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Bevezetés

A DNS metilacidja az alapvetd bioldgiai folyamatok
kozé tartozik (X kromoszoma inaktivacio, gén imprinting),
de a tumorigenezisben is fontos szerepet jatszik.

A DNS metilacidja a citozin nukleotidok metil
szubsztiticioja, a demetilacidja a metil csoport eliminalasa
a genombdl. A szubsztiticiot a DNS metil-transzferaz
(DNMT) enzimek katalizaljak, melyek koziil a DNMT1 a
replikaciot kovetden aktiv. Kofaktorai a SAM (S-adenozil
metionin) és az UHRF1 (Ubiquitin Like With PHD and
Ring Finger Domain 1). A metil csoport elimindldsat
tobblépcsds oxidacion keresztil a TET (Ten- Eleven
Translocation Methylcytosin Dioxygenases) enzimek
katalizaljak, melyek fontos kofaktorai az UHRF2
(Ubiquitin Like With PHD and Ring Finger Domain 2) és
a 2-oxoglutarat. Az 5-metilcitozinbol (5SmC) elészor 5-
hidroximetilcitozin (ShmC), majd 5-formilcitozin (5fC),
végiil 5-karboxicitozin (5caC) keletkezik. Az oxidalt
formak koziil a legnagyobb mennyiségben az ShmC van
jelen a genomban. Az SmC a citozin nukleotidok atlagosan

5%-at, az ShmC kevesebb, mint 1%-at jelentik.



A metilacio a gének szabalyoz6 (promoter) régidinak
magas citozin-guanin tartalmii szegmenseire jellemzo.
Altaldban transzkripcionalis represszidhoz vezet, igy a
génkifejez0dés szabalyozasa céljabol valtozik a sejtciklus
és a differencialodas soran.

A DNS metilacidjanak vizsgalatara vonatkozé irodalmi
adatok ellentmondasosak.

Legelterjedtebben  hasznalt technikdk  (biszulfit
konverziot kovetd Sanger vagy U generacids szekvenalas,
gyongy, vagy array hibridizacid) esetében a citozin
intermedierek elkiilonitése nem megoldott. Ez nagy
nyomasu folyadék kromatografiaval kotott
tomegspektrometridval (HPLC-MS/MS) oldhat6é meg egy
1épésben.

A DNS metilacio szerepe a tumorigenezisben altalanos,
igy terapias célpont. Egyik lehetdség a DNMT szelektiv
gatlasa. Ezek koziil klinikumban is hasznalt citozin analog
a decitabin, ami a DNS-be beépiilve irreverzibilisen koti a
DNMT1 enzimet. Masik lehetdéség a régota hasznalt
farmakonok epigenetikai hatdsainak megismerése ¢és
kiaknézasa. Ezek koziil igéretes farmakon a nem szteroid

fajdalom-, és gyulladascsokkentd aszpirin.



A hypophysis neuroendokrin daganatok (PitNET) a
gyakori intrakranialis daganatok koz¢é tartoznak (1:1064),
a hypophysis eliils6 lebenyének daganatai.

Morbiditasuk oka a térfoglalds ¢és az endokrin
rendszerre gyakorolt hatds. Klasszifikacidjuk alapja a
termelt hormon(ok), mellett a kiinduldsi sejtvonalra
jellemzé  transzkripcios — faktor(ok) jelenléte. Igy
kiilonitenek el szomatotrop (GH (PRL); PIT-1) laktotrop
(PRL; PIT-1 ¢és ER) thyrotrop (TSH; PIT-1 ¢s GATA-2),
corticotrop (ACTH; T-PIT), és gonadotrop (FSH/LH; SF-
1 és GATA-2 ¢és ER) daganatokat. A transzkripcids
faktorok segitségével a hormon negativ (HN) mintak is
elkiilonithetdek.

Hypophysis neuroendorkin daganatok metilacios
mintdzatadra vonatkozoan egyedi gének hipermetilaciojat
(CDKN2A4, GADD45y, PTAG) irtdk le. Teljes genom
vizsgalatabol néhany tanulmany sziiletett, melyek kevés
egybehangz6 eredményeik egyike, hogy a hormont nem
termeld daganatok metilacioja a legmagasabb. Emellett
megallapitottdk a hormontermelésben érintett gének
szerepét. A tobbi citozin intermedierre vonatkozoan nincs

adat.



Célkitiizés

A tilnyomorészt sporadikus (95%) megjelenésii
daganatok hatterében, foként a nem funkciondlis
daganatok esetében kivaltd genetikai okot nem
azonositottak, 1igy egyre hangsulyosabba valtak az
epigenetikai, igy a DNS metilacios vizsgalatok.

1) Képzésem soran célom a PitNET-ek teljes
genomjéanak metilacios/demetilacios statuszanak
meghatdrozasa, és annak klinikopatologiai
paraméterekkel vald Osszefiiggésének vizsgalata, mint
esetleges biomarker.

2) A DNS metilacio demetilacios eltérések hatterében
allo enzimcsaladok ¢€s azok aktivitasahoz sziikséges
kofaktorok génexpresszios vizsgalata.

3) A felismert Osszefliggések vizsgalata hypophysis
sejtvonalakon epigenetikai hatasu farmakonokkal.

a) A DNMTI1 szelektiv inhibitor, a decitabin
vizsgalata a sejtek tulélésére €s €letképességére.

b) Az aszpirin (ASA) hatasa a sejtosztodasra,
proliferacidora, ¢és hatdsmechanizmusanak pontosabb

megismereése.



Moédszerek

A kutatdomunkdm sordn felhasznalt 57 PitNET
szovetminta az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi
Intézetbdl  keriilt begytljtésre  2007-2017  kozott
kutatécsoportunk altal. Ezt kovetden a mintak RNS
stabilizacidés reagensben (RNA later) -80°C-on voltak
tarolva. A klinikai diagnézis a WHO 2017-es
iranyelveinek megfelelden keriilt meghatarozésra. A rutin
(hormon, Ki-67 proliferaciés marker), és sajat beallitott
(transzkripcios faktorok, S5hmC) immunhisztokémiai
vizsgalatokat a Semmelweis Egyetem I. sz. Patologiai és
Rékkutato Intézetében végezték.

Eredményeim validalasdhoz korabbi publikaciokhoz
tartozd génexpresszids €s proteomikai eredményeket is
felhasznaltam.

Két hypophysis neuroendokrin daganat sejtvonalon
(Rc-4B/C, GH3) végeztem in vitro kisérleteket, melyeken
vizsgaltam a két farmakon, a decitabin (5uM, 7 nap) és az
ASA (5mM, 3 nap) hatasit. A kontroll az oldashoz is
hasznalt DMSO volt.

DNS, valamint RNS izolalast human szévetekbol és in

vitro sejtpelletekbdl végeztem. A DNS-bol ezt kdvetden



HPLC-MS/MS (ESI) segitségével tortént a citozin, SmC,
¢s ShmC mennyiségi meghatarozéasa, amikbdl a metilacios
(5mC) és demetilacios ((ShmC%/5mC%) *100) profilra
vontam le kovetkeztetést.

A teljes RNS frakciobol reverz transzkripciot kovetden
egyedi gének génexpressziojat TagMan assay segitségével
vizsgaltam (DNMTI1, TETI-3, UHRF1-2). Ezen kivil in
vitro aszpirin kezelést kovetden Rc-4B/C sejtekbdl izolalt
RNS frakciobol transzkriptom szekvendlads tortént
(NEBNext Ultra II Directional RNA Library Kit, [llumina
Novaseq 6000).

In vitro sejttenyészeteken a fentieck mellett
¢életképességi vizsgalatokat végeztem két kiilonbozd elven
alapuld technikaval, valamint scratch teszttel elemeztem
ASA kezelést kovetden a sejtek migracios hajlamat. A
sejtciklus analizise, illetve a Ki-67 fehérje mennyiségi
meghatdrozasa aramlasi citometridval tortént. Az ASA
PTTG1 gén promoterére gyakorolt hatasat PTTGI
promoter luciferaz riporter rendszerben vizsgaltuk, ahol az

aktivitas valtozast Luciferase assay-vel mértiik.



Fehérje mennyiségi vizsgalathoz Western blotot
végeztem anti-TP53, anti-acetil-TP53, anti-PTTG1, anti-
B-aktin.



Eredmények

Humén PitNET szovetek teljes genomjanak vizsgalata
soran az 5SmC szintjében lényeges kiilonbséget nem
mértlink sem a kiilonb6zd hisztologiai csoportok, sem az
eltérd proliferacios aktivitdsu mintdk kozott. Lényeges
kiilonbséget allapitottunk meg a demetilaciot jellemzo
5hmC/5mC aranyban. A HN csoport esetében a
demetilacio jelentdsebb mértékii, mint FSH/LH+ vagy GH
termeld daganatok esetében. Emellett a két kiillonb6zo
differencialtsagi allapoti gonadotrop csoport (FSH/LH+;
HN, SF-1) kozott szintén szignifikdns kiilonbséget
mértiink. Proliferacids aktivitds tekintetében a genom
ShmC tartalma csokken az emelkedd proliferacios
aktivitassal. Ez az 6sszefliggés hisztologiai csoportbontast
kovetden is megfigyelhetd, valamint immunhisztokémiai

vizsgalatok is alatdmasztjak.

A DNS metilacié/demetilacios profilt kialakito
enzimek (DNMTI, TETI-3) génexpresszidja koradbban
publikalt adatok alapjan nem mutat Osszefiliggést a
hisztologiaval vagy invazivitdssal. Sajat vizsgalataink

alapjan megallapitottuk, hogy mig a DNMT1 expresszidja



Iényegesen nem valtozik a proliferacios aktivitassal, addig
a TET enzimek mindegyikének emelkedik az mRNS
szintje a magasabb Ki-67 pozitivitassal. Az UHRFI nem
mutat Osszefliggést a genom SmC szintjével, azonban az

UHRF2 pozitivan korrelal a genom ShmC szintjével.

A metilacios/demetilaciods profil és a proliferacio kozti
Osszefiliggés vizsgalatara decitabin kezelést végeztiink in
vitro. Ennek eredményeként az irodalomban szerepld
csokkent 5mC, emelkedett ShmC szinteket kaptuk,
aminek hatdsara csokkent a sejtek viabilitdsa,

osztodoképessége mindkét sejtvonalon.

In vitro ASA kezelést kovetden a genom SmC szintje
jelentdsen nem valtozott, mig az ShmC mennyisége
jelentdsen emelkedett. A metilacios/demetilacios profilt
kialakito enzimek génexpresszios vizsgalata ezzel
egybehangzéan a DNMTI és UHRFI esetében nem
mutatott kiilonbséget, mig a harom TET enzim és UHRF?2
esetében szignifikans emelkedést mutatott ASA hatésara.
A TET enzimek génexpresszioja pozitiv korrelaciot mutat

a genom ShmC szintjével.



A transzkriptom szekvenalas soran az ASA és a kontroll
mintdk elkiiloniiltek (t-SNE analizis). Az eltéréen
expresszalt gének (Bioconductor edgeR csomag)
segitségével vizsgaltuk az ASA hatdsmechanizmusat,
ehhez Gtvonal, valamint haldzat analizist és transzkripcios

faktor aktivitas elemzését hasznaltuk.

Az Utvonal és génontolodgiai elemzés (Gene Ontology,
KEGG) alapjan az ASA legnagyobb mértékben a
sejtciklusra  van hatassal, amit a Ki-67 csokkent
mennyisége is jelzett. Ennek aldtdmasztasara in vitro
funkciondlis vizsgalatokat végeztem, melyek soran
bizonyitottam a  sejtek  csokkent  viabilitasat,
osztodoképességét ASA kezelést kdvetden. Az aramlasi
citometrias mérés megerdsitette a Ki-67 fehérje pozitivitas
csokkenését. Emellett ASA kezelést kovetden a sejtek

csokkent migracios hajlamat is megéallapitottam.

A haldzat elemzés alapjan a 10 legtobb interakcioban
szerepld gén a sejtproliferaciot, sejtosztodast, a DNS

stabilitast és az ubikvitinizacidt szabalyozzak.

A megvaltozott génexpressziods profil 12 transzkripcios

faktorral megvaltozott aktivitdsahoz kothetd. Ezek koziil



legmeghatarozobb a TpS53, melynek 25 célgénje is

megvaltozott expressziot mutat.

Vizsgalataink alapjan az aktivitas valtozas oka nem a
génexpresszio emelkedése, hanem a fehérje acetilacigja a
K382 pozicioban. Annak alapjan, hogy a genom ShmC%
szintjével pozitiv korrelaciot mutat a 7p53 mRNS

mennyisége a két paraméter kozott 6sszefiiggés allhat fent.

A Tp53 éltal szabalyozott gének egyike a Prtgl, ami
ezzel egyiitt a hypophysis tumorigenezisben a {6
onkogének kozé tartozik. Vizsgalataink alapjan mind a
Prtgl, mind az interakcidos fehérjéi  csokkent
mennyiségben vannak jelen ASA kezelést kdvetden. Prigl
esetében ezt in vitro kisérletekben RT-qPCR és Western
blottal igazoltam mRNS ¢és fehérje szinten. A
downregulaciot  Prtgl  promoter luciferdz  riporter
rendszerben vizsgéaltuk aszpirin és decitabin kezelést
kovetoen. A két farmakon eltér6 mértékben, de
csokkentette a promoter aktivitasat. A Ptgl expresszioja

negativ korrelaciot mutat a genom ShnC% szintjével.



Human PitNET-ek esetében nem talaltam Osszefliggést
a genom metilacios vagy demetilacios statusza és a Pttgl

expresszioja kozott.

Az in vitro ASA kezelés hatasat vetettem 9ssze huméan
PitNET mintdk korabbi transzkriptomikai és fehérje
expresszios adataival (76 PitNET, 34 normal hypophysis).
Az ASA kezelést kovetden megvaltozott expressziojl, és
a PitNET-ekben diszregulalt géneket 22,2%-os atfedést
talaltunk. A gének tobbsége a sejtproliferaciot, sejtciklust,

a p53 aktivitast befolyasolja, de a genom stabilitasra és a

crer



Kovetkeztetések

1) Elsoként vizsgaltam hypophysis neuroendokrin
daganatok teljes genomi allomanyanak
metilacio/demetilacios statuszat, annak a
klinikopatologiai paraméterekkel valo dsszefiiggését, és a
kialakulas okat. Megallapitottam, hogy PitNET-ek
esetében a DNS demetilacioja, és annak szabalyozésa a
mérvado, annak mértéke nagyban fiigg a differencialtsagi
foktdl, és a proliferacios aktivitastol.

2) A demetilaciés folyamat hatterében az annak
kialakitasaban meghataroz6 TET enzimek és UHRF?2
kofaktor megvaltozott génexpresszidja allhat.

3) Az in vitro sejttenyészeteken végzett vizsgalatok
alapjan a demetilaciot befolydsoldo agensek hatasai
hypophysis daganat sejtekben:

a) A klinikumban is hasznalt decitabin hatasara
emelkedik a genom 5hmC szintje, ezzel parhuzamosan
csokken a sejtek proliferacios aktivitasa. Ezek alapjan
felmertilhet, mint potencialis terdpids lehetdség terapia
rezisztens PitNET-ek esetében.

b) Kevésbé agressziv, nem szteroid

gyulladascsokkentd, az aszpirin (ASA) a



metilacidé/demetilacidos egyensulyt szintén a demetilaciod
iranyaba tolja el. Ezzel egyitt csokkent sejtproliferaciohoz
vezet. A fokozott demetilacidval egybehangzdak a
kialakito enzimek és kofaktor expresszioi.

C) Az aszpirin vizsgalataink alapjan tobb szinten fejti
ki antiproliferativ hatasat. Ennek részeként elsdként irtuk
le a demetilacio/PTTG1/p53 szabalyozé kort, ahol 1. az
ASA a TET enzimek expresszidjan keresztiil demetilaciot
okoz, 2. a PTTG1 expressziot promoter szinten gatolja, 3.
demetilacion keresztil is befolydsolja a PTTGI
expressziot, valamint 4. acetilacion keresztiil hozzajarul a
p53 fehérje fokozott aktivitdsdhoz, amire a csokkent

PTTGI expresszi6 szintén pozitiv hatassal van.
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