és a bor jellegzetes, potty6zott pigmentacidja [77].

A GNAS1 gén mutéacidja McCune-Albright szindroéméahoz vezet, mely bar nem Grokletes
korkép mégis genetikai betegség, hisz ebben a betegségben a gén mutacidja a posztzigotikus
feljodés adott szakaban jelenik meg, igy a szomatikus mozaicizmus kovetkeztében csak
bizonyos szovetekben mutathato ki a géneltérés [82, 84]. Az esetek 6t6dénél GH termeld
PitNET az egyik manifesztacid, jellegzetes tlinete a café-au-lait pigmentacid és a korai

pubertas [77].

A fenti gyakoribb genetikai eltérések mellett szintén szindromakhoz kapcsolodéan PitNET
kialakulasahoz vezethet a MEN2A/2B (2-es tipusu multiplex endokrin neoplazia), MEN4 (4-
es tipusd multiplex endokrin neoplazia), X-LAG (X kromoszomahoz kotott
akrogigantizmus), 3PA, vagy sclerosis tuberosa (1. tablazat). Extrém ritkan tarsul
hypophysis neuroendokrin daganat neurofibromatézis-1 (NF-1) vagy Beckwith-Wiedemann

szindrémahoz [77].

A MEN2A, MEN2B, valamint a MEN4 ritkan szintén kialakulhat PitNET. A RET (Ret Proto-
oncogene) gén mutaciojabol eredd MEN2A ¢és MEN2B szindroma esetén harom [85], mig a
CDKN1B defektusra visszavezethetd6 MEN4 esetek kozil mindezidaig Ot esetben
azonositottak kiilonboz6 endokrin aktivitast mutatd PitNET-et [86].

Az X-LAG, azaz X-kapcsolt akrogigantizmus egy G fehérje kapcsolt receptor molekula, a
GPR101 génnek a mikroduplikacioja okozza [87], ami magas, nehezen szabalyozhat6 GH
szekréciot eredményez. Az esetek 85%-ban PitNET kialakulasahoz vezet, gyakran agressziv

viselkedésti makroadenoma [77].
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A 3P asszociaci6 (3PA) azon ritka  eseteket foglalja  0Ossze, ahol
Pheochromocytomas/Paragangliomas betegeknél az SDH.X, VHL (Von Hippel-Lindau
Tumor Supressor), MEN1, RET vagy MAX (Myc Associated Factor X) génmutacioi mellett
PitNET alakul ki [77]. Feltételezik, hogy ezen esetekben a hypophysis daganat

kialakulasanak hatterében eltérd valdszintiséggel a fenti gének mutacidja allhat [88].

Néhany eset ismert, ahol a sclerosis tuberosa PitNET-tel tarsult. A betegség hatterében a
TSC1 vagy a TSC2 gén eltérése all, minek kovetkeztében megvaltozik a hypophysis sejtek
kozponti jelatviteli utvonalainak aktivitasa (PI3K/Akt, mMTOR — Mechanistic Target Of
Rapamycin Kinase) [77].

I. 2. 3. Szomatikus genetikai eltérések hypophysis neuroendokrin daganatokban

A hypophysis neuroendokrin daganatok 95%-a azonban nem mutat csaladi halmozddast [48],
S a szakirodalomban minddssze néhdny gén szerepel, melyek szomatikus eltérései
egyértelmii Osszefiiggést mutatnak PitNET kialakulasaval (2. tablazat). A korabban
ismertettek koziil a MEN1, AIP és GNAS gének mutacidjat irtak le sporadikus PitNET-ek

esetében szoveti szinten [89, 90].

Ezek koziil a legrégebben azonositottak a GNAS gént, melynek szekvenciajaban patogén
eltérés mutathato ki a GH-termelé PitNET-ek tobb mint 50%-aban, és néhany corticotrop
adenomaban. A klinikai viselkedés nagy hasonlosagot mutat a McCune-Albrigth szindroma

kapcsan leirtakhoz [77].

Corticotrop PitNET hatterében allhat az USP8 (Ubiquitin Specific Peptidase 8), BRAF (B-
Raf Proto-Oncogene) gének szomatikus eltérése. Az USP8 defektusa emelkedett EGFR
(epidermalis novekedési faktor receptor) szinten keresztiil hypophysis sejtekben a POMC
(Proopiomelanocortin) gén fokozott expressziojat, igy emelkedett ACTH szekréciot
eredményez. Az USP48 (Ubiquitin Specific Peptidase 48) ¢s BRAF a MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase 1) szignalizaciéhoz kapcsolodnak, melynek eredménye szintén a

POMC szint valtozasa, de ennek pontos mechanizmusa nem ismert [77, 91].
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2. tablazat Szomatikus genetikai mutdciok hypophysis neuroendokrin daganatok (PitNET)
hatterében. GNAS: Gs protein o alegység génje (Gs Protein o Subunit), USP8: ubikvitin
specifikus peptidaz 8 (Ubiquitin Specific Peptidase 8), USP48: ubikvitin specifikus peptidaz
(Ubiquitin Specific Peptidase 48), BRAF: B-raf onkogén (B-Raf Proto-Oncogene), PIK3CA:
foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat 3-kindz o katalitikus alegység (Phosphatdylinositol-4,5-
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit o). 4 tdbldzat Tatsi és munkatarsainak munkajanak
felhaszndlasaval késziilt [T77].

Gén Gyakorisag Klinikai megjelenés
GNAS somatotroph PitNET-ek 50%-aban, McCune-Albright
néhany corticotrop eset szindromahoz hasonlo
USP8 corticotrop PitNET-ek 20-60%-4ban Gyakor recidiva,
agresszivebb fenotipus
USP48 corticotrop PitNET-ek 23%-aban -
BRAF corticotrop PitNET-ek 16%-4ban -
PIK3CA PitNET-ek 2-12%-a Invaziv fenotipus

A PI3K/Akt utvonal PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic

crer

........

A DICER1 (Double-Stranded RNA-Specific Endoribonuclease) mikroRNS érésben kézponti
fehérjét kodold génmutacidja rendkiviil ritka, a kdvetkezményesen kialakuld szindroma
(DICER szindroma) egyik stilyos manifesztacioja a hypophysis blasztoma. Bar a hypophysis
blasztomék hisztologiailag elkiiloniilnek a PitNET-ektdl, ACTH szekrécid6 megfigyelhetd

némely eseteiben [77].
I. 2. 4. Epigenetikai valtozasok hypophysis neuroendokrin daganatokban

Azon esetek kapcsan, melyeknél genetikai eltérést nem sikeriilt azonositani, az epigenetikai
mechanizmusok vizsgalatanak fejlodésével lehetdség nyilt ezen eltérések vizsgalatara,
megismerésére. Szamos gén kapcsan bizonyitottdk a megvaltozott epigenetikai mintazat
kovetkeztében eltéré génexpresszids profilt, ami Osszefiiggést mutathat a Kklinikai

megjelenéssel.
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1.2.4.1. DNS metilacios eltérések

Egyedi gének promoterének metilacio specifikus vizsgélata soran szamos altalanos, illetve
hypophysis specifikus tumorigenezishez kapcsolodd gén fokozott metilaciojat irtak le,
valamint ebbdl eredden csokkent génexpressziot mértek. Ezen gének koz¢é tartozik példaul a
sejtciklus szabalyozasban részt vevé CDKN2A, RB1, a genom stabilitasban fontos GADD45y
(Growth arrest and DNA Damage Inducible 45y), az apoptotikus folyamatokban fontos
PTAG (Pituitary Tumor Apoptosis Gene), a tumorszupresszor DAPK1 (Death Associated
Protein Kinase 1), RASSF1A (Ras Association Domain Family Member), MEG3 (Maternally
Expressed Gene 3), az onkogén PTTG1 és MAGEA3 (Melanoma Associated Antigene family
member A3) vagy az FGFR2 novekedési faktor receptor gén [1, 92].

Ezek koziil példaul a CDKN2A hipermetilaciéja nem-funkcionalé daganatokra jellemz6
(70%) [93], de invazivitas szempontjabdl nem mutathato ki kiilonbség. A PTAG hisztologiai
csoporttol fliggetleniil (nem funkcionald és szomatotrop) csokkent expressziot mutat [94],
aminek oka a megvaltozott genomi metilacio. A DAPK hipermetilacidja agressziv
viselkedéssel tarsul [95], a RASSF1A génhez hasonldan, ahol a metilacio kiilonbséget
mutatott a Ki-67 pozitivitas fliggvényében is [96].

Teljes genomot célzo vizsgalatok soran szintén a klinikai megjelenés és metilacios profil
kozti Osszefliggéseket keresték. A kiilonb6zé hypophysis tumor tipusok koziil, érdekes
moédon, a nem funkcionaldo daganatok mutatjak a legmagasabb genomialis metilaltsagot.
Ezeket kovetik a szomatotrop sejtekbdl kiindulé daganatok [97-100]. Az egyes hisztologiai
csoportokra jellemzd, eltéréen metilalt gének meghatarozasa nem konzekvens a kiilonb6z6
tanulmanyokban. Nem meglepé modon, a hormontermelésben résztvevé FSHB (Follicle
Stimulating Hormone Subunit ), LHB (Luteinizing Hormone Subunit B), illetve POMC,
GHL1 (Growth Hormone 1), GH2 (Growth Hormone 2), PRLR (Prolactin Receptor), GHRHR
(Growth Hormone Releasing Hormone Receptor) és SSTR2 (Somatostatin Receptor 2) gének
csokkent metilaciot mutatnak hormont termel6 daganatok esetében, ami magas
génexpresszioval tarsul [98, 99]. Emellett, Ling és munkatarsai (2014) a KCNAB2
(Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily A Regulatory B Subunit 2) gén promoter

metilaciojaban talaltdk a legnagyobb eltérést, ami a kddolt kalium-ioncsatorna fehérje
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megvaltozott expresszidja révén a hormontermelést nagy mértékben befolydsolhatja mas,
szintén iontranszportban szerepld génekkel egyiitt, igy magyarazat lehet a funkcionalitast

érint6 kiilonbségre [100].

Nem egybehangzoéak a vizsgalatok annak tekintetében, hogy az eltéréen metilalt gének mely
bioldgiai funkcidkhoz kapcsolddnak, mely jelatviteli tvonalak megvaltozott aktivitdsdhoz
vezetnek. Duong ¢és munkatarsai eredményei alapjan az eltéréen metilalt gének az
intracellularis szignal kaszkadokhoz, a sejtfelszini receptorok jelatviteléhez; ¢és a
transzkripcionalis szabalyozashoz kapcsolddnak, mas daganatok esetében tumorszupresszor
funkciéval birnak (SOCS2 (Supressor of Cytokine Signaling 2), RASSF1, SOCS1 (Supressor
of Cytokine Signaling 1)) [97]. Gonadotrop szdvetekben a sejtmigracidhoz, a transzkripcio
negativ szabdlyozdsdhoz ¢és a fokdlis adhézidhoz kapcsolddd gének mutattak eltérd
metilaltsagot, mig az utvonalak kozil a kis guanin trifoszfatdz medialt jelatvitel;
transzmembran tirozin kinaz, Rapl (Member of Ras Oncogene Family 1), MAPK
szabalyozasa volt érintett [101]. Korabban szélesebb hisztologiai spektrumon az eltéréen
(hiper)metilalt gének olyan utvonalakhoz kapcsolodtak, mint a Wnt-, p53-, PI3K-Akt- vagy
a proteoglikanok jelatvitele daganatokban (,,Proteoglycans in cancer”’, KEGG utvonal
azonositd: hsa05205) [99].

A hipermetilaltsag nem szignifikinsan magasabb invaziv daganatok esetében nem
invazivhoz képest, de a két csoport metilaciés mintazata jelentds kiilonbséget mutat. A
CNKSR1(Connector Enhancer of Kinase Suppressor of Rasl) hipermetilalt invaziv
daganatok esetében, hipometilalt az ITPKB (Inositol- Triphosphate 3-Kinase B), valamint a
motilitashoz és invazidhoz kapcsolodo FLT1 (FMS Related Receptor Tyorosine Kinase 1) és
SLIT3 (Slit guidance Ligand 3) gének [99, 100, 102]. Gu és munkatarsainak munkaja alapjan
az invaziv €s non-invaziv csoportokban eltéréen metilalt gének a kiillonboz6 adhézios

folyamatokhoz sziikségesek [102].

Tumorszupresszor gének metilacidjanak vizsgalata soran Garcia-Martinez €¢s munkatarsai
szintén erdsen eltérd metilacids profilt talaltak a kiilonbozd hisztoldgiai csoportok kozott
(corticotrop: MSH6 (MutS Homolog 6), CADML1 (Cell Adhesion Molecule 1); szomatotrop:
CASP8 (Caspase 8), RASSF1 hipermetilacio). Emellett a RASSF1 és ER (Estrogen Receptor)
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gének metildltsaga €s az invaziv viselkedés kozott negativ Osszefiiggést talaltak, és
megallapitottak tobbek kozott a TP53, GATAS (GATA Binding Protein 5), CASP8, RASSF1

gének fokozott metilacidjat hormonalisan inaktiv szovetekben [103].

A DNS metilacios mintazatanak kialakitasaban fontos enzimek (DNMT1/3A/3B) koziil a
DNMT1 expresszidja mutat korrelaciot a genom metilaltsagaval, a masik két, de novo
metilaciot katalizalé enzim és TET enzimek esetében ilyen Osszefliggést nem talaltak

hypophysis neuroendokrin daganatok esetében [104].
1.2.4.2. Hiszton médosuldsok szerepe a hypophysis tumorigenezisben

A hiszton fehérjék poszttranszlacios modosulasainak vizsgalataval a fehérje megvaltozott
acetilacioja, metilacioja és citrullinacidja ismert habar kisebb mértékben reprezentalt az

irodalomban.

Globalisan PitNET-ek esetében emelkedett a hiszton 3 fehérje 9-es lizin aminosav
acetilacioja (H3K9ac), aminek mértéke pozitiv korrelaciot mutat a p53 sejtciklus
szabalyozasban fontos fehérje, és a Ki-67 proliferacios marker fehérje mennyiségével [105].
A fokozott hiszton acetilacié oka enzimatikus szinten lehet a HDAC2 (hiszton deacetilaz 2)
fehérje szabalyozasa a POMC gén altal [106], valamint, hogy a HDAC11 (hiszton deacetilaz
11) megndvekedett aktivitasa negativan hat a korabban ismertetett sejtciklus szabalyozo p53
fehérje mennyiségére [107]. A szirtuin hiszton deacetilaz aktivitasu fehérjecsalad tagjai
koziil a SIRT1 overexpresszalt szomatotrop €s nem funkcionaldé daganatokban, a SIRTS,
SIRT4 ¢és SIRT7 csokkent génexpressziot mutatnak NF PitNET csoporton beliil nagyobb
daganatok esetében. A SIRT1 génexpresszidja kisebb tumorméret estén magasabb, mig a
SIRT3 esetében forditott aranyossag all fenn a tumorméret és a génkifejezodése kozott [108].
A PTTGI fehérje mennyisége né magas p300 hiszton acetil-transzferaz aktivitas hatasara
[109], az Ikaros 6 acetiltranszferaz fehérje a Bel-XL (Bcl-2 family member) antiapoptotikus
faktor promoter aktivitasat noveli, fokozva a sejt tiléloképességét [110]. Emellett a BMP4
(Bone Morphogenetic Protein 4) génexpresszio novekedését kototték ossze a hiszton fehérjék
fokozott acetilacigjaval [111, 112]. A BMP4 fehérje szintetizalasnak szabalyozasaban a

hiszton fehérjék eltérd metilaltsaga is szerepet jatszik [112]. Altalanossagban emelkedett
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metilaciojat talaltak a harmas hiszton négyes (H3K4), valamint huszonhetes (H3K27)
lizinjének NI csoportban invazivhoz képest, aminek oka a PRDM2 (PR/SET Domain 2)
hiszton metiltranszferaz emelkedett aktivitasa, ennek eredményeként kés6bbi a progresszid
[113].

A PAD enzimek magas aktivitdsa miatt erés citrulliniciot irtak le prolaktinomak és
szomatotrop PitNET-ekben. Ennek hatasara kozvetetten emelkedik a HMGA, IGF-1
(Insuline Like Growth Factor 1) és MYC-N (MYCN Proto-Oncogene) onkoproteinek

mennyisége, no a sejtproliferacio [114].
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Il.  CELKITUZESEK

A hypophysis neuroendokrin daganatok (PitNET) jellemzden joindulatiak, azonban,
gyakorisaguk és az endokrin rendszerre gyakorolt hatasuk kovetkeztében jelentds
morbiditassal jarnak. Mindezidaig szamottevé hanyadukban (és kifejezetten a nem-
funkcionalé daganatokban) nem talaltak kivaltdé okot hagyomanyos genetikai nagy
ateresztOképességli  vizsgalatokkal sem, mely felveti az elmult években egyre

hangsulyosabba valt epigenetikai eltérések szerepét.

Doktori képzésem kutatdomunkdja soran a sporadikus PitNET mintdk epigenetikajanak
targykorén beliil a DNS metilacios eltérések, valamint az epigenetikai eltérések

transzkriptomikai mintazatra gyakorolt hatdsdnak vizsgélataval foglalkoztam.
Céljaim a kutaté6 munka soran:

1. A hypophysis neuroendokrin daganatszovetek teljes genom allomanyanak
metilacios/demetilacios  statusz  és azok klinikopatologiai  paraméterekkel —vald
Osszefiiggésének vizsgalata. Felmeriilhet-e ez a jelleg, mint potencialis biomarker? A
tumorszovetek mellett hasonld kontextusban vizsgaltuk a kapcsolodd vérmintak leukocita
genomjanak teljes metildcio-demetilacidjanak mértékeét is.

2. A DNS metilaciés ¢€és demetilacios eltérések hatterében potencialisan 4llo,
enzimcsaladok, és az azok aktivitdsahoz nélkiilozhetetlen kofaktorok génexpresszidjanak
vizsgalata human PItNET szdvetekben és in vitro sejtvonalakban.

3. Az alapveté folyamatok feltérképezését kovetden hypophysis neuroendokrin
sejtvonalakon epigenetikai hatdsu farmakonok hatdsainak vizsgalata, a felismert

Osszefliggések vizsgalata, ezaltal potencialis terdpids lehetdségek feltarasa.

a. A decitabin, mint DNS metilaciot gatlo enzim inhibitor hatasa a sejt talélésre,
proliferacidra.
b. Valamint az aszpirin, ill. hatasanak vizsgalata hypophysis sejtek tulélésére,

crer
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I1l. MODSZEREK
I11. 1. Betegmintak

Kutatomunkamhoz felhasznalt hypophysis adenoma szévetmintak a 2007-2017 idészakban
az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézetben végzett transsphenoidalis miitéti eltavolitast
kovetden keriiltek 0Osszegytijtésre kutatdcsoportunk altal. A kapcsolédd vérmintak a
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinikdjan gondozott betegektdl tdjékozott
beleegyezést kovetden, a diagnosztikdhoz kapcsolodd vérvételek alkalmaval kertiltek
levételre, igy a betegek szamara addicionalis kockazatot nem képviseltek. A vizsgalatot a

Magyar Egészségiigyi Tudoméanyos Tanacs és Kutatasetikai Bizottsag hagyta jova (0618/15).

A szovetmintak, az eltavolitast kovetden -80°C-on megfeleld stabilitast biztositd RNA later

reagensben (Thermo Fisher Scientific) keriiltek tarolasra.

A klinikai diagnézis alapjat a betegek tiinetegyiittese mellett a periférids vérmintakbol
végzett hormon vizsgalatok képezték. A rutin szovettani vizsgalatok (hisztologia és
eliilsélebeny hormonok immunhisztokéma) a Semmelweis Egyetem 1. sz Patologiai és
Kisérleti Rakkutatd Intézetben keriiltek elvégzésre, melyhez kiegészitésként a WHO 2017-
es iranyelveinek megfelelden az ajanlott transzkripcids faktorok meghatarozasa is beallitasra

kertilt [50] (3. tablazat).

Az altalunk vizsgalt mintak klinikai és immunhisztokémiai jellemzdit €s a rajtuk elvégzett
vizsgalatokat az 1. tablazatban 6sszegeztem. Mind6sszesen 57 szovetet vizsgaltunk, melyben
12 novekedési hormont termeld, 41 gonadotroph, 3 corticotoph és 1 *null sejt’ hisztologiat

mutatott (3. tablazat).

Az 57 beteg koziil 25 esetében a szovet mellett vérmintat is felhasznaltunk vizsgalataink
soran, amelyeket a mintavétel utan 3 6ran beliili centrifugalast (3000 g; 20 perc; 4°C) és

aliquotolast kovetden a felhasznalasig -80°C-on taroltunk.
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3. tablazat — Kutatomunkdam sordn felhaszndlt betegmintak — [HK: immunhisztokémia;

HPLC-MS-MS: Nagynyomdsu folyadék kromatogrdfias tomegspektrometriai vizsgalatok;
GEX: Individudlis génexpresszios vizsgalatok. F: férfi; N: nd; NFPA: Klinikailag nem-
funkcionalo hypophysis adenoma; GHPA: novekedési hormont termeld hypophysis
adenoma; FSH: follikulus stimuldlo hormon; LH: luteinizalé hormon; GH: névekedési
hormon; PRL: prolaktin; ACTH: adrenocorticotrop hormon; T-PIT: T-box csaldd TBX19
tagja; PIT-1: Hypophysis specifikus POU-csoport homeodomén transzkripcios faktor 1; SF-
1: Steroidogenic Factor 1; GO: gonadotrop; GH: novekedési hormon; KO: corticotrop; NC:

null sejtes.
Klinikai CHK Besorolds Ki-67 Vizsgalatok
Nem | Kor diagnozis (il;ilss'dz ii?en‘}fl f;olr(mon; SEjtVf.)tlaI pyohferé:lés IHK HPLC-MS/MS GEX
pciods faktor) alapjan index (%) Szévet | Veér

F | 43| NFPA FSH, LH GO 8,5 X X
F | 38 | NFPA FSH GO 35 X

N | 68 | NFPA FSH, LH GO 35 X X X
F | 67 | NFPA FSH, LH GO 35 X X

N | 73 | NFPA FSH, LH GO 1 X X

F | 63 | NFPA FSH, LH GO 05 X X
N | 39 | NFPA FSH GO 15 X X
N 60 GHPA GH, PRL GH 2 X X X
N 43 GHPA GH GH 2 X X
F | 58 | NFPA | HN (T-Pit-;PIT1-; SF-1+) GO 6 X X X
N | 60 | NFPA HN (T-Pit -; PIT1 -; SF-1 4) GO 5 X X X X
N | 64 | NFPA | HN (T-Pit-; PIT1-; SF-1+) GO 5 X X X
N | 49 | NFPA | HN (T-Pit+; PIT1-; SF-1-) KO 3,5 X X X
N | 65 | NFPA | HN (T-Pit+; PIT1-; SF-1-) KO 3,5 X X X
N | 58 | NFPA | HN (T-Pit+; PIT1-; SF-1-) KO 4 X X X
N | 43 | NFPA | HN (T-Pit-;PIT1-; SF-1+) GO 1 X X X
N | 50 | NFPA | HN (T-Pit-;PIT1-; SF-1+) GO 2 X X X
N | 64 | NFPA | HN (T-Pit-;PIT1-;SF-1+) GO 0,5 X X X
F 33 GHPA GH, PRL GH 35 X X X
N 49 GHPA GH, PRL GH 35 X X X
F | 22| GHPA GH, PRL GH 3 X X
F | 64 | NFPA FSH, LH GO 2 X X X
F | 38 | NFPA FSH, LH GO 35 X X X
F | 72 | NFPA LH GO 1 X X X
F | 73| NFPA LH GO 2 X X X
N | 69 | NFPA FSH, LH GO 2 X

F | 73| NFPA FSH, LH GO 25 X X
N | 80 | NFPA FSH, LH GO 25 X X
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Klinikai IHK Besorolds Ki-67 Vizsgalatok
Nem | Kor diagnézis (i}issoz llili:)en'}fl I}olr(mon; SejtVQI:IaI pl_rohferziocu')s IHK | HPLC-MS/MS | GEX
pciods faktor) alapjan index (%) Szovet | Ver
F | 43| NFPA FSH, LH GO 85 X X
F | 62 | NFPA FSH, LH GO 2 X X X
N | 74 | NFPA FSH, LH GO 2 X X X
N | 49 | NFPA FSH, LH GO 05 X X X
F | 51| NFPA FSH GO 25 X X
F | 73| NFPA HN (T-Pit -; PIT1 -; SF-1 -) NC 35 X X
F | 50 | NFPA HN (T-Pit -; PITL -; SF-1 +) GO 1 X X X X
N | 72 | NFPA FSH, LH GO 15 X X X
F | 44 | NFPA FSH GO 25 X X
N | 48 | GHPA GH, PRL GH 10 X X
N | 76 | NFPA FSH GO 25 X X X
N 35 GHPA GH, PRL GH 5,5 X X X
N 22 GHPA GH, PRL GH 45 X X
F 51 GHPA GH, PRL GH 2 X X X
F | 30 | GHPA GH, PRL GH 8 X X X
F | 35| GHPA GH, PRL GH 6 X X X
F 49 GHPA GH GH 0,5 X X
N | 37 | NFPA FSH, LH GO 75 X X
F | 57 | NFPA HN (T-Pit -; PIT1 -; SF-1 +) GO 1,5 X
F | 66 | NFPA FSH, LH GO 2,5 X
F | 71 | NFPA FSH, LH GO 2,5 X
F | 58 | NFPA FSH, LH GO 3 X
F | 40 | NFPA FSH, LH GO 3 X
N | 66 | NFPA FSH, LH GO 35 X
F | 55 | NFPA FSH, LH GO 15 X
F | 80 | NFPA | HN(T-Pit-;PIT1-;SF-1+) GO 1,5 X
F | 79 | NFPA | HN(T-Pit-;PIT1-;SF-1+) GO 2 X
F | 45 | NFPA HN (T-Pit -; PIT1 -; SF-1 +) GO 2 X
F | 69 | NFPA HN (T-Pit -; PIT1 -; SF-1 +) GO 55 X
F | 59 | NFPA FSH, LH GO 6,5 X

Emellett felhasznaltam korabbi publikaciokhoz tartoz6 adatokat, melyeket a Gén Expresszios
Adatbazisbol (GEO) értem el (4. tablazat). A szdveti metilacids/demetilacios profil, és a
kialakitasaban fontos enzimek vizsgalatihoz a GEO adatbazis GSE26966 [115] és
GSES51618 [116] adatgyiijteményeket hasznaltam fel.
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A farmakoldgiai génexpresszios elemzés eredmények vizsgalatanak validacidjdhoz a
GSE26966 [115] és GSE51618 [116] szamu adatsorokat kiegészitettem két publikaciobol
szarmazo génlistaval, melyek a szignifikans eltéréseket tartalmaztik normalis és PitNET
mintak kozott [59, 118], valamint a GSE2175 [117] adatsorral. A farmakoldgiai kisérlet

proteomikai eredményeit két publikacidban kozolt fehérje listaval vetettem dssze [59, 119].

4, tablazat Eredményeink validalasahoz felhasznalt irodalmi adatsorok, adatbazisok. GEO
ID: Gén expresszios adatbazisbeli azonosito, nP: normdl hypophysis szovet, PitNET:
hypophysis neuroendokrin daganatok, FSH: follikulus stimulalo hormon, LH: luteinizdlo
hormon, NC: null sejtes PitNET, I inavziv, NI: nem invaziv, NF: nem funckiondlo.

GEOID | Mintak | Hivatkozas
A metilacios/demetialcios kulcsenzimek génexpresszios vizsgalatahoz felhasznalt
irodalmi adatok

nP: 9, PitNET: 14
GSE26966 (FSH/LH+: 10; NC: 4) [115]
GSE51618 nP:3,1:3,NI: 4 [116]
Farmakolégiai vizsgalatoknal felhasznalt korabbi génexpresszios adatok
nP: 9, PitNET: 14
GSE26966 (FSH/LH+: 10; NC: 4) [115]
GSE51618 nP: 3, NF PitNET: 7 [116]
GSE2175 nP: 5, NF PitNET: 5 [117]
gén lista nP: 3, NF PitNET: 11 [59]
gén lista nP: 3, NF PitNET: 13 [118]
Farmakolégiai vizsgalatoknal felhasznalt korabbi proteomikai adatok
protein lista nP: 3, NF PitNET: 11 [59]
protein lista nP: 8, NF PitNET: 15 [119]

I11. 2. Nukleinsav izolalas

1l. 2. 1. Dezoxiribonukleinsav (DNS) izolalas

A szovetmintak koziil 45 esetében végeztem DNS izolalast, melyek koziil 12 GH PitNET, és
33 NF PIitNET szovet volt. Nem-funkcionald hypophysis adenoma koziil 22 FSH/LH +; 11
hormon negativ (HN), melyek transzkripcids faktorok szerinti megoszlasa: 7 SF-1+
gonadotrop; 3 T-pit+ corticotrop; 1 transzkripcios faktor negativ null sejtes szévetminta volt
(3. tablazat). A nukleinsav izolalashoz a QlAamp Fast DNA Tissue Kit-et (Qiagene)

hasznaltam a gyart6 instrukcioit kovetve.
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QlAamp DNA Mini Kit (Qiagene) segitségével vontam ki leukocita genomi DNS-t 6sszesen
25 vérmintabol, melyek koziil 7 GH PitNET, 18 NF PitNET (12 FSH/LH+; 6 HN — 3 T-pit
+; 3 SF-1+) szovethez kapcsolodott (lasd betegtablazat, 3. tablazat). A mintakbol a mellékelt
protokollt kdvetve vontam ki a DNS frakciot.

In vitro sejttenyészeteken végzett munkam soran a DNS izolalashoz a sejteket tripszin-EDTA
(BioSera) oldat segitségével egy-sejt szuszpenziova alakitottam, majd centrifugalassal
sejtpelletet képeztem (szobahdmérséklet; 1000 rpm; 10 min), amit a DNS izolalo6 kit eléirasa
alapjan 200uL PBS (phosphate buffered saline, foszfat puffer; Thermo Fisher Scientific)
oldatban szuszpendalva hasznaltam a tovabbiakban a kit (Qiagene QlAamp DNA Mini Kit)

leirataban szerepld mddon.

A DNS mintdk mennyiségi és mindségi ellenérzését NanoDrop 1000 spektrofotométerrel

végeztem (Thermo Fisher Scientific), tovabbi felhasznalasig -80°C-on taroltam Oket.
1. 2. 2. Ribonukleinsav (RNS) izolalas

A génexpresszios vizsgalatokhoz teljes RNS frakciot izolaltam 41 szévetmintabol [12 GH
PItNET; 29 NF PitNET (18 FSH/LH+; 11 HN (7 SF-1+; 3 T-pit+; 1 NC))] (3. tablazat) az
arra alkalmas NucleoSpin miRNA kit (Machery Nagel) segitségével. Az RNS mintak

crer

acetat-EDTA-formamid gélelektroforézissel vizsgaltam Biotinum GelGreen hozzaadasaval.
In vitro sejt pelletbdl torténd kivonasra NucleoSpin miRNA kitet (Machery Nagel), vagy
MiRNeasy Mini Kitet (Qiagen) hasznaltam szigortian kovetve a mellékelt utasitdsokat. A

mintdk megfeleldségét részben spektrofotometrids méréssel (NanoDrop 1000 ThermoFisher

Scientific) ellendriztem. Az RNS mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltam.

I11. 3. Nagyhatékonysagu folyadékkromatografiai - tandem tomegspektrometria
1. 3. 1. Standardok és reagensek

A mérés soran felhasznalt vegyszerek mindegyike (viz, acetonitril, hangyasav) megfeleltek

a nagyérzékenységli analitikai modszer kovetelményeinek (VWR International Kft).
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A mindségi azonositashoz 5mC, illetve 5hmC standardokat hasznaltunk (Zymo Research
Corporation), a mennyiségi elemzéshez belsé standard modszerét alkalmazva citozin-2,4-
13C2-15N3 (Sigma Aldrich-Merck) ismert mennyiségét adtuk a mintakhoz.

1. 3. 2. Mintaelokészités

A nukleinsav hidroliziséhez 1,00 ng DNS-t mértiink 10 puL bels6 standard oldattal (1 pg/mL)
200 pL 98%-o0s hangyasavban oldathoz, majd 140°C-on forraltuk 90 percen keresztiil.
Szobahémérsékletre hiilést kovetden N» segitségével beparlasra keriiltek, majd 200 pL
acetonitril: viz (90:10 térfogatarany) elegyben oldva keriiltek a HPLC késziilékbe

injektalasra, mérésenként 10uL.
1. 3. 3. Nagy nyomasu folyadékkromatografia tandem tomegspektrométerrel

A méréseket Perkin-Elmer Flexar FXI10 ultraperformance folyadék kromatografids

rendszerhez kotott Sciex 5500 QTRAP tomegspektrométer berendezésen mértiik.

A kromatografias elvalasztdas Aquity UPLC BEH HILIC (130A; 1,7um; 2,1¥100 mm)
oszlopon tortént (Waters Ltd) gradiens eluciés modszerrel (Eluens A: vizes fazis 2,5 mM
ammonium-formiat; eluens B: acetonitril 0,05%-0S hangyasav oldata). A gradiens profil
programja: 95% B, 1,5 min; B eluens 50%-ra csokkenése 2,2 min alatt, tartas 4,9 percen
keresztiil, B eluens 95%-ra 0,4 min alatt, majd 4lland6 95% 5 percen keresztiil. A teljes futasi

1d6 14 perc; aramlési sebesség 200 pL/min; az oszlop hdmérséklete a mérés soran 35°C.
A tomegspektrométer pozitiv elektrospray ionizacios tizemmodjaban végeztiik a detektalast.

I11. 4. Transzkriptom szekvenalas

A transzkriptom szekvenalashoz 1500-2000 ng teljes RNS frakcidt tartalmazé mintabol
PolyA NGS konyvtar késziilt Illumina NEBNext Ultra Il Directional RNA Library Prep Kit
segitségével a mellékelt leirast szigorian kovetve. A konyvtar tisztitasa tisztitd gyongyok
segitségével (Purification Beads NEB #E7760S/L) tortént. A szekvenalas Illumina Novaseq
(NovaSeq 6000 SP 300 cycles (2x150 bp)) platformon futott, 100M PE read/minta
beallitassal. A bioinformatikai feldolgozas R program segitségével tortént Bioconductor

edgeR szoftvercsomag alkalmazasaval. A mintacsoportok kozti eltéré expresszids mintazat
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meghatarozasahoz a tobbcsoportos 0sszehasonlitasra tekintettel FDR-t (false discovery rate

— hamis felfedezési arany) korrekciot alkalmaztunk.

A kapott eredmények értelmezéséhez Genesis 1.8.1

(https://genome.tugraz.at/genesisclient/genesisclient news.shtml) valamint a iDEP.91

szoftver (http://bioinformatics.sdstate.edu/idep/) t-SNE (t- distributed stochastic neighbor

embedding; t-closzlasu sztohasztikus szomszéd beagyazas) analizisét alkalmaztuk.

Az utvonal analizist génkészlet disulasi elemzés (gene set enrichment) modszerrel az Rno
Reactome program, a gén ontoldgiai elemzést a Generic GO Term Finder program

segitségével hajtottam végre. A kapott eredményeket a Cytoscape 3.2.1 vizualizaltam.

A génexpresszios adatokbol a transzkripcids faktor aktivitas analiziséhez a TRRUST

adatbazist hasznaltuk (https://www.grnpedia.org/trrust/).

I11. 5. Individualis génexpresszios vizsgalatok
A gének egyedi expressziojanak vizsgalatahoz a teljes RNS frakciot tartalmazé mintak 350
ng-janak felhasznalasaval High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher

Scientific) protokoljanak megfelelden reverztranszkripcidt végeztem.

A valds idejii, kvantitativ polimeraz lancreakciohoz (RT-gPCR) TagMan génexpresszios
assay-ket (Thermo Fisher Scientific) (5. tablazat) és TagMan Universal MasterMix II, no
UNG (Thermo Fisher Scientific) mixet hasznaltam. Endogén kontrolként fajspecifikus
glicerinaldehid-3-foszfat dehidregenaz (GAPDH) vagy p-aktin assay-t hasznaltam. A
méréseket QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR késziiléken futattam (Thermo Fisher

Scientific). Az analizist minden esetben a kovetkezd formuléval végeztem.

FC (fold change) = log,RQ (relative quantity) = 27AACt

I11. 6. Immunhisztologiai vizsgalatok
A kutatdsomhoz tartoz6 immunhisztokémiai vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem 1. szdmu
Patologiai és Rakkutatoi Intézetben végezték. A vizsgalatokhoz formalin fixalt, paraffinba

agyazott (FFPE) mintak keriiltek felhasznalasra (3. tablazat - IHK).
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5. tablazat Felhasznalt génexpresszios assayk és azonositoik
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Gén Egyedi azonosit6 (Assay ID)
Homo sapiens Rattus norvegicus

DNMT1 Hs00945875 m1 Rn007009664 m1

TET1 Hs04189344 g1 Rn01428192 m1l

TET2 Hs00325999 m1 Rn01522037 m1l

TET3 Hs00896441 m1 Rn01725643 m1
UHRF1 Hs01086727 m1 Rn02346366 m1
UHRF2 Hs00380204 m1 Rn01502134 m1l
PTTG1 Hs00869689 sl Rn00574373 m1l

TP53 - Rn00755717 m1
GAPDH Hs02758991 g1 Rn01775763 gl
B-Actin Hs01060665 g1 -

A szdvetek proliferacios viselkedésére utald Ki-67 fehérje marker immunhisztologiai
analizisét rutinszerlien végezték (Leica Bond-Max) anti-Ki-67 antitesttel (Dako MIB1 klon

#M7240) majd szamoltak a pozitiv sejtek aranyat a mintan beliil.

Az 5ShmC szemikvantitativ vizsgalata anti-5hmC antitesttel (1:1000; Active Motif #39769)
tortént, a detektalashoz Novocastra Novolink Polymer Kit-et (Post Primary Block RE 7111
& Polymer RE 7112) alkalmaztak. Az UHRF kofaktorok vizsgalata a kovetkezé antitestekkel
tortént: anti-UHRF1: PA5-29884; 1:2000; anti-UHRF2: PA5-40969; 1:800; Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific overnight 4°C-on. Ezt kovetéen HITOLS-®-MR-T Polymer-t
(30011.500T, Histopathology) alkalmazasat kovet6en a detektalas 3,3’diaminobenzidin-t
(DAB, Vector Laboratories) hasznalataval tortént. A szoveti vizualizaciot a hematoxilin

festés biztositotta.

A metszetek festodésének kiértékelése digitalizalast kovetden tortént (P1000 Scanner —
Pannoramic Scan Software — 3DHISTECH Kft). Kizardlag adenoma eredetii sejtek
festodésének értékelését a patologusok a kovetkezd pontozas alkalmazasaval végezték:
negativ, gyenge (+), kdzepes (++) és erds (+++) festddés, korabbi ajanlasnak megfeleléen
[120].
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I11. 7. Fehérje extrakcio és mennyiségi vizsgalat \Western blot technikaval

Sejttenyészetekbdl kezelés utan korabban hasznalt protokoll alapjan jartam el [44, 121].
Egyszeres PBS mosast kdvetden proteaz inhibitorral kiegészitett (Thermo Fisher Scientific)
M-PER oldatban (Thermo Fisher Scientific) lizaltam jégen. Inkubalast kovetben az
Osszegyljtott folyadékot centrifugaltam (14 000 g; 4°C; 20 min). A feliiliszobol Bradford
féle kalorimetrias fehérje meghatarozassal (Sigma Aldrich, Merck) végeztem a mintak

kvantifikalasat, majd felhasznalasig -80°C-on taroltam.

A fehérjékbdl 20ug-ot hasznaltam fel mérésenként. A megfeleld térfogat eléréséhez a

mintakhoz egyenld térfogatd 5X Laemmli Buffert (BioRad), és UltraPure vizet (Thermo

crer

crer

15%-0s natrium-dodecilszulfatos poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) technikat
alkalmaztam, majd 60-90 perc alatt metanollal aktivalt polivinilidén difluorid (PVDF)
membranra (Thermo Fisher Scientific) blottoltam a fehérjéket. A technika megfeleldségéhez
Ponceau festést hasznaltam. A blokkolashoz 5%-0s zsirmentes tejpor oldatban végeztem, ezt
kovetden keriilt ra az elsédleges antitest a kovetkezd higitasok alkalmazasaval: (anti-TP53
(1C12): #2524, RRID: AB_33174 (1:1000; Cell Signaling Technology); anti-acetil-TP53
(K382): #bs-0905R RRID: AB_10855372 (1:500; Bioss Antibodies); anti-PTTG (DCS-280):
#4967 RRID: AB_785382 (1:2000; Santa Cruz Biotechnology), anti-p-aktin #4967, RRID:
AB_330288 (1:1000; Cell Signaling). Az els6dleges antitest oldatokban minimum egy
¢jszakan (14 h) voltak a membranok. Masnap mosast kdvetéen a membranokat egy oran at
inkubaltam a tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos antitestet (kecske anti-nyul: #P0448
RRID: AB_2617137 (1:2000; Agilent); vagy kecske anti-egér: #P0447 RRID: AB 2617137
(1:2000; Aglient) tartalmazd 5%-0s tejpor oldatban. Az el6hivast SuperSignal West Pico
kemilumineszcens szubsztrat el6hivo folyadékkal (ThermoFisher Scientific) ChemiDoc
XRS+ Imaging System (BioRad) késziiléken ImageLab v6.0.1. szoftverrel végeztem. A belso
kontroll vizsgalatahoz a mar kotott antitestek emésztését kovetden B-aktin primer antitestet
alkalmaztam (#4967S (1:2000) Cell Signaling Technology) minimum 2 6ran at, majd

masodlagos antitesttel a kordbbiakban leirtak szerint inkubaltam a membrant, ezt kovetden

45



DOI:10.14753/SE.2023.2802

végeztem el az el6hivast. A kapott jelintenzitasok elemzéséhez ImageJ szoftvert hasznaltam

(https://imagej.nih.gov/ij/).

I11. 8. In vitro sejttenyészetek
1. 8. 1. Sejttenyészetek

Kisérleteimhez két patkany (Rattus norvegicus) hypophysis adenoma sejtvonalat hasznaltam
fel, tekintettel arra, hogy human eredetii hypophysis sejtvonal kereskedelmi forgalomban
nem elérhetd. Az RC-4B/C (CRL-1903) plurihormonalis, valamint a GH3 (CCL-82.1)
novekedési hormon termeld sejtvonalak fenttartisa a forgalmazod (ATCC) altal eldirt

tenyésztési koriilmények szerint tortént (37°C; 5% COz tartalm, parasitott leveg0).

Az RC-4B/C sejtvonalat Dulbecco féle modositott Eagle médium (DMEM; Corning) és a-
Minimum Essential médium (aMEM; Corning) 1:1 aranyt tapfolyadékban tartottam fent,
melyet kiegészitettem nem esszencialis aminosavval (0,0lmM Sigma-Aldrich); 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsavval (HEPES; 15mM; Sigma-Aldrich); marha szérum
albuminnal (0,2 mg/mL; szirve (0,22uM) Invitrogen); human epidermalis ndvekedési
faktorral (2,5 ng/mL; Gibco), dializalt hé-inaktivalt marha szérummal (FBS 10v/v%; Gibco)
valamint penicillin (100 U/mL) és sztreptomicin (100 pG/mL) elegyével (BioSera).

A GH3 novekedési hormont termel6 sejtvonal tapoldata F-12K (Corning) alapt médium 16
szérummal (15 v/v%; Gibco); marha szérummal (2,5 v/v%; BioSera) és antibiotikummal (50

U/mL penicillin; 50 uG/mL sztreptomicin; BioSera) kiegészitve.

Fenntartashoz minden masodik napon tapoldatot cseréltem, 90%-0s konfluencia szinten
passzaltam 10%-0s tripszin-EDTA oldattal (BioSera). A kisérleteket 5-20 passzazs szamu
sejteken végeztem, kiilonbozd iddpontokban fagyasztott (passzazs szam: 1-8) tenyészetekbdl

kiindulva.
1. 8. 2. In vitro farmakologiai kezelések és transzfekciok

A hypophysis eliilsé lebenyének in vitro sejttenyészeteibdl ovatos tripszines emésztést

kovetden egysejt szuszpenziobdl hagyomanyos Biirker kamra segitségével elére optimalizalt
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szamu sejtet inkubaltam 6, 24, illetve 96 lyuku edényekben 24 6ran keresztiil. A kiilonb6z6

agensekkel torténd kezelések, illetve transzfekcid ezt kovetden tortént.
111.8.2.1.  Decitabin kezelés

A decitabin (#A10292 Adooq) kezeléshez RC-4B/C esetében 2,5x10° vagy 10 illetve GH3
sejteknél 3x10° vagy 10* sejtet kezeltem rendre 6, illetve 96 lyuku edényekben. A 24 6ra
elteltével 10 pM-os végsd koncentracidban adtam hozza az agenst, kontrollként a decitabin
oldasahoz is hasznalt dimetil-szulfoxidot (DMSO; Corning) hasznaltam. Az alkalmazott
koncentracioban citotoxikus hatds nem volt kimutathato. A hypophysis sejtek egyéb
carcinoma sejtekhez képest lassabb osztdodasara tekintettel, a kezelést kovetd 7. napon

vizsgaltam a tenyészeteket.
111.8.2.2.  Aszpirin kezelés

Az acetilszalicilsav (ASA #A5376; Sigma Aldrich, Merck) oldott allapotban gyorsan bomlik,
felhasznalas el6tt kozvetleniil készitettem el DMSO (Corning) oldatat minden esetben. Az
ASA végkoncentracidja a tapoldatban 5,0 mM, a kezelés 72 6ran keresztiil tartott. A sejtekbdl
RC-4B/C, illetve GH3 sejtvonalakon 6 és 24 lyuku edénybe 2,5x10° vagy 3x10° sejt keriilt
lyukanként, mig 96 lyuku tenyésztd edénybe 10* mindkét sejtvonal esetében.

I11.8.2.3.  Plazmid transzfekcio

A vektor konstrukci6 a PTTGl gén (Rattus norvegicus) 5° UTR szakaszat
(ENSRNOT00000005070.5) 5°—3’ iranyban tartalmazta (2090 bp), melyet a gyarto
(Promega) sajat pGL3 promoter vektoraba (Promega: #E1761) klonozott, az 5° végén
luciferaz riporter fehérje kodoldo  szakaszaval. A plazmid felszaporitdsa a
Természettudomanyi Kutatokézpont (TTK) Enzimolégia Intézetében DH5o Escherichia coli
sejtekben tortént. Ezt kdvetéen az izolalast Qiagene Endotoxin free Plasmid Midi Kit
segitségével, az ellendrzést BamH]1 restrikcids enzimmel vald emésztést kovetd agardz gél

elektroforézissel végeztem.

A plazmid transzfekcié korabbi munka alapjan [122] 96 lyuku edényben tortént, mindkét

sejtvonal esetében 10* sejt keriilt lyukanként. 24 6ras inkubalast kdvetden tortént a
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kotranszfekcié Lipofectamin 3000 (Thermofisher Scientific #L3000008) reagenssel a gyartod
eléirasa alapjan 150 ng PTTG1-luc vagy kontroll pGL3-promoter plazmiddal és 150 ng
renilla luciferaz vektorral (pRL-TK, Promega #E2241). A luciferaz aktivitast 24 éraval a

kotranszfekciot kovetéen mértem Dual-Glo luciferase assay (Promega) segitségével.
1. 8. 3. Eletképességi vizsgalatok

A sejtek viabilitdsanak meghatdrozasdhoz két kiilonbozé elven alapuld modszert

alkalmaztunk.

Részben 96 lyukt edényben tenyésztett sejteken a tapoldathoz 10v/v%-ban adott AlamarBlue
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) redox indikatorral mely a sejtszamtol és viabilitastol
fliggd optikai denzitast eredményez. A gyartd altal eléirt médon (560 nm gerjesztési
hulldmhossz; 590 nm emisszios hullimhossz) Varioskan plate-readerrel, Skanlt Software 2.
4. 5. RE szoftverrel (Thermo Fisher Scientific). Emellett 6 lyuku tenyészt6 edényben kezelt
¢életképes sejtek festéséhez TrypanBlue festéket hasznaltam (0,4%; Gibco, Thermo Fisher
Scientific). Az életképességre gyakorolt hatas megéllapitasahoz az dsszes, €16, illetve halott

sejtek szamat hasonlitottam 0ssze.
11. 8. 4. Migracios teszt

A sejtek migracidés hajlaméanak vizsgalatdhoz 24 lyukta edényben tenyésztett sejteket
hasznaltam. A sejtek kirakasa utan 24 6raval magas konfluencia értéknél (~80%) a tapoldat
ovatos eltavolitasat kovetden a mlianyag feliiletének megsértése nélkiil az egysejtrétegen 200
uL-es pipettaheggyel migraciora alkalmas sejtmentes savot hoztam 1étre. Mosast kovetden a
tapoldat hozzdadasaval tortént a sejtek kezelése. A sejtek mozgéasanak monitorozasat 0, 24
¢és 48 ora elteltével a teny€szet ugyanazon szegmensének fotdzasaval, majd ennek alapjan,
korabbi példat kovetve [123] a szabad teriiletek meghatarozasaval végeztem el a kovetkezo

képlet felhasznalaséaval:
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CFA (%) (cell free area): sejtmentes teriilet;

CCA (%) (cell covered area): sejt altal bendtt teriilet = migracios rata.
CFA
CFA(%) = [ 2] AOh] *100;

CCA(%) = 100 — CFA (%).

A kiértékelés soran az Imagel 1.53e szoftvert hasznaltam (https://imagej.nih.gov/ij/).
I11. 8. 5. Aramlasi citometria mérések

A sejtciklus elemzés és Ki-67 fehérje vizsgalatok soran BD FACS Lyric aramlasi citométer
(Becton, Dickinson and Company) keriilt alkalmazasra, az adatelemzés a Lauza 2.1.1.

szoftverrel tortént (Beckman Coulter).
I11.8.5.1.  Sejtciklus elemzés

Aszpirin kezelést kovetéen 500 000 sejt keriilt inkubalasra 0,5 mL propidium jodidot
tartalmazo Cycloscope™ Reagent DNS jel16 oldatban (CYT-CS-R-50; Cytognos) (10 perc,
szobahOmérséklet, sotét). A DNS tartalom meghatarozasa minimum 10000 sejt

detektalasaval tortént.
1. 8.5. 2. Ki-67 fehérje vizsgadlat

A kezelést kovetd 72 oraval a sejt szuszpenzio (500 000 sejt) 100 uL IntraStain reagent A
oldattal keriilt inkubaciora (15 perc, 25°C, #K2311, Dako-Agilent). Ezt kdvetden a pelletet
(5 perc, 400 g, 25°C) foszfat pufferes mosast (PBS, 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM
Na;HPO4; 1,8 mM KH2PO4, pH=7,4) kovetden sszessen 100 ul, 0,4%-os TritonX, és 5 ulL
Ki-67 antitestet tartalmazo IntraStain B oldatban keriiltek szuszpendalasra (#2352515,
RRID: AB_2920575 Sony Biotechnology). Az eldirt 15 perces sotétben tortént inkubalast
kovetden az elsOvel megegyezd mosasi 1épés kovetkezett (5 perc, 400 g, 25°C). A végsod

szuszpenzi6 elkészitése 0,5 mL PBS oldatban tortént, amely 0,01 mg/mL 2-(4-amidinofenil)-
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6-indolkarbamidot (DAPI) tartalmazott. A Ki67 festodés detektalasa minimum 50 000 sejt

analizisével tortént.

I11. 9. Statisztikai elemzés

A human szovetekhez kapcsolodo statisztikai elemzéseket Statistica 12.0 szoftverrel,
ANOVA alkalmazasaval (Fisher post hoc teszttel) végeztik. A hierarchikus
klaszteranalizishez complete linkage clustering és Manhattan féle relativ tdvolsag modszerét

alkalmaztuk.

Az abrak elkészitéséhez, az in vitro sejtes kisérletes eredmények kiértékeléséhez a GraphPad
Prism 6.01 szoftvert hasznaltuk (GraphPad Software Inc.) Két csoport 6sszehasonlitasahoz
parositatlan, kétszélti Student-féle t-probat hasznaltuk Welch korrekcioval (HPLC-MS/MS
mérések, életképességi teszt, €l6/halott sejtszam, qRT-PCR, fehérje mennyiségi vizsgalatok).
A metilacios/demetilacios statusz €s génexpressziés adatok Osszevetéséhez Pearson

korrelacios tesztet alkalmaztunk.

Az in vitro kisérletek mindegyikét legalabb haromszor ismételtem, minden kisérletben

minimum 3 bioldgiai parhuzamos minta alkalmazésaval.

Minden statisztikai proba esetében a p<0,05 értéket tekintettilk statisztikailag

szignifikansnak, az abrazolasokhoz soran a csoport atlagot, és szorasat (£SD) hasznatam.
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IV. EREDMENYEK
IV. 1. Hypophysis neuroendokrin daganatok vizsgalata

1v. 1. 1. DNS metilacios/demetilacios statusz

Osszesen 45 PitNET mintabdl izolalt genomi DNS frakcié felhasznalasaval hasonlitottuk
0ssze a kiilonbozo hisztoldgiai csoportok SmC, ShmC mennyiségét és ezek szazalékos
aranyat (ShmC/5mC). 5SmC% tekintetében nem talaltunk szignifikdns eltérést a kiillonb6zo
hisztologiai csoportok kozott. Azonban az FSH/LH+ és HN mintak atlagosan magasabb
metilacids szintet mutattak a GH csoportnal (3. abra/ a-b). Lényeges kiilonbséget mértiink
azonban 5hmC% esetében. HN-SF1+ és HN-Tpit+ csoportokban nagyobb aranyban volt
jelen az 5ShmC, igy a két intermedier aranya (5hmC%/5mC%) is magasabb volt, mint
FSH/LH+ vagy GH termel6 csoportokban (3. abra/ c- d). A két eltéré differencialtsagi
allapoti gonadrotrop csoport, az FSH/LH+ és HN, SF-1+ csoportok kozott jelentds
kiilonbség volt (p<0,001) a genom demetilacids statuszaban (3. abra/ c).
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3. dabra Hypophysis neuroendokrin daganatok DNS metildcios/demetilacios stdtusza
kiilonbozd szovettani csoportokban. a-b 5mC%, c-d 5himC% és 5mC% szdzalékos aranya.
5hmC: 5-hidroximetilcitozin, 5mC: 5-metilcitozin, GH: novekedési hormont termeld PitNET,
FSH/LH: follikulus stimulalo hormon/luteinizalo hormon pozitiv gonadotrop PitNET, HN,
SF-1+: hormon negativ, steroidogen faktor 1 pozitiv gondaotrop PitNET, HN, Tpitl: hormon
negativ, T-box csalad TBX19 tagjara pozitiv, corticotrop PitNET, HN-NC: hormon negativ,
null sejtes PitNET [124].
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A PitNET mintakat Ki-67 proliferacios index szerint harom csoportra bontottuk (Ki-67-1:
%-2%; Ki-67-2: 3%-4%, Ki-67-3: >4%). A magas proliferacioés indexii mintak esetében
szignifikdnsan alacsonyabb volt az 5hmC%, ¢és a két intermedier aranya (ShmC%/5mC%)
(p=0,021). Az 5mC% terén Iényegi kiilonbséget nem talaltunk. Spearman féle rangkorrelacio
alapjdn negativ korrelaciot allapitottunk meg a DNS demetilacios statuszat leird
5hmC%/5mC% ¢és a szoveteket jellemz6 Ki-67 proliferacios index kozott (Spearman R= -

0,40; p=0,005) (4. 4bra/ a-b).

Figyelembe véve a hisztoldgiai csoportokat és a proliferacios ratat a HN csoporton beliil a

korabban ismertetett tendencia érvényes (4. abra/ c-d).
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4, abra PitNET mintak DNS metilacios/demetildacios statusza Ki-67 index fiiggvényében.
(a-d) Széveti mintak DNS metilacios/demetilacios statusza a Ki-67 proliferdcios index
alapjan csoportositva. Ki-67-1:1%-2%; Ki-67-2:3%-4%; Ki-67-3: >4%. (c-d) A GH csoport
esetében az esetszamok Ki-67-1 n=4, Ki-67-2 n= 4, Ki-67-3 n= 4; FSH/LH+ esetében: Ki-
67-1 n=16, Ki-67-2 n= 4, Ki-67-3 n= 2; HN mintdknal: Ki-67-1 n=4, Ki-67-2 n= 4, Ki-67-
3 n=3. (e) Immunhisztokémiai festédés a kiilonbozo proliferdcios csoportoknak megfelelGen.
Felsd: Ki-67-1-es csoport; kozépen: Ki-67-2-es csoport; alul: Ki-67-3-as csoport. (f) Az
immunhisztokémiai vizsgadlatok eredménye a proliferdacios statusz szerint csoportositva
[124].
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Az immunhisztokémiai vizsgalat segitségével megerdsitettik eredményiinket, magasabb

proliferacids indexii mintak esetében alacsonyabb ShmC festddést detektaltunk (4. abra/ e-

f).

Leukocita frakcio vizsgalata soran nem talaltunk eltérést a genom metilacio/demetilacios
statuszaban a hisztoldgiai csoportok, differencialtsagi allapot vagy proliferacids aktivitéas

alapjan (Mellékletek XII. 1.)

V. 1. 2. A DNS metilacios/demetilaciés statuszat kialakito enzimek hypophysis

adenomakban

A DNMT és TET enzimcsaladok tagjainak expresszios mintajat elsdként korabban publikalt,
a Gén Expresszios Omnibusz (GSE26966 [115], GSE51618 [116]) adatsorokon vizsgaltuk.
A DNMT1 és TET gének profiljai egyértelmiien elkiiloniiltek a klaszteranalizis alapjan (5.
abra/ a-b). A gének expresszidja magasabb adenoma mintak esetében normal szovethez

képest, de hisztologia vagy invazivitds szempontjabol éles hatdr nem fedezhet6 fel.

£
a o 2 Seee

b

E TET1 (214862_x_at) TET1 (a_32_P202134)
= I TET1 (228906_at) TET1 (a_23_P322736)
{ TET1 (235542_at) § DNNT1 (a_24_P408083)

’ TET2 (235461 _at) TET3 (a_32_P342874)

I I I DNMT1 (201697_s_at) I TET2 (a_23_P350187)

5. abra DNMTI1 és a TET enzimcsalad génexpresszios profilja korabbi, gén expresszios
omnibuszban (GEO) taldlt kordabbi tanulmdnyok alapjan ((2): GSE26966- 9 normal szovet,
10 GO, 4 NC adenoma [115]; (b): GSE51618- 3 normdal szovet, 3 invaziv, 4 noninvaziv
daganat [116]). 4 zold szin az alacsonyabb, a piros a magasabb expresszios szintet jeloli. A
mintakat a Ki-67 proliferdcios index alapjan csoportositva. DNMT1: DNS metiltranszferdz
1 (DNA methyltransferase 1); TET1-3: fet metilcitozin dioxigendz 1-3 (Ten-Eleven
Translocation Methylcytosine Dioxygenase 1-3), N: normal szévet, GO: gonadotrop PitNET,
NC: null sejtes PitNET [124].
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A DNMT ¢és TET enzimek expresszidjanak vizsgalatat az analitikai mérésekhez felhasznalt
sajat szoveteken (n= 41) is elvégeztiik kvantitativ valos idejii PCR segitségével (6. abra). A
TET2 ¢és TET3 gének szignifikdnsan nagyobb expressziot mutattak erdsen proliferalo
szovetek esetében (TET2 p=0,028; TET3 p=0,012), TET1 esetében hasonld tendenciat
allapitottunk meg szignifikans kiillonbség nélkiill. A DNMT1 nem szignifikans mértékben
emelkedett génexpressziot mutat erésen proliferald szovetekben, alacsony Ki-67 indexii

mintakhoz képest.
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6. a@bra DNMTI1 és TET enzimek génexpresszios profilja sajat szoveteken végzett
kvantitativ valos idejii PCR alapjan. A mintikat a Ki-67 proliferacios index alapjan
csoportositva. DNMTI: DNS metiltranszferaz 1 (DNA methyltransferase 1); TETI-3: tet
metilcitozin dioxigendz 1-3 (Ten-Eleven Translocation Methylcytosine Dioxygenase 1-3)

[124].

A kapcsoloddé UHRF1 és UHRF2 kofaktorok vizsgalata soran kiilonbséget talaltunk a
proliferacid, illetve hisztologiai besorolas tekintetében. Az UHRF1 kofaktor esetében nem
taldltunk korrelaciét az expresszid mértéke és a mintdk 5mC% mennyiségével,
megallapitottuk, hogy a magas proliferacios indexii mintak esetében magasabb UHRF1
génexpresszio Volt (p= 0,0125) (7. abra/ a). Az UHRF1 génexpresszioja pozitivan korrelalt
a DNMT1 és a harom TET enzimével (7. abra/ b). UHRF2 kofaktor nem mutat 6sszefiiggést

a minta proliferacios viselkedésével, azonban GH termeld PitNET mintdkban az expresszioja
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szignifikansan alacsonyabb, mint gonadotrop mintakban (GH- FSH/LH+: p <0,001; GH-HN,
SF-1+: p<0,001) (7. abra/ a). Az UHRF2 esetében szignifikans, pozitiv korrelaciot talaltunk
az 5hmC% szinttel (Pearson R=0,370; p=0,026).

Az UHRF1 és UHRF2 fehérjék mennyiségét immunhisztokémiai modszerrel vizsgalva nem

talaltunk Osszefliggést a hisztologiai vagy proliferacios tulajdonsagok alapjan (p= 0,1428).
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7. dbra (a) Hypophysis neuroendokrin daganatok UHRF1 és UHRF?2 kofaktorok gén
expresszioja a kiilonbozd hisztolégiai és proliferdacios csoportokban. (b) Az UHRFI gén
expresszioja pozitivan korreldl a kulcsenzimek expresszioival (DNMT1 (Pearson
R=0,6667; p<0,001), TET1 (Pearson R=0,6067; p<0,001), TET2 (Pearson R=0,6593;
p<0,001) és TET3 (Pearson R=0,5154; p<0,001)) DNMT1: DNS metiltranszferdz 1 (DNA
methyltransferase 1); TET1-3: tet metilcitozin dioxigendz 1-3 (Ten-Eleven Translocation
Methylcytosine Dioxygenase 1-3), UHRFL1: ubikvitin szerii fehérje PHD és RING Finger
doménekkel 1 (Ubiquitin Like With PHD and Ring Finger Domain 1), UHRF2: ubikvitin
szerii fehérje PHD és RING Finger doménekkel (Ubiquitin Like With PHD and Ring Finger
Domain 2) [124].

IV. 2. Hypophysis neuroendokrin daganatos betegek vér mintainak metilacios profilja
Periférias vérmintakbol izolalt DNS mintak tomegspektrometriai vizsgalataval korrelaciot
kerestiink a metilacios/demetilacios statusz €s a betegek klinikai adatai kozott. Vizsgalataink
alapjan nem volt osszefiiggés a DNS metilaltsaga és a PitNET hisztologiai besorolasa vagy

proliferacids tulajdonsaga kozott.
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IV. 3. Invitro decitabin kezelés

A szoveteken talalt ShmC szintbeli eltérések funkcionalis vizsgalatahoz a decitabint
(DNMT1 inhibitor, mely emellett jol ismert modon emeli az 5ShmC szintet) alkalmaztuk RC-
4B/C ¢s GH3 sejttenyészeteken. Hatasdra mindkét sejtvonal esetében csokkent SmC%
szintet, és szignifikansan emelkedett 5hmC% szintet mértiink (Rc-4B/C: p<0,001; GH3:
p=0,019) a kontrollként alkalmazott DMSO kezelésen atesett sejtekhez képest (8. abra/ a-
b). Ezzel egyiitt a sejtek életképessége és proliferacidja szignifikansan csokkent az inhibitor

hatasara (életképesség, és viabialitas: Rc-4B/C: p<0,0001; GH3: p<0,0001) (8. abra/ c-d).

GH3 hypophysis adenoma sejtvonal RC-4B/C hypophysis adenoma sejtvona
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8. dbra Decitabin hatdsa in vitro sejttenyészetekre (RC-4B/C és GH3). (a) 5mC mennyiség,
(b) S5hmC/5mC  szazalékos aranya, (c-d) mindkét sejtvonal esetében szignifikansan
csokkentette annak életképességét és osztodasat. Csoportonként (a-b) n=9, (c-d) n=27 [124].
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IV. 4. Invitro aszpirin kezelés

1V. 4. 1. DNS metilacios/demetilacios statusza

A globalis meilacios/demetilacids statusz valtozasat aszpirin kezelést kovetden szintén
HPLC-MS/MS segitségével hatidroztuk meg RC-4B/C és GH3 sejtvonalakon. Mindkét
sejtvonalon hasonlé eredményeket kaptunk. RC-4B/C esetében az S5ShmC% kozel
kétszeresére emelkedett (p= 0,0003), a két 6 intermedier aranya (ShmC/5mC) kovette ezt a
tendenciat (p= 0,0012) (9. abra /a). GH3 sejtekben az 5hmC% emelkedése drasztikusabb,
tobb mint haromszorosara emelkedett (p=0,0005), ehhez hasonldéan az aranyok kozott is
nagyobb kiilonbség (p= 0,0078) adodott (9. abra /b). Az 5mC% esetében szignifikans

kiilonbséget nem talaltunk.

a b
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Q. dbra Aszpirin kezelés hatdsa in vitro sejtvonalakon (a) RC-4B/C és (b) GH3. (**: p<0,01;
***: p<0,001) [125].

V. 4.2. A metilacios profil kialakitasaban fontos enzimek génkifejezédése

A metilacios profil kialakitadsaban fontos enzimek génexpresszidjanak meghatarozasa RT-
gPCR segitségével tortént. A két sejtvonalon mért génkifejezddések tiikkrozik az analitikai

mérési eredményeket.

Az 5mC% mennyiségét novel6 DNMT1 és UHRF1 esetében nem tapasztaltunk valtozast
ASA kezelés hatasara (10. abra/ a-b), mig az 5hmC% szintjét noveld6 TET enzimek
tekintetében a TET2, TET3, és kofaktoruk az UHRF2 expresszidja is szignifikans emelkedést
mutat (10. abra/ a-b). A TET enzimek génexpresszidja pozitiv korrelaciot mutat az adott

minta 5hmC% szintjével mindkét sejtvonal esetében (10. abra/ c).
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10. dbra A DNS metiliciot/demetilaciot katalizalé enzimek génexpresszioja hypophysis
adenoma sejtvonalak aszpirin kezelését kovetoen. (a) RC-4B/C, és (b) GH3 sejtvonalokon.
A TET enzimek génexpresszioja és az ShmC mennyiség kozti pozitiv korrelacio (¢) RC-4B/C
és GH3 sejtvonalok esetéeben. DNMT1: DNS metiltranszferaz 1 (DNA methyltransferase 1);
TET1-3: tet metilcitozin dioxigendz 1-3 (Ten-Eleven Translocation Methylcytosine

Dioxygenase 1-3), (****: p<0,0001) [125].
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IV.4.3. Transzkriptom analizis

Ujgeneraciés szekvenalasi technikdval 2953 gént azonositottam, melyek szintje
szignifikansan megvaltozott ASA hatasara (legalabb kétszeres kiilonbséggel, FDR p<0,005).
Emellett az ASA kezelt és kezeletlen mintdk a teljes expresszios profil alapjan is jol

elkiiloniiltek (t-SNE analizis, 11. abra).

t-SNE grafikon
P Sl
ol
'E Kezelés
g @ ASA
a ADMSO
® ® o
Dimenzi6 1

11. abra Aszpirin (ASA) kezelt és kontroll (DMSO) mintak expresszios profil jellemzoje t-
SNE analizist kovetden [125].

Az tvonal és gén ontologiai elemzés alapjan az ASA legnagyobb mértékben a sejtciklusra
volt hatassal (6. tablazat). A géninterakciok elemzése szerint a 10 legfontosabb gén, amelyek
az aszpirin daganatellenes hatasat kozvetithetik transzkripcionalis szinten a Mad2l1, Pcna,
Ube2c, Mcm4, Chek2, Brcal, Smc4, Cdc45, Cdk2, Rbxl. Ezek a sejtproliferaciot,

sejtosztodast, a DNS stabilitast, valamint az ubikvitinizaciot szabalyozzak (12. abra).

6. tdblizat Utvonal és gén ontoldgia analizis elsé 10 relevins taldlata aszpirin kezelést
kévetéen ( https://reactome.org/ )

Utvonal Utvonal neve Erintett Kozvetett FDR

azonositod gének szaima | gének szama
RNO-69278 Sejtciklus, mitdzis 71 387 4,82e-06
RNO-1640170 | Sejtciklus 77 449 7,19e-06
RNO-1430728 | Metabolizmus 162 1330 0,00035
RNO-194315 | Rho GTP4z szignalizacio 56 324 0,00035
RNO-69306 DN replikacio 27 102 0,00035
RNO-194840 | Rho GTPaz ciklus 28 117 0,00058
RNO-453279 | Mitozis G1-G1/S fazis 26 103 0,00058
RNO-69002 DNS replikacié pre-iniciacio 20 65 0,00058
RNO69620 Sejtciklus ellenérzési pontok 41 218 0,00058
RNO-68886 M fazis 48 283 0,00097
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12. dabra Aszpirin hatdsara megvdltozott expresszioju gének halozat analizise, Kiemelve a
legfobb kapcsolati csomdpontokat (un. ,,hub”-okat) (Mad2l1 (Mitotic Arrest Deficient 2
Like 1), Pcna (Proliferating Cell Nuclear Antigen), Ube2c (ubikvitin konjugalt enzim E2 C -
Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 C), Mcmé4 (minikromoszoma fenttarto komplex
komponens 4 -Minichromosome Complex Component 4), Chek2 (Ellendrzé pont kindz 2 -
Checkpoint Kinase 2), Brcal (emld és petefészek daganat hajlamosito fehérje I1- Breast and
Ovarian Cancer Susceptibility Protein 1), Smc4 (4-es kromoszoma struktura fehérjéje -
Structural Maintenance Of Chromosome 4), Cdc45 (sejtosztodasi ciklus 45 - Cell Division
Cycle 45), Cdk2 (ciklin dependens kindz 2 - Cyclin Dependent Kinase 2), Rbx1 (Ring-Box 1).
A kiilonbozo szinek az eltérd folyamatokban részt vevo geéneket jelolik (kék: sejtosztodas,
sarga: sejtproliferdacio, zold: ubikvitinizacio) [125].
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ASA hatasara a CDKN1A (ciklin dependens kindz inhibitor 1A) emelkedett, a tobbi
sejtciklust szabalyozo6 ciklin ¢s CDK csokkent mennyiségben volt jelen, melyet a csdkkent a
Ki-67 kifejez6dés is alatamasztott (log2FC= -2,66; p= 2,71E-04) (13. abra). Megvaltozott
expresszios profilt mutatott emellett tobb proliferaciot és genom stabilitast biztositdo gén (7.

tablazat, 14. abra).
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13. abra Az aszpirin hatdisdara megfigyelheté csokkent proliferdcio és lassult sejt ciklus
maogotti génexpresszios valtozdsok. A sejtciklus egyes fazisaihoz tartozo gének kiilonbozo
szinnel (G1: kék; S: zold; G2: sarga; M: piros), a sejtciklust gatlo fehérjék sziirke szinnel
szerepelnek az abran. Ccnel: ciklin E (Cyclin E), Cdk2: ciklin dependens kindz 2 (Cyclin
Dependent Kinase 2). Ccna: ciklin A (Cyclin A), Cdkn2a: ciklin dependens kinaz inhibitor
24 (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 24), Cdkn2c: ciklin dependens kinaz inhibitor 2C
(Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2C), Ccnb1: ciklin B (Cyclin B), Cdk1: ciklin dependens
kinaz 1 (Cyclin Dependent Kinase 1), Cdknla: ciklin dependens kinaz inhibitor 14 (Cyclin
Dependent Kinase Inhibitor 14), Cdknlb. ciklin dependens kindz inhibitor 1B (Cyclin
Dependent Kinase Inhibitor 1B), Cdknlic: ciklin dependens kindz inhibitor 1C (Cyclin
Dependent Kinase Inhibitor 1C) [125].
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. Expresszio valtozas

Gén P (lo6,CPM) FDR

Tp53 -0,403135161 0,475431307
E2F1 -1,699322161 0,017677985
Birch -1,669861341 0,002634309
Aurka -2,693827176 0,000112511
Arukb -1,994711397 0,009565016
Pttgl -2,359268022 3,27562E-05
H2ax -1,59 5,86E-03
Ezh2 -1,187080264 0,067119053
Ccnbl -2,995668611 1,09241E-06
Ccnel -1,533242072 0,015933026
Ccna2 -2,642928343 0,050601632
Cdk1 -2,137090443 0,000341413
Cdknla 1,591983374 0,003852956
Gadd45a 1,907358455 0,000777632
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14. dabra Aszpirin hatasa transzkriptomikai szinten a genomi stabilitdsra, proliferdaciora.
ASA: aszpirin; Pttgl: pituitary tumor transforming gene 1; Ezh2: enhancer of Zeste Homolog
2; Birc5: bakuloviralis apoptozis fehérje inhibitor 5 (Baculoviral IAP Repeat Containing 5);
AurkA: Aurora Kinase A; AurkB: Aurora Kinase B; H2ax: H2a.x Variant Histone; Ccnbl:
ciklin B1 (Cyclin B1); Ccnel: ciklin E (Cyclin E); Cdk1: ciklin dependens kinaz 1 (Cyclin
Dependent Kinase 1); Ccna2: ciklin A2 (Cyclin A2); CdknlA: ciklin dependens kindz
inhibitor 1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A); Gadd45a: névekedést gatlo DNS
kdrosodas indukdlt fehérje 450. (Growth arrest and DNA Damage Inducible 450) [125].
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V. 4.4. In vitro funkcionalis vizsgalatok

A transzkriptomika eredményeit in Vitro sejttenyészeteken végzett funkcionalis

vizsgalatokkal ellendriztiik.

Els6ként megbizonyosodtunk arrdl, hogy a DMSO, mint szerves oldoszer nem fejt-e Ki a
hasznalt koncentracioban citotoxikus hatast. Megfigyeléseim alatt nem tapasztaltam

Iényeges eltérést sem sejt morfologiaban, sem a sejtek viabilitasat tekintve (15. abra/ a).

Az RC-4B/C sejtvonalon végzett kisérletek sordn ASA kezelés hatdsara szignifikdnsan
csokkent sejt szdmot talaltunk (46,5%, p <0,00001), emellett a halott sejtek szdma elenyészd
mértékben emelkedett (15. abra/ a). A GH3 sejtek esetében az ASA kisebb mértékben
csokkentette a viabilitast (19,3%, p= 0,0028) (15. abra/ b), a halott sejtek aranya az RC-
4B/C sejteknél tapasztalthoz volt hasonlo.
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15. dbra Aszpirin hatdisanak validdlasa in vitro sejttenyészeteken. (a) Morfologiai
valtozdasok nem figyelheték meg DMSO vagy ASA hatasdara. (b) Csékkent proliferdcio
kovetkeztében csokkent jelintenzitas (OD%) ASA kezelés hatdsara a kontroll mintakhoz
képest (kezeletlen, DMSO). (C) ASA hatasdra csékkent élé sejtszam, proliferdcio (RC-4BIC:
46%, p<0,0001; GH3: 80% p= 0,028). A halott sejtek szamaban lényegi eltérés nincs,
citotoxikus hatds vagy apoptozis nem figyelhetd meg [125].
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Az é4ramlési citometriaval végzett sejtciklus elemzés ASA kezelést kovetden csokkent
sejtszamot mutatott S fazisban (Rc-4B/C: ASA: 4,38%, DMSO: 10,25%; GH3: ASA: 2,88%,
DMSO: 14,94%) (16. abra/ a). A Ki-67 proliferaciés marker fehérjét festve szintén
szignifikans kiilonbséget talaltunk ASA kezelést kovetden (Rc-4B/C: ASA: 0,09%, DMSO:
0,34%; GH3: ASA: 0,34%, DMSO: 1,48%). Az RC-4B/C plurihormonalis sejtvonal esetében
csokkent migracios hajlamot mértiink ASA kezelést kdvetéen kontroll tenyészethez képest
(16. abra/ b). (A GH3 sejtvonalon ez nem volt vizsgalhato a sejt non-adherens tulajdonsaga

miatt.)
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16. dbra (8) Aramldsi citometridval végzett sejtciklus elemzés. Csokkent szamii sejtben indul
el a sejtosztodas folyamata és kevesebb az S fazisban levo sejtek szama ASA kezelést kovetden
DMSO kontroll mintakhoz képest Rc-4B/C (DMSO: 10,25%, ASA: 4,38%) és GH3 (DMSO:
14,94%; ASA: 3,88%) sejtvonalakon. (b) A4SA4 kezelés hatdsara csékkent a sejtek migracios
hajlama 24 ora (34%, p=0,01) és 48 ora (47%, p=0,02) elteltével [125].

IV.4.5. Az aszpirin transzkripcios faktorokon keresztiili hatasa
A transzkriptomikai adatok felhasznalasaval vizsgaltuk az aszpirin hatasat a transzkripcios
faktorok aktivitisara. Az elemzés sordn 12 transzkripcids faktornal allapitottam meg

megvaltozott aktivitast. Legjelentdsebb hatast a Tp53 a génexpresszids valtozasok alapjan a

Tp53 fehérje aktivitasaban talaltunk (8. tablazat). Ezek koziil legjelentésebb hatast a Tp53
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fehérjén talaltunk. Elemzésiink alapjan ASA kezelést kdvetden a Tp53 célfehérjéi koziil 25
esetében mértiink szignifikans expresszios kiilonbséget (9. tablazat). Ezek koziil a Pttgl
(log2FC=-2,36; FDR p=3,275E-05), és a Birc5 (log2FC=-1,72; FDR p=0,052) expressziojat
csokkentette, mig a Gagg45a (log2FC=1,90; FDR p=0,0007) emelkedett mennyiségben volt
jelen. A Birc5 mennyiségére kozvetetten, az E2F1 transzkripcios faktoron keresztiil fejtette
ki hatasat (9. tablazat)

8. tablazat Aszpirin kezelést kiovetoen RNS profil alapjan megvaltozott aktivitasu
transzkripcios faktorok.

TranszKkripcios L Korrigalt s . . s
faktor P érték P érték TranszKkripciés faktor altal szabalyozott fehérjék

MCM7; MKI67; FOXM1; AQP3; EGFR; RECQL4; CCNB1,
P53 9,244E-9 5,28E-06 PTTG1; GPNMB; CHEK2; CASP3; E2F7; PDGFRB; PLK3;

SMAD3; GADD45A; GDF15; PLK1; CCNA2; PRC1; CDK1,
CRYAB; ATF3; MAD1L1; EZH2

TOPZ2A; RRM1; RRM2; HSPAS5; PLK1; FANCA; CDCG6;
E2F1 8,646E-8 2,47E-05 | FOXM1; AURKB; AURKA; DHFR; CCNB1; RAD51; CHEK?2;
DDIT3; CDK1; MYBL2; KIF2C; MCMS5; ECT2; ASF1B

PLK4; CCNB1; RAD51; PLK1; PCLAF; MCM10; TTK;

E2F4 1,851E-6 3,52E-04 AURKB
E2F3 5,498E-6 7,85E-04 | CCNA2; CCNB1; PLK1; CDK1; CDC6; AURKA
PDGFRB; DUSP4; PLK3; SMAD3; MCM7; GADDA45A,
TRP53 1,265E-5 0,001445 [ GDF15; INSR; FOXM1; CKS1B; CCNA2; PER2; CCNB1;
GAP43; KRT19; COL2A1; CASP3; PCBP2; PTGDS; ATF3
E2F4 2,181E-5 0,002076 | PLK4; MAP1LC3B; RAD51; E2F2; MYBL2
ACHE; CCNB1; CRABP2; GALNT3; TH; CYP11A1; MCAM;
TFAP2A 1,144E-4 0,009333 CGA: ADRAIA. CRYAB: EGFR
ATF1 2,953E-4 0,021081 [ TOP2A; LDHA; MAP1LC3B; TH; SLC20A1; CGA
ATF4 4,086E-4 0,025929 [ MAP1LC3B; HSPAS; DDIT3; TRIB3; NDC80; ATF3; DDR2
TFDP1 4,440E-4 0,025353 [ DHFR; RRM1; CDK1; MYBL2
XBP1 7,446E-4 0,038652 [ ERN1; HSPAS5; GAD1; DDIT3; ERP29
ARNT 9,602E-4 0,045694 [ JUN; GAD1; BHLHE40; AHR; MFSD2A

A Tp53 megvaltozott aktivitdsanak alapja nem a megvaltozott génexpresszio, mivel

szignifikans kiilonbséget nem talaltunk aszpirin kezelés hatasara (p=0,475). Azonban a Tp53
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génexpresszidja pozitiv korrelaciét mutatott a mintdk ShmC% mennyiségével (17. abra/ b).

Ennek alapjan a két mért mennyiség kozott 6sszefiiggés allhat fent.

9. tablazat Expresszios valtozdsok a p53 fehérje dltal szabalyozott gének esetében.

Gén Gén azonosité log2FC p-érték FDR
Agp3 ENSRNOG00000009797 -2,30422 5E-05 0,001157
Atf3 ENSRNOG00000003745 3,484486 1,43E-08 1,8E-06
Casp3 ENSRNOG00000010475 -2,04182 1,61E-06 6,51E-05
Ccna2 ENSRNOG00000015423 -2,64293 0,02121 0,050602
Ccnbl ENSRNOG00000058539 -2,99567 9,47E-09 1,09E-06
Cdkl ENSRNOG00000000632 -2,13709 1,25E-05 0,000341
Chek2 ENSRNOG00000037509 -1,37363 0,0324 0,083205
Cryab ENSRNOG00000010524 2,61213 0,000107 0,002052
E2f7 ENSRNOG00000026252 -3,02489 0,000156 0,002484
Egfr ENSRNOG00000004332 1,951245 0,000199 0,003023
Ezh2 ENSRNOG00000006048 -1,18708 0,01809 0,067119
Foxml ENSRNOG00000005936 -2,53223 1,17E-06 5,55E-05
Gadd45a ENSRNOG00000005615 1,907358 3,82E-05 0,000778
Gdf15 ENSRNOG00000019661 2,696207 2,61E-06 0,000124
Gpnmb ENSRNOG00000008816 2,678566 3,31E-08 2,54E-06
Mad1l1 ENSRNOG00000001265 -1,90029 0,000841 0,009182
Mcm7 ENSRNOG00000001349 -2,1472 2,97E-05 0,000535
Mki67 ENSRNOG00000028137 -2,66258 1,47E-05 0,000271
Pdgfrb ENSRNOG00000018461 2,073018 0,002211 0,014145
Plk1 ENSRNOG00000018815 -2,84073 7,04E-09 8,9E-07
Plk3 ENSRNOG00000018484 1,98987 8,11E-06 0,000296
Pprcl ENSRNOG00000018561 -0,15577 0,587733 0,749968
Pttgl ENSRNOG00000003802 -2,35927 5,87E-07 3,28E-05
Recql4 ENSRNOG00000032446 -1,78421 0,000247 0,00399
Smad3 ENSRNOG00000008620 1,545729 0,001247 0,009008
Tp53 ENSRNOG00000010756 -0,40314 0,300957 0,475431
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17. dbra (2) Tp53 expresszio valtozasa a transzkriptom adatokban és RT-QPCR segitségével
mérve. (D) A Tp53 génexpresszioja pozitiv korrelaciot mutat a minta ASA kezelés
kovetkeztében megvaltozott 5ShmC% tartalmadval. (C) A Tp53 fehérje mennyiségi vizsgdlat
eredménye. A p53 oOsszmennyisége nem valtozik ASA kezelés hatasdara, emelkedett
mennyiségben van jelen a K382 helyen acetilalt p53 forma, aranya a teljes Tp53 fehérje
mennyiséghez viszonyitva GH3 sejtekben [125].

V. 4.6. Az aszpirin és a demetilacids statusz hatasa a Pttgl génexpressziojara

A Pttgl a Tp53 altal szabalyozott fehérjék egyike, emellett a hypophysis egyik {6 onkogénje,
ezért képezte tovabbi vizsgalataink targyat. Megallapitottuk, hogy mind a Pttgl, mind az
aktivitasahoz sziikséges interakcios fehérje (Pttglip) expresszioja csokken ASA kezelést
kovetéen (18. abra/ a). A transzkriptomikai elemzés eredményét, miszerint a Pttgl
mennyisége mind fehérje mind mRNS szinten csékken igazoltam in vitro (18. abra/ a).
RC-4B/C sejtekben a fehérje mennyisége koriilbelil felére (49%+2%), GH3 sejtekben
harmadara (31%+22%) csokken (18. abra/ a).
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18. dbra (a) Aszpirin kezelést kovetéen a PQl és interakcios fehérjéinek génexpresszios
valtozasai. A Pttgl csékkent mennyisége mRNS és fehérje szinten q-RT-PCR és Western blot
segitségével vizsgalva. (b) A Pttgl promoter aktivitas valtozas luciferaz riporter rendszerrel
vizsgalva aszpirin és decitabin kezelést kovetéen. (C) Humdn szovetek Pttgl expresszids
vizsgalata. Annak ellenére, hogy nem taldltunk dsszefiiggést a citozin intermedierek
mennyisége és PttQl génexpresszidja kozott, in Vitro negativ korreldcio dall fent a Pttgl
expresszio és a mintdk 5hmC% tartalma kozott 95%-0s konfidencia intervallummal

abrazolva) [125].
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crer

vizsgaltuk aszpirin és decitabin kezelést kovetéen (18. abra/ b). Mindkét farmakon
csokkentette eltéré mértékben a Pttgl promoterének aktivitasat (18. abra/ b). ASA kezelést
kovetden negativ korrelaciot allapitottunk meg a Pttgl génexpresszidja és a minta ShmC%

mennyisége kozott (18. abra/ b).

A human PitNET mintak Pttgl expresszidja €s a genom metilacidés/demetilacios statusza

kozott nem talaltunk 6sszefliggést (18. abra/ c).
IV.4.7. Aszpirin altal szabalyozott gének diszregulacioja PitNET mintakban

Az in vitro aszpirin kezelést kovetden megallapitott sszefiiggéseket human hypophysis
neuroendokrin daganatok vonatkozdsdban korabbi transzkriptom és fehérje expresszids
adatokon is validaltuk. Ehhez 6sszesen 76 PitNET és 34 normal szovetminta eredményét
hasznaltuk fel. A normal és daganatos mintdkban eltérd expresszidju 1620 gént vetettiik ssze
az aszpirin altal befolyasoltakkal. Ezeknek tobb, mint 6téde 22,2% (360 gén - 10. tablazat)
mutatott atfedést. A gének tobbsége a sejtproliferaciot, a sejtciklust és p53 aktivitast

crer

10. tablazat PitNET mintakban és aszpirin altal diszregulalt kozos gének elemzése, B&H:
Benjamin-Hochberg FDR korrekcio (1) MSigDB C2 BIOCARTA (v7,3); (2) BioSystems:
Pathway Interaction Database; (3) BioSystems: KEGG; (4) BioSystems: REACTOME.

Név g-érték, Szabalyozott Szabalyozott Forris
FDR, B&H | gének/itvonalak | gének arianya
p53 p53 szignalizacio 3,436E-2 5/16 0,3125 (D)
szabalyozas Kozvetett p53 effektor 4,214E-2 15/132 0,113636 2
Retinoblasztoma 1,025E-6 21/88 0,238636 1)
DNS szal
hosszabbods 1,024E-4 11/32 0,34375 4)
Prolifericié & DNS replikécio 1,217E-3 10/36 0,277778 3,1
roliferacio és
Nuklearis SMAD2/3
sejtosztodas ukledris SMAD2/ 8,391E-3 13177 0,168831 @, 1)
dtvonalai szignalizacio
DNS replikécio 3,436E-2 14/111 0,126126 4
Sejtciklus 3,436E-2 15/124 0,120968 3, 1)
GLS sejt ciklus 3,436E-2 10/64 0,15625 )
szabalyozas
Genom ATR aktivitds & 2,230E-2 8/37 0,216216 @)
stabilitas replikacios stressz
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V.  MEGBESZELES
Az elmult évtizedekben a kiillonbozé daganatok inicidcidjanak, progresszidjanak hatterében
a kiilonb6z6 epigenetikai valtozasokat, ezek koziil is kiemelten a DNS metilaciojat,

demetilaciojat vizsgaltak.
Kutatdsom soran a hypophysis neuroendokrin daganatok epigenetikai valtozasait vizsgaltam.

A hypophysis neuroendokrin daganatok a harmadik leggyakoribb intrakranialis daganatok.
Gyakorisaga ellenére a sporadikus PitNET tobbségének hatterében a kialakulas oka és annak
pontos mechanizmusa mai napig sem ismert. Mivel a genetikai valtozasok csak a daganatok
toredékére jellemzoek, igy egyre nagyobb figyelem helyezddik a patomechanizmus
feltarasanak érdekében az epigenetikai vizsgélatokra. Az epigenetikai modosulasok koziil

kiemelten vizsgalt a DNS metilacidja [126].

V.1l. Hypophysis neuroendokrin daganatok metilaciés/demetilacios statusza

Hypophysis neuroendokrin daganatokban korabban publikalt lokalis és globalis vizsgalatok
a dedikalt régidokra vonatkozoan szolgaltattak adatot. Emellett pedig a metilaci6 ellentétes
folyamata a demetilacié egyaltalan nem volt vizsgalt a két folyamat dinamikus
egyensulyanak ellenére sem, elsdsorban technikai nehézségek miatt. Kutatdsom soran az
érzékeny és intermedier specifikus HPLC-MS/MS modszerrel az 5mC mellett elséként
vizsgaltuk az 5hmC-t. A két intermedier aranyanak segitségével a DNS demetilacios
profiljara vonatkozo Osszefliggéseket is elemezni tudtuk. PitNET-ek kapcsan elészor keriilt
vizsgélatra a teljes genomi allomény mddosult citozin (SmC és 5hmC) mennyiségének

Mmérése.

Irodalmi példak alapjan a karcinogenezis korai stadiumaban megfigyelhetd genomi
hipermetilaci6  féként a  promoterek CpG  régidit érinti, gyakran olyan
tumorszupresszoroknal, mint VHL, CDKN2A, RASSF1A [3]. Habar az array technikan
alapuld kutatasok a kiilonb6zd hisztologiai csoportok esetében szamottevd valtozasokrol
szamoltak be, ezek egyfeldl a kiilonbozo vizsgalatokban nem egységesek, masrészt a globalis
DNS metilacios statuszat illetéen sajat kutatasunk soran sem azonositottunk tendenciozus,

szignifikans eltérést a genomi 5SmC% szintben [97-100, 124]. Ennek a kiilonbségnek az oka
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lehet a kiilonb6z6 elven alapuld technikak hasznalata, és az ebbdl ered6 citozin intermedier
elkiilonitése vagy az eltér6 genomi lefedettség, illetve a globalis és célzott mérések
Osszehasonlithatatlansaga. Az egyetlen, szintén UHPLC-MS/MS-t hasznalo kutatasban a
teljes genom 5mC% szintjében szintén nem talaltak eltérést normal hypophysis és PitNET
mintak Osszehasonlitdsa soran [127]. Ez erésiti azt az eredményeinken alapuld feltevést,
hogy PIitNET-ek esetében a tumor iniciacidja szempontjabol a DNS metilacioja helyett a

demetilacio €és annak szabalyozasa lehet a meghatarozo.

Az 5mC mellett a legnagyobb mennyiségben jelenlevd, legmarkansabb és legstabilabb
citozin intermedier az 5hmC. A DNS demetilacios statuszara annak ShmC% mennyiségébdl,
valamint az 5mC%-hez viszonyitott aranyabol kovetkeztettiink. Az 5hmC mennyisége a
szovetek koziil az agyban a legmagasabb [22], de nagy mértékben fiigg a szovet mitotikus
aktivitasatol és differencialtsagi fokatol is. Az alacsonyabb differencialtsagi allapotu,
multipotens embrionalis Ossejtek esetében (NESC) a demetilacio markansabb, mint a
differencio késébbi szakaszaban [128]. Emellett alapvetden csokkent mennyiségben van
jelen daganatos sejtek esetében [22]. Ezzel egybehangzé eredményeket kaptunk, a hormon
negativ (HN), alacsonyabb differencialédasi fokt mintdk esetében magasabb ShmC% és
5hmC%/5mC% aranyt mértiink a hormon pozitiv FSH/LH+ és GH+ daganatokhoz képest.
Ezen feliil a gondadotrop csoporton beliil a HN, SF-1+ mintak a demetilacio iranyaba jobban

eltoltak (magasabb 5ShmC%/5mC% arany), mint az FSH/LH pozitiv mintak.

A masik tényezd, ami nagyban befolyasolja a genom metilacidos/demetilacios statuszat a
sejtek osztodoképessége, proliferacidja. Szoveti mintaink esetében a mitotikus aktivitas
mérésére Ki-67 proliferativ fehérje szemikvantitativ immunhisztokémids meghatarozasat
hasznaltuk. Korabbi megfigyelések alapjan erdsen proliferald sejtek esetében az ShmC
csokkent mennyiségben van jelen a vékonybél kripta sejtjeiben [129], a tobbrétegli lapham
bazalis sejtjeiben [129] vagy egér embriok neuralis progenitor sejteiben [130]. Ezt a
megallapitdst munkam soran PitNET mintdk esetében is igazoltam. Méréseink alapjan a
magas Ki-67 fehérje mennyiség csokkent demetilacios statusszal (5hmC% és
5hmC%/5mC% arany) tarsul. Ez a tendencia a GH, illetve HN hisztologiai csoportokra

vonatkoztatva kiilon-kiilon is megfigyelhetd.
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A DNS abnormalis metilacioja kimutathatd példaul szérum, vizelet, de akar kopet mintabol
Is [3]. Korabban prosztata és végbél karcinomak, €s kiilonbozé leukémias megbetegedések
(CLL, ALL, MM) esetében talaltak 0sszefiiggést a szoveti mellett a vérbdl izolalt leukocita
frakciot vizsgalva a DNS metilacio és a betegség prognodzisa kozott [131-133]. PitNET-ek
esetében mig prognosztikus biomarkerként jelolték meg a keringd cfDNS (cell free DNA)
frakciot [134], azonban a leukocitakbdl izolalt DNS esetében a metilacids/demetilacios

profilban ilyen 6sszefliggést nem talaltunk.

Annak vizsgalatara, hogy mi eredményezi a szoveti DNS metilacios statuszanak valtozasat,
mértiik a kialakitasban részt vevo enzimek (DNMT1 és TET1/2/3) valamint kofaktoraik
(UHRF1/2) génexpresszidjat. A mar ismertetett Osszefiiggések miatt foként a proliferacios

index szerinti csoportok tekintetében vizsgaltuk az eltéréseket.

A DNMTL, ami az orokletes metilacios mintazat kialakitasaban jatszik szerepet, igy
kulcsfontossagi a mindenkori metilacios mintazat fenttartasaban [19]. Irodalmi adatok
alapjan altalanossagban a fokozott DNMT génexpresszid rosszabb prognozissal tarsul
daganatos megbetegedéseknél. PitNET mintakban enyhén emelkedett DNMT expressziot
mértek normal szovetekhez képest, agressziv daganatok esetében jelentésebb az eltérés, de a
beteg koratol, nemétdl és a proliferacios indextdl fiiggetlen [135]. Sajat mintakon végzett
vizsgalatok és a GEO adatbazisbol kinyert adatok ezzel egybehangzodak: nem mutatnak
szignifikans eltérést a proliferdcios index, a hisztologiai csoportositas vagy invazivitas

szerint a felhasznalt adatok alapjan [115, 116, 135].

A vizsgalt dioxigenaz TET enzimekrél rendelkezésre allo informacié PitNET mintak
esetében elenyész6. Munkam soran a magas Ki-67 pozitivitast mutatd szoveteknél, ahol a
genomi 5hmC% szint csokkent, magasabb TET1/2/3 génkifejez6dést mértem. Az altalunk
felismert tendenciat, ahol is a magas TET expresszio csokkent ShmC% szinttel tarsul
korabban vese daganatoknal mutattak ki. Az enzim latszolagos gatlasat a felhalmozodott
onkometabolit (2-hidroxiglutarat) inhibicidjaval magyaraztak [136]. PitNET-ek esetében az

eltérd tendenciak okanak feltardsa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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Az UHRF1 és UHRF2 kofaktorok, melyek a DNMT ¢és TET enzimek miikodésének
lokalizacigjat biztositjak, ezaltal a DNS metilacios/demetilacios mechanizmusanak alapjai
nagyfoku homologiajuk ellenére funkcidjukban nem redundansak [19]. Az UHRF1
metilacios kofaktor a CDKN2A, CCNAL fehérjék szabalyozasa alatt all, szorosan
kapcsolddik a sejtciklushoz, proliferacidhoz, valamint kapcsolatot biztosit a DNS metilacio
¢és a hiszton modosulasok kozott [137, 138]. Eredményeink az irodalomban leirtakhoz
hasonloak, vagyis erdsen proliferald szovetek esetében magasabb az UHRF1
génexpresszidja. Az UHRF2 kofaktor nagyobb affinitdssal koti az ShmC-t, ezaltal a
demetilaciot segiti elé [139]. A kiilonboz6 proliferativ sajatsaga szovetek esetében nem
talaltunk eltérést az UHRF2 gén expresszidjaban, azonban tobb mas kutatdhoz hasonléan
[140] pozitiv korrelaciot mutattunk ki az ShmC% mennyisége és a kofaktor expresszidja
kozott. Ezek alapjan az intermedierekhez hasonléan a metilacios/demetilacids kofaktorok is

potencialis markerei a proliferacios viselkedésnek [138, 141].

V. 2. Invitro decitabin kezelés

A decitabin hipometil4cids farmakon, melynek hatasara megvaltozik a sejtek génexpresszids
profilja. Ennek oka a direkt promoter hipometilacio és az ebb6l adodo indirekt hatasok, mivel
a decitabin kozvetlen hatast gyakorol a hiszton acetilazokra és metilazokra. Ezen hatasok
eredményeként megvaltozik a sejtciklus, a proliferacidés és apoptotikus hajlam [41]. A
hipometilacios tulajdonsaga a genom SmC% szintjének csokkenése mellett az ShmC% szint
novekedésével jar egyiitt @ TET enzimek génexpresszio valtozasa nélkiil in vitro human
leukémia sejtvonalakon (HL-60, TK6) [142]. Eredményeink a hypophysis daganatokban
ezekkel egybehangzoak, csokkent SmC%, valamint emelkedett 5hmC% tarsult csékkent
¢letképességgel és proliferaciés hajlammal. A decitabint Osszetett, a DNS metilacion
keresztiil a fehérjeprofilra gyakorolt hatasa alkalmassa teheti a terapia rezisztens PitNET-ek

kezelésére.

V.3. Invitro aszpirin kezelés
Az aszpirin egy régodta hasznalt fajdalom és gyulladascsokkent szer, melynek egyéb
jotékony hatasai koziil ismert a daganat prevencids hatasa [143, 144]. Ezeket a hatasokat

proteomikai és epigenetikai szinten is vizsgaljak, de a pontos mechanizmus a mai napig nem
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tisztazott [145, 146]. Ennek pontosabb megismerésére végeztem vizsgalatokat hypophysis

neuroendokrin tumorokon és sejtvonalakon, korabbi munkank folytatasaként [44].

Az irodalomban tobb tumortipus esetében beszamoltak az aszpirin hatdsaként csokkent DNS
metilaciordl globalis, valamint lokalisan szinten, tumorszupresszorok (FOXD3- Forkhead
Ezt az Gsszefliggést nem minden esetben tudtak igazolni [45, 148]. Pan és munkatarsai a
NSAID (NonSteroidal Anti-Inflammatory Drug; NS398) kezelést kovetd promoter
demetilacio hatterében csokkent DNMT génexpressziot talaltak in vitro tiidé karcindoma
sejtvonalakon (A549) [149]. Irodalmi adatok a tobbi citozin intermedier mennyiségére

vonatkozdan aszpirin kezelést kovetden nem allnak rendelkezésre.

Sajat vizsgalataink alapjan az aszpirin hatdsara a genom abszolut 5mC% mennyisége
Iényegesen nem valtozik, az 5hmC% szintjében ¢és a két intermedier aranyaban viszont
jelentds kiilonbség van. A kordbban leirt DNS metildz expresszios valtozast vagy az UHRF1
kofaktor mennyiségi valtozasat sem tudtuk igazolni, egybehangzdan az 5mC% valtozatlan
mennyiségével. A HPLC-MS/MS mérésekkel egybehangzdan a demetilaciot katalizald TET
enzimek és az UHRF2 kofaktor is fokozott expressziot mutatnak mRNS szinten. Ez az
emelkedett génexpresszid pozitivan korrelal a genom 5hmC% mennyiségével. A korabban
emlitett FOXD3 gén kapcsan irtak le olyan mechanizmust, melyben aszpirin hatisara a
FOXD3 promoter demetilacidja emelkedett, a gén fokozott kifejezodését idézve eld, ami
kozvetetten csokkent metasztatikus aktivitassal jart [147]. Vizsgalataink alapjan Pttgl fehérje
esetében hasonlo Osszefiiggés allhat fent. Aszpirin hatdsara a csokkent Pttgl promoter
aktivitas csokkent génexpresszioval tarsul, ami negativ korrelaciot mutat a genom ShmC%
mennyiségével. A promoter aktivitds csokkenése decitabin kezelést kovetden is
megfigyelhetd. Ez alapjan felmertiil annak a lehetdsége, hogy a korabban ismertetett FOXD3
génhez hasonléan a Pttgl génexpresszio valtozdsa részben az aszpirin kezelés hatdsara

bekovetkezé demetilacio kovetkezménye (19. abra).
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19. abra ASA genomikai és epigenetikai hatdsanak ésszefoglalasa. A demetildacio-PTTG1-
Tp53 szabdlyozo kor. PIXNET mintdikban emelkedett TET génexpresszio révén fokozott a
demetilacio. A metilacios statuszvaltozds koévetkeztében megvaltozott transzkripciondlis
aktivitas része a PTTGI csékkent aktivitasa. Emellett az ASA onmagadban is csékkenti a
PTTGI promoterének aktivitasat, valamint acetilalja a p53 fehérjét, ezaltal fokozza annak
stabilitasat [150]. A PTTG1 fehérje gatolja a p53 aktivitdsat, és csokkenti annak stabilitdsat
[151]. ASA kezelés kovetden ezen hatdsok eggyiittessen okozzdk a tapasztalat sejtciklus,
proliferacio és életképesség gatldst, valamint a csokkent migracios hajlamot [125].

A mért globalis demetilacidé eredménye a megvaltozott génexpresszids profil, amit teljes
transzkriptom szekvenalassal vizsgaltam. Aszpirin hatasara megvaltozott mennyiségben
jelenlevé gének o6tode (22,2%) mutat atfedést a hypophysis neuroendokrin daganatokban
diszregulaltakkal. ASA hatasara legmarkdnsabban a sejtciklust szabalyozo fehérjék
valtoznak annak gatlasat, lassitasat eredményezve. Emellett a sejtosztodasra és a hipofizis
igazolasat in vitro funkcionalis vizsgalatokkal is elvégeztiik. ASA hatasara a megvaltozott

sejtciklus (ASA hatasara emelkedett arany G1 fazisban, az S és G2 fazisokban csokkent a
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sejtek aranya, gatolt a G1/S fazisatmenet) csokkent sejtszamot, proliferaciot és migracios
aktivitast eredményezett, Osszességében alacsonyabb Ki-67 fehérje szinttel. A csokkent
proliferacio és a kezelés utan megfigyelhet6 erés demetilacios aktivitas megegyezik azzal a
tendenciaval, amit korabban humén PitNET szoveteken végzett vizsgélataink soran talaltunk
[124]. Az in vitro vizsgalatok soran tapasztalt migracids valtozas hatterében példaul a
csokkent Pttgl szabalyozo fehérje kovetkeztében csokkent mennyiségben jelenlevé Aurka és
Aurkb fehérjék allnak. Az Aurka a sejt motilitasat szabalyozza, az Aurkb a daganatos sejtek
csokkent migraciojaért felel (19. abra) [152, 153].

A transzkriptomikai elemzés részeként olyan transzkripcios faktorokat kerestiink, amik
aktivitas valtozasuk révén magyarazatul szolgalhatnak a megvaltozott sejtciklusra vagy
demetilacios statuszra. Legnagyobb szamban a Tp53 és E2F1 transzkripcios faktorokhoz
kothetd gének voltak jelen (19. abra). Az E2F1 a sejtciklust a G1/S fazis atmenetnél
szabalyozza annak ciklinjein keresztiil, emellett fontos szerepe van a DNS replikacioban,
javitasban és az apoptozisban [65]. Az mRNS profil alapjan az E2F1 aktivitasa ASA hatasara
csokken, amit az in vitro funkcionalis vizsgalatok is megerdsitettek. A p53 sejtciklus
szabalyozé fehérje aktivitasa az E2F1-gyel szemben emelkedik. Kutatasunk alapjan a p53
fokozott aktivitisa nem a génexpresszid megvaltozasdnak koszonhetd. A fokozott p53
aktivitas az ASA, mint acetilaloszer altali modositasra, a 382-es lizin aminosav acetilalasara
vezethetd vissza. Kordbbi vizsgéalatok alapjan ez a modositas fokozza a fehérje stabilitasat és
transzkripcios aktivitasat [150]. Emellett a p53 fehérje expresszidja pozitiv korrelaciot mutat
a genom 5hmC% mennyiségével. Korabbi eredményeink alapjan az ShmC% a csokkent
proliferacios aktivitds jele. A két megfigyelés kozti kapcsolat magyarazza a fokozott p53
aktivitast, melynek célfehérjéi kozott szerepel a példaul a CDKN1A (p21) [154]. ASA
kezelest kovetden PitNET mintdinkon is emelkedett a CDKNI1A expresszio, felteheten a
p53 szabalyozasanak koszonhetden. Korabban H1 hiszton és varidnsai kapcsan allapitottak
meg hogy mennyiségiik, és a kromoszdmaba vald beépiilésiik eltérd indukalt pluripotens
sejtek és differencialt sejtek kozott. Abbol, hogy a Hl mennyisége magas a kevésbé
differencialt szovetekben arra kovetkeztettek, hogy ez a hiszton a sejt differencialdédasanak

folyamataban kulcsfontossagu [155]. Transzkriptomikai elemzésiink soran a globalis

76



DOI:10.14753/SE.2023.2802

hisztonmennyiség és a H2.ax hiszton varians génexpresszios szintjében taldltunk 1ényeges
csOkkenést aszpirin kezelés hatdsdra. A H2.ax hiszton varians a DNS kérosodashoz
kapcsolodo utvonalak és folyamatok nagy részének kozponti eleme [156], igy a csokkent
mennyisége feltételezésiink szerint az aszpirin genom stabilitdsra gyakorolt pozitiv hatasanak

jele.

A PTTG1 onkogén, masnéven szekurin a testvér kromatidok elvélasztisat szabalyozo
fehérje. Hatassal van a sejtosztodasra, a sejtciklus szabalyozasra, a DNS kérosodasra és
javitasra, sejt transzformaciora, igy meghatarozo6 a daganat kialakuldsaban ¢s novekedésében
Is. Elséként hypophysis szovetbdl keriilt izolalasra, de emelkedett a génexpresszidja tobbek
kozott emld-, tiido- és vastagbélrak esetében is. A PitNET mintak kozel 90% szazalékaban
fokozottan expresszalt a normal szovetekhez képest [157, 158]. ASA kezelést kovetden a
Pttgl mennyisége csokken. Ezt mRNS szinten j generacios szekvenalassal és egyedi RT-
qPCR vizsgalattal, fehérje szinten pedig western blottal is igazoltam. Ezek megerdsitik azt a
megfigyelésiinket, miszerint transzkripcionalis szinten a Pttgl-hez, mint szabalyozo

fehérjéhez kothet6 fehérjék szintén csokkent mennyiségben vannak jelen (19. abra).

A p53 és a PTTGL1 kolcsondsen szabalyozzak egymast. A p53 a PTTGL expresszidjat
befolyasolja, mig a PTTG1 és interakcios fehérjéje, a PTTGLIP befolyasoljak a p53 fehérje
stabilitasat (19. abra). A két fehérje (p53 és PTTG1) mennyisége negativ korrelaciot mutat
fej és nyak laphamsejtes karcindmak esetében, ahol a magas szoveti PTTG1 génexpresszidja
csokkent taléléssel tarsult. Ez a PTTG1 egyik, p53-mal 6sszefiiggd utvonalanak zavarara
vezethet$ vissza [151]. A PTTG1 mellett a p53 fehérje altal szabalyozott mas fehérjék is
a PCNA fehérjével vald interakcioban csokkenti a proliferaciot, DNS javitasi

mechanizmusok zavarat, és globalis genomi demetilaciot eredményez [159].
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VI. KOVETKEZTETES

A doktori képzésemhez kapcsolodd munka f6 kdvetkeztetései:

1. Els6ként vizsgaltuk hypophysis neuroendokrin daganatok teljes genomi
alloméanyéanak metilacios/demetilacids statuszat, kialakulasuk okat és 0Osszefliggésiiket
klinikopatologiai tényezokkel:

a. A hypophysis daganatok szoveti differencialtsagi fokanak fliggvényében eltolt a
metilacio-demetilacié folyamata a demetilaci6 iranyaban (emelkedett ShmC és ShmC/5mC
arany).

b. A genom 5hmC% mennyisége Osszefiigg a proliferacios viselkedéssel, magasabb Ki-
67 proliferacios marker mennyiség esetében a kisebb mértékii a demetilacio.

. A hypophysis neuroendokrin daganatokban fokozott demetilacio6 hatterében felmeriilt
annak lehetdsége, hogy a megvaltozott demetilacids statuszt az annak kialakitasaban
kulcsfontossaga TET enzimek és UHRF2 kofaktor megvaltozott génexpresszidja
magyarazhatja.

d. Egyéb daganatokkal ellentétben a hypophysis neuroendokrin daganatok
klinikopatologiai paraméterei nem mutatnak Osszefiiggést a betegek leukocita DNS
metilacios statuszaval.

2. In vitro sejttenyészeteken vizsgaltam a demetilaciot befolyasoldo agensek hatasat
hypophysis neuroendokrin daganatokban:

a. Decitabin (DNMT gatlo, ShmC szintet emeld klinikumban alkalmazott gyogyszer)
hatasara a hypophysis neuroendokrin tumorsejtekben emelkedik az 5ShmC szintje, mellyel
parhuzamosan csokken a proliferacios aktivitas. Ezek alapjan a decitabin felmeriilhet, mint
potencialis kezelési lehetdség terapia rezisztens PitNET-ek esetében.

b. A decitabin mellett kevésbé agressziv, nem szteroid gyulladascsékkenté aszpirin a
DNS metilacidjanak egyensulyat szintén a demetilacid iranyaba tolja el és ezzel
Osszefliggésben csokkent sejtproliferaciot eredményez PitNET sejtekben. Ez a tendencia a
kialakitast végzd enzimek és kofaktoraik génexpressziojan is tliikrozodik.

c. Az aszpirin, vizsgalataink alapjan, antiproliferativ hatasat tobb szinten fejti ki,

melynek hatterében elséként irtuk le a demetilacié/PTTG1/p53 szabalyozo kort. Az Aszpirin
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tehat 1. TET enzimek expressziojan keresztiil demetilaciot eredményez, 2. promoter szinten
gatolja a PTTG1 expresszidjat, és 3. acetilacion keresztiik hozzajarul a pS3 fehérje fokozott
aktivitdsahoz. Emellett, 4. a demetilacion keresztiil is befolyasolja a PTTG1 expressziojat,
mely szintén kodlcsonhatasban van a p53 miikodéssel.

d. Mindezek alapjan az aszpirin alkalmazasa, mint potencialis daganatgatld szer, szintén

felmeriilhet hypophysis daganatok terapiaja soran.
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VIl. OSSZEFOGLALAS

A hypophysis neuroendokrin daganatok a gyakori intrakranialis daganatok kozé tartoznak.
A magas esetszam ellenére nagy hanyaduk, s kifejezetten a nemfunkcionalé daganatok
kialakulasdnak oka, ¢és patogenezise tisztazatlan. Ezen ismeretek hidnya a betegség
kezelésének nehézségét és a kitjuldsdnak kockazatat nagyban novelik. Doktori képzésem
soran sporadikus human hypophysis neuroendokrin daganatok vizsgalataval kerestem olyan
DNS metilacios valtozasokat, melyek segithetnek megismerni a tumorigenezis folyamatat.
A szerzett ismeretek alapjan olyan potencialis dgenseket vizsgéltam, amelyek segitséget
nyujthatnak a daganat progredidlasanak megakadéalyozasaban. Elsoként vizsgaltam a teljes
genomi allomany citozin intermediereinek mennyiségét, és egymashoz viszonyitott aranyat.
A specifikus és szenzitiv analitikai modszer felhasznalasaval analizaltam a hypophysis
neuroendokrin daganatok metilaciés/demetilaciés profiljat. Megallapitottam, hogy a
demetilacios folyamatok a meghatarozdak ebben a daganattipusban. Mértéke Osszefiigg a
differencialtsagi fokkal és a proliferacios index-szel, valamint a kiilonb6z6 hisztologiai
csoportok esetében is eltérést mutat. A kiillonb6z6 metilacios profil kialakulasanak oka,
vizsgalataink alapjan a kialakité enzimek, és kofaktorainak megvaltozott expresszidja,
aminek valtozasa szoros Osszefiiggést mutat a f0 demetilacidés citozin intermedier
mennyiségével (5ShmC). Megallapitottam, hogy a demetilacios farmakon, a decitabin a DNS
metilaciojanak gatlasaval csokkenti in vitro hypophysis adenoma sejttenyészetek
¢letképességét és sejtosztddasat, ezaltal felmeriil, mint potencidlis alternativa terapia
rezisztens, inoperabilis daganatok esetében. Emellett in vitro vizsgaltam az aszpirin
epigenetikai hatasait hypophysis adenoma sejtekre. Vizsgalataim alapjan az aszpirin egyebek
mellett a DNS demetilaciojara gyakorol pozitiv hatast, melynek hatterében szintén a kialakito
TET enzimek és kofaktoruk megvaltozott expresszidja allhat. Emellett elsként irtunk le a
demetilacio/Pttgl/p53 szabalyoz6 kor miikodését. Transzkriptomikai elemzéseim alapjan
aszpirin hatasra megvaltozik a p53 és E2F1 transzkripcios faktorok aktivitasa, és a részben
altaluk is szabalyozott PTTG1 onkogén expresszidja. Ennek eredményeként kedvezd hatast
gyakorol a sejtek viabilitasara, osztoddasara és migracios hajlamara. A PTTG1, mint kézponti
hypophysis onkogén mennyiségét az aszpirin transzkripcios szinten kozvetleniil is gatolja,

ami az aszpirin daganatellenes hatasanak alapja lehet hypophysis adenoma sejtek esetében.
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VIIl. SUMMARY

Pituitary neuroendocrine tumours (PitNETS) are one of the most common intracranial tumor
types. Although the high prevalence, the reason of the sporadic tumor formation and the exact
tumorigenesis are still unclear in the most cases. The lack of knowledge, especially in case
of nonfunctioning tumors, makes the treatment challenging, particularly in invasive or lately
diagnosed cases. During my PhD work | investigated the changes of global DNA
methylation/demethylation of sporadic pituitary neuroendocrine tumours, which can help to
understand the pathogenesis, and the potential application of epigenetic drugs. For the first
time | analysed the amount and ratio of cytosine intermediers on whole genome scale. Using
the specific and sensitive analytical method (HPLC-MS/MS) | determined the DNA
methylation/demethylation profile of PitNETs. The proportion of methylation and
demethylation is association with the rate of differentiation, proliferationon and histology,
typically in these tumours demethylation is dominant. In the background of the altered profile
of gene expression of key enzymes and their cofactors could have been revealed. These
changes are in line with the altered level of 5-hydroxymethylcytosine, which is the main
demethylation intermedier. | showed that the demethylation agent Decitabine decreased the
cell viability and proliferation of pituitary adenoma cells in vitro, so it could be considered
as a potential therapeutic option in therapy resistant or inoperable PitNETSs. I also measured
epigenetic effects of acetylsalicylic acid (ASA) on pituitary adenoma cells in vitro. ASA
affected DNA demethylation positively, which may be mediated by activity changes of TET
enzymes and their cofactors. Besides, the transcriptional analysis showed altered activity of
p53, E2F1 transcription factors, and revealed the central role of aspirin in the inhibition of
PTTG1. We  described for the first time in the literature the
methylation/demethylation/Pttg1/p53 regulatory network. By these, aspirin resulted in
decreased cell proliferation, viability and migration of pituitary cells. ASA decreased the
amount of PTTG1, an important pituitary oncogene, both of mRNA and protein level, which
could be the main antitumoral effect of ASA on PitNET cells.
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XI.  KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Butz Henriettnek, aki amellett, hogy
szakmai tudasaval segitette munkamat, személyes tamogatisaval biztositotta annak
1étrejottét. Emellett koszondm példaértékli szorgalmat, amibdl reményeim szerint tovabbi

szakmai életemhez erét meritettem.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Patocs Attilanak, hogy szakmai tanacsai, és tudasa mellett
lehetdséget biztositott, hogy eleinte az Endokrin Genetikai Laboratoriumban, majd a Klinikai

Genetikai és Endokrinologiai Laboratoriumban végezhessem munkamat.

K6szonom Prof. Dr. Igaz Péternek ¢s Prof. Dr. Vasarhelyi Barnanak, hogy intézeteikben,
a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgydgyaszati Klinikdjan, majd a Semmelweis Egyetem

Laboratériumi Medicina Intézetében tamogatasuknak hala végezhettem munkamat.

Ko6szonom Dr. Czirjak Sandornak az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézet idegsebész

féorvosanak a human mintak begyijtésében nyujtott segitségét.

Halas koszonettel tartozom Dr. Mészaros Katalinnak, valamint Dr. Szabo Pal Tamasnak
¢és Németh Krisztinanak, akik az analitikai mérések elvégzésében, azok kiértékelésében és

értelmezésében segitették munkamat.

Koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem I. sz. Patologiai és Rékkutato Intézetében Dr
Sebestyén Annanak, és munkatarsainak, Dr. Reiniger Lillanak, Dr. Krencz Ildikénak,
Dr. Rajnai Hajnalkianak ¢és Karaszi Katalinnak a szoveti immunhisztokémiai

vizsgalatokban nyujtottak segitséget.
K6szonom Dr. Szaloki Gabornak az aramlési citometrids mérésekben nyujtott segitséget.

Emellett koszonettel tartozom a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgydgyaszati Klinik4janak
endokrin munkacsoportjanak, kiemelten Dr. Sziics Nikolette adjunktus asszonynak a

betegmintak gylijtésében nytjtott segitségéért.

Ko6szondm az Klinikai Genetikai és Endokrinoldgiai Laboratorium korabbi és jelenlegi
posztdoktor kutatdinak, PhD hallgatdéinak és asszisztenseknek a szakmai segitségét,

tanacsokat, és az idedlis munkakornyezetet. Kiemelten szeretném megkdszonni Dr. Saskéi
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Evanak ¢és Krokker Lillinak a rengeteg segitséget, valamint Dr. Doleschall Martonnak,
Dr. Nyiré Gabornak, Dr. Fiilopné Németh Kinganak, Dr. Turai Péternek, és Benké
Mariann-nak, hogy munkamat segitették szakmai tanacsaikkal, baratsagukkal és

megértésiikkel.

Szeretném megkdszonni azoknak, akik név szerint nem keriiltek emlitésre, azonban az évek

soran barmilyen médon segitették munkamat.

A fentiek mellett rendkiviili halaval tartozom férjemnek és gyermekeimnek az elmult
években nyujtott segitségért, tiamogatasért, tiirelemért és biztos lelki hattérért, melyek nélkiil
munkdm nem késziilhetett volna el. Koszondm sziileimnek, testvéreimnek és az egész
csaladomnak, hogy tdmogattak ¢és biztattak. Koszondm barataimnak, akik szakmai és

személyes tdmogatasuk révén segitették munkamat.
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XIl. MELLEKLETEK

XII. 1. Leukocyta frakcié DNS metilacios/demetilacios vizsgalatanak eredményei
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20. dbra PitNET szovetekhez kapcsolodo vérmintik leukocita frakcidjanak
metilacios/demetilacios statuszanak vizsgdalata. a-b 5mC%, c-d 5hmC% és 5mC%
szazalékos ardanya. 5ShmC: 5-hidroximetilcitozin, 5mC: 5-metilcitozin, GH: névekedési
hormont termeld PitNET, FSH/LH+: follikulus stimulalo hormon/luteinizalo hormon pozitiv
gonadotrop PitNET, HN, SF-1+: hormon negativ, steroidogen faktor 1 pozitiv gondaotrop
PitNET, HN, Tpitl: hormon negativ, T-box csalad TBX19 tagjara pozitiv, corticotrop
PitNET, HN-NC: hormon negativ, null sejtes PitNET.
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21. abra PItNET szovetekhez kapcsolodo vérmintik DNS metildcios/demetildacios stitusza
Ki-67 index fiiggvényében. Ki-67-1:1%-2%; Ki-67-2:3%-4%; Ki-67-3: >4%.
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