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I.  BEVEZETES (IRODALMI HATTER)
I.1. Hypophysis adenomak gyakorisaga és tipusai

A hypophysis adenomak az intrakranialis tumorok 10-15%-at alkotjak. Eléfordulasuk
eléri az 1/1000 esetet, amellyel a gyakori daganattipusok kozé tartoznak (Asa és Ezzat
1998; Daly ¢és mtsai 2006; Fernandez és mtsai 2010). Térfoglalasuk, és az endokrin
rendszerre gyakorolt hatasuk miatt morbiditasuk jelentds (Dworakowska és Grossman
2009).

Méretiik alapjan elkiilonithetjiik a valamivel gyakoribb (57,4%), 10 mm-nél kisebb
mikro-, és a 10 mm-es, vagy annal nagyobb méretii makroadenomakat (42,6%). Utobbiak

mérete extrém esetben a 4-5 cm-t is meghaladhatja (Daly és mtsai 2006).

A hypophysis adenomdk megkozelitdleg 70%-a hormondlisan aktiv, ugynevezett
funkcionalis adenoma, amelyek hormontermelésiik révén klinikai tiineteket okoznak
(példaul akromegaliat, Cushing-kort), mig 30%-uk klinikailag nem-funkcionald
(hormonalisan inaktiv) adenoma. Ezekben a sejtek hormontermelése csak az eltavolitast
kovetd immunhisztokémiai vizsgélattal mutathato ki. A hypophysis tumorok altalaban
monoklonalis eredetiiek, és a szekretdlt hormon(ok) milyenségét a tumor szdvettani
eredete hatarozza meg, mely alapjan elkiilonitiink somatotrop (névekedési hormont (GH)
¢és/vagy prolaktint (PRL) termeld), lactotrop (altaldban prolaktint, ritkdn fokalisan
novekedési hormont termeld), thyrotrop (pajzsmirigy stimulalé hormont (TSH) termeld),
corticotrop (adrenocorticotrop hormont (ACTH) termeld) és gonadotrop (follikulus
stimulalé hormont (FSH) és/vagy luteinizalé hormont (LH) termeld) eredetii adenomékat.
Egyes adenomdk tobbféle hormont is termelhetnek (plurithormonélis adenomak), mig
masok immunhisztokémiai festéssel is negativak minden hormonra (Al-Shraim és Asa

2006; Osamura és mtsai 2017; Nishioka és Inoshita 2018).

A hypophysis daganatok osztalyozasa soran az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) altal
kiadott ajanlasok az iranyadok. Sokaig a 2004-ben megjelent klasszifikacios rendszer volt
a mérvadd, am 2017-ben kiadtak egy ujabb modositast, amely a hypophysis adenomak
csoportositasat alapjaiban valtoztatja meg, és a korabbi rutin modszereken feliil tovabbi

vizsgalatokat igényel (Mete és Lopes 2017).
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A korabbi osztalyozési rendszer a klinikai diagnozis alapjan két nagy csoportot kiilonit
el: a hormontermelé (funkcionalis) és a hormonalisan inaktiv (nem-funkcionalo)
adenomakat. Utobbiakon beliil az immunhisztokémiai vizsgalattal a hormonfestddés
alapjan altipusokat kiilonboztet meg (Al-Shraim és Asa 2005). Az 0j klasszifikacio ezzel
szemben a csoportositas alapjanak a daganat sejttani eredetét tekinti, amelyhez az eliils6
lebeny hormonjainak (GH, PRL, FSH, LH, ACTH, TSH) rutin vizsgalata mellett
transzkripcios faktorok immunhisztokémiai vizsgalatat is javasolja, kiilondsen a hormon
negativ (HN) adenomak esetében. Az 01j definicié szerint példaul ,,null sejtes” adenoma
csak az a HN adenoma lehet, amely a vizsgalt transzkripios faktorokra (SF-1, Pit-1 és T-
pit) sem mutat pozitivitast (Mete és Lopes 2017).

A hypophysis carcinomak nagyon ritkak, az 6sszes hypophysis tumor megkdozelitdleg
0,1%-at teszik ki. Elkiilonitésilk morfologiai tényezdk alapjan nem lehetséges,
diagnozisuk kizarolag a mar meglévé attétek azonositasan alapul (Kaltsas és mtsai 2005;

Mete és Lopes 2017).
1.2. Hypophysis adenomakban leggyakrabban észlelt molekularis eltérések

A hypophysis daganatok kialakulasaval kapcsolatban két f6 elmélet 1étezik. Az egyik
szerint a daganatok kialakulasanak hatterében a hypothalamus primer neuroszekrécios
zavara (példaul GHRH (GH felszabadit6 hormon) tultermelés), mig a masik szerint a
hypophysis sejtekben fellépd elvaltozasok allnak. Ezutobbi mellett sz6l a monoklonalis
eredet, és hogy a daganatsejtekben egyre tobb molekularis elvaltozas jelenlétét sikertil
igazolni. A két jelenség egylittes el6fordulasa is lehetséges, példaul hogy a hypophysis
sejtekben bekdvetkezo valtozasok révén kialakuld daganat ndvekedését a hypothalamus
megvaltozott hormontermelése serkenti (Alexander és mtsai 1990; Herman és mtsai

1990; Racz 2011).

1.2.1. Genetikai mutiacick a csaladi halmozédast mutaté hypophysis

adenomakban

A hypophysis adenomak 95%-ban sporadikusan fordulnak el6, minddssze 5%-uk

familiaris megjelenésii (Daly és mtsai 2009).

10
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Az 0roklddd hypophysis adenomak patogenezise viszonylag jol ismert, kialakuldsukért
alapvetéen négy gén, a MEN1 (multiplex endokrin neoplazia 1), a CDKN1B (ciklin
dependens kinaz inhibitor 1B), a PRKAR1A (protein kinaz A 1 alfa regulalo alegység), és
az AIP (aril hidrokarbon receptor-kolcsonhato fehérje) csirasejtes mutacioit teszik
feleldssé. Emellett az utobbi években a hypophysis adenomak kialakulasaval kapcsolatba
hoztak az SDH (szukcinat-dehidrogenaz) gének mutacioit (Xekouki és mtsai 2010;
Xekouki és Stratakis 2012), és az X kromoszoman megjelené mikroduplikaciokat is (X-
LAG, X-kapcsolt akrogigantizmus) (Schernthaner-Reiter és mtsai 2016), valamint egy
Cushing kérban szenvedd paciens esetében, aki MEN1 mutaciéra negativ volt, RET
(rearrenged during transfection) mutéaciét azonositottak (Naziat és mtsai 2013).
Mindazonaltal a fentiek hypophysis adenomak kialakuldsdban betdltott szerepének

pontos megértése tovabbi vizsgalatokat igényel (Lecoq és mtsai 2015).

A familiaris hypophysis adenomak megkdzelitdleg 60%-a MEN1 szindromahoz tarsul
(Scheithauer és mtsai 1987). Ez egy autoszomalis dominansan 6rokl6dé korkép, oka
elsésorban a MEN1 gén csirasejtes mutacioja, ami miatt a menin tumorszuppresszor
fehérje inaktivalodik. Az ezt hordozo betegek koriilbeliil 40%-anal fordul el hypophysis
adenoma, mig megkozelitéleg 20%-uknal ez a betegség elsé manifesztacidja (Verges és

mtsai 2002).

A MENTI1 szindromahoz hasonlo fenotipust a MEN1 mutaciora negativ betegek egy
részében (megkozelitdleg 3%-aban) CDKN1B mutacio okozza, az ehhez tartozo klinikai
korképet MEN4 vagy MENX szindromanak nevezziik (Pellegata és mtsai 2006). A
CDKNL1B a p27 sejtciklus szabalyozasaban résztvevd tumorszuppresszor fehérjét kodolja
(Lee és Pellegata, 2013). A MENL1 szindromas betegek koriilbeliil 37%-aban fordul eld
altalaban GH, PRL, ACTH termeld, vagy nem-funkcional6 hypophysis adenoma (Alrezk
¢és mtsai 2017).

Ritkan el6fordul6 szindroma a Carney-complex (CNC), melynek kialakulasaért az esetek
teszik feleldssé. Ez kozel 100%-o0s penetranciat mutat, vagyis jelenlétében szinte minden
esetben kialakul a betegség (Kirschner és mtsai 2000; Schernthaner-Reiter és mtsai 2016).
A betegek koriilbeliil 10%-aban fordul elé hypophysis adenoma, amely altalaban GH
vagy GH/PRL termelé és gyakran alakul ki akromegalia vagy gigantizmus, ritkan

11
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hiperprolaktémia. A kialakult adenoma ritkdbban TSH+ vagy LH+, de ezek klinikai
tiineteket nem okoznak (Pack és mtsai 2000).

A szintén ritkan el6forduld6 McCune-Albright szindroma a GNAS1 gén (Gs protein a
alegységének génje) mutacidja révén alakul ki, és a betegek 20-30%-anal akromegalias
tiinetekkel tarsul. Csirasejtesen autoszomalis dominansan Orokl6dé betegség, de

leggyakrabban nem 6rokl6do, hanem szomatikus mutacioként jelentkezik.

Emellett az 1-es tipusu neurofibromatézishoz (NF1) is tarsulhat hypophysis adenoma, am
ebben az esetben az NF1 (neurofibromin-1) gén hypophysis adenoma kialakulasaban
betdltott szerepe nem tisztazott. A DICER1 tumorszuppresszor gén mutacioja révén
kialakul6 DICER1 szindrémahoz pedig ACTH termelé hypophysis blasztoma tarsulhat
(Caimari és Korbonits, 2016).

Az AIP tumorszuppresszor gén mutacioi familiaris izolalt hypophysis adenomat (FIPA)
okoznak. Az ilyen forméban megjelené adenomak koriilbeliil 20%-aért az AIP gén
valamely mutacidja a felel6s, és ezek leggyakrabban GH és/vagy PRL termeld, ritkdbban

nem-funkcionalé adenomak (Beckers és mtsai 2013).
1.2.2.  Genetikai mutaciok a sporadikus hypophysis adenomakban

A familiaris esetekkel ellentétben a sporadikus hypophysis adenomak kialakulasanak

molekularis hattere sokkal kevésbé tisztazott.

A MEN1, a CDKN1B, a PRKAR1A és az AIP gének mutacidi a sporadikus adenomak
esetén ritkan fordulnak el6, és koroki szerepiik nem igazolt (Evans és mtsai 2000; lwata
és mtsai 2007; Kaltsas és mtsai 2002; Raitila és mtsai 2007; Schernthaner-Reiter és mtsai
2016; Yamasaki ¢s mtsai 2003). Ugyanez igaz a klasszikus tumorszuppresszor génekre
(pl. TP53, RB1) és onkogénekre (pl. HRAS, MYC), melyek mutacidéi mas daganatokkal
ellentétben, csak ritkan azonosithatok, ¢és a jelenlegi kutatasok alapjan ezek
patogenezisben betdltott szerepe csak masodlagos (Honda és mtsai 2003; Levy és mtsai
1994; Vandeva és mtsai 2010).

Kiilon csoportot alkotnak azok a sporadikus adenomak, melyekben csirasejtesen

eléfordul valamilyen hajlamositd mutécio, de csalddi halmozdédas nem ismert. Ez
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leggyakrabban AIP mutaciot jelent, melynek prevalencidja a sporadikus adenomakkal
rendelkez6 betegek kozott megkozelitéleg 4%-0s, ennél valamivel gyakoribb (8-18%-
0s) a makroadenomaval vagy gigantizmussal diagnosztizalt gyerekek és fiatal feln6ttek
korében (Lecoq és mtsai 2015). Ezt koveti a MEN1 mutacid, igy a genetikai diagnozis
felallitasakor elsésorban a fenti gének vizsgalata lehet indokolt, mig a CDKNI1B és a
PRKAR1A mutéciok szlirése azokban az esetekben meriilhet fel, ahol a hypophysis
adenoman kiviil mas tumorok vagy egyéb endokrin manifesztacié is megjelenik (Lecoq

és mtsai 2015).

A masik tipusba tartoznak azok a sporadikus adenomak, amelyeknél csirasejtesen nem
fordul el6 ismert hajlamositdé mutacid, viszont szomatikusan kimutathaté valamilyen
genetikai és/vagy epigenetikai eltérés (Lecoq és mtsai 2015; Melmed 2011). Ezek joval
gyakoribbak, a MEN1 mutaci6 példaul csirasejtesen alig, 0,6-2,6%-ban fordul ¢l6, a GH,
PRL, ACTH termel6 és nem-funkciondlé adenomak korilbelul 18%-aban viszont

kimutathato a tumorsejtekben (Racz 2011; Trouillas és mtsai 2008).

A GNAS1 gén mutaciok hatasara a cAMP (ciklikus adenozin monofoszfat) termelés
megnovekszik, ez serkenti a GH szintézist, és a GH termeld sejtek szaporodasat. Ennek
megfelelden a sporadikusan el6forduld GH termeld adenomék 30-40%-aban kimutathato,
mig a tobbi tipusban csak elvétve fordul el6 (Lania és mtsai 2010; Racz, 2011). Az ACTH
termeld adenomakban az USP8 deubikvitindz enzim mutacidja a jellemz6, amely
megkdzelitéleg 60%-ukban azonosithatd. Ezen tumorokra altalaban a kisebb méret, jobb
prognozis, viszont intenzivebb ACTH termelés jellemzé (Ma és mtsai 2015). A
hypophysis adenomak 20-40%-aban kimutathatdo a PI3K katalitikus alegységét érintd
(PI3KCA) pontmutacié, vagy kopiaszam novekedés (Lin és mtsai 2009). Emellett a
hypophysis oncocytomak koriilbeliil 60%-aban fordul elé mutécié a Légzési Komplex |
Osszetevoinek génjeiben. Ezen mitochondrialis DNS mutaciok Osszefliggést mutatnak a

daganatok joindulatu viselkedésével (Porcelli és mtsai 2010).
1.2.3.  Epigenetikai tényezék

Mivel a hypophysis adenomakban kevés genetikai mutacié azonosithatod, feltételezhetd,
hogy a megvaltozott génexpressziés mintazatokban és igy a daganatok patogenezisében

mas, példaul epigenetikai folyamatok is részt vesznek.
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Az epigenetikai modosulés olyan folyamat, melynek soran a génexpresszid megvaltozasa
nem genetikai mutacionak koszonhetd, a nukleotid sorrend valtozatlan marad.
Legyakoribb ilyen modosulds a CpG dinuleotidokban gazdag régidokban, un. CpG
szigeteken torténdé DNS metilacio, amely egy promoter régido metilaltsaga esetén
rendszerint az adott gén expresszidjanak csokkenését okozza. Mas epigenetikai
modosulasok is 1éteznek, példaul a hiszton modifikacid, a genetikai imprinting és a nem-
kodolo transzkripcids regulatorok, mint a mikroRNS-ek (MiRNS-ek), melyeket egy kiilon
alpontban részletesen targyalok (Isd. 1.2.4. fejezet).

Nem-funkcionald és somatotrop hypophysis adenomékban kimutattdk, hogy a pl6 gén
metilacidja a ciklin dependens kinaz inhibitor 2A (CDKN2A) gatldsa révén szerepet
jatszik a patogenezisben (Farrell, 2005). Egy masik tanulmanyban megallapitottak, hogy
a gén metilacidgja a nem-funkciondlé adenomédk 70%-aban (32/46), a somatotrop
adenomdknak pedig a 9,5%-aban (2/21) fordult eld, egészséges hypophysis szdvetben

viszont egyaltalan nem volt azonosithato (0/15) (Simpson és mtsai 1999).

Tobb gén esetében is kimutattdk, hogy a hypophysis adenomaban csokkent kifejezédésiik
a promoter hipermetilaciojanak koszonhetd, ilyen példaul a MEG3 (maternal imprinted
gene 3) (J. Zhao és mtsai 2005), a CDKN2A (Yoshino és mtsai 2007), a GADDA45y
(growth arrest and DNA damage-inducible 45y) és a retinoblasztoma (RB1) gén (Jiang és
Zhang 2013). Ugyanakkor arra vonatkozo eredmények is vannak, hogy a promoter
hipermetilacidja a TERT gén (telomerase reverse transcriptase) esetében annak
emelkedett expresszidjaval jar egyiitt (Kochling és mtsai 2016). Pease és munkatarsai
2013-as osszefoglalojukban 6sszesen 16 olyan tumorszuppresszor gént gytijtottek dssze,
amelyek expresszidja DNS metilacio révén mddosult a hypophysis adenomakban. Ezen
gének nagy részének olyan alapvetd folyamatokban van szerepe, mint az apoptozis, a
sejtciklus, vagy a DNS hibajavitas, igy megvaltozott expresszidjuk révén ezen Utvonalak
miikddése is felborulhat, amelynek jelentds szerepe lehet a daganatok kialakuldsidban és

fejlodésében (Pease és mtsai 2013).

A HMGA2 (high mobility group AT-hook 2) sejtciklust szabalyoz6 gén hypophysis
adenomakban val6 fokozott kifejez6dése is epigenetikai modosuldsoknak kdszonhetd,
melynek egyik lehetséges mechanizmusa a mikroRNS-ek altali regulacio (D’Angelo és

mtsai 2015).
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A genetikai moddosulasokkal ellentétben, az epigenetikai eltérések altalaban
reverzibilisek, igy ezek jelenlétének és szerepének pontosabb megismerése lehetdséget

ad az erre iranyul6 célzott terapidk felkutatasara.
1.2.4.  MikroRNS szabalyozas

A mikroRNS-ek (miRNS-ek) olyan, 19-25 nukleotid (nt) hosszt, nem-kodoldé RNS
molekulak, amelyek az alapvetd szabalyozo funkciok (példaul a sejtosztodas, a sejthalal
¢s a sejtdifferencialodas) finomhangolasaban vesznek részt. Szabalyozo szerepiiket a
gének poszttranszkripcionalis modositasa révén fejtik ki ugy, hogy az mRNS 3’ nem-
gatlasat okozzak (Bartel, 2004; Lai, 2002). A miRNS-célgén felismerés szekvencia-
komplementaritas alapjan torténik, és alapveten az érett miRNS 5” végén elhelyezkedd
7-8 nt hosszl, ugynevezett seed régid hatdrozza meg, bar a legfrissebb kutatasok szerint
amiRNS 3’ végének is fontos szerepe van a célgénhez valo kotddésben. Egy célgént tobb
miRNS is szabalyozhat, és egy miRNS-nek rengeteg célpontja lehet, igy ezek a Kis
szabalyoz6 molekulak egész jelatviteli itvonalak miikodésére hatassal vannak (Chipman

és Pasquinelli, 2019).

Szamos daganattipussal kapcsolatban irtak mar le az egészséges szovethez képest
megvaltozott miRNS mintazatot, és vizsgaltak, hogy ennek szerepe lehet-e a daganat
kialakulasaban (Calin és mtsai 2002; Farazi és mtsai 2013). A miRNS-ek
elengedhetetleniil fontosak a normalis hypophysis fejlddés soran (Schneeberger és mtsai
2012; Zhang és mtsai 2010) is, és mar hypophysis adenomékban is tobb MiRNS
megvaltozott expresszidjat azonositottak (Bottoni és mtsai 2007a; Butz és mtsai 2011a,
2010; Cheunsuchon és mtsai 2011; D’Angelo és mtsai 2012; Liang és mtsai 2013; Mao
és mtsai 2010a; Zatelli és Uberti 2008), amelyeknek feltehetGen szerepe van a
patogenezisben is (Gadelha és mtsai 2013; Németh és mtsai 2018b; Zhang és Xu 2016).

A miRBase miRNS adatbazis alapjan jelenleg kzel 2000 human miRNS gént ismeriink
(miRBase v22, frissitve: 2018. marcius) (Griffiths-Jones, 2004). Az tjgeneracios
szekvenalasok fejlddésével nemcsak az 1j miRNS-ek azonositdsa gyorsult fel, hanem
lehetévé valt egy adott miRNS szekvencia variansainak, az ugynevezett isomiR-ek

azonositasa is (Lee és mtsai 2010). Ez alapvet6en hosszbeli eltérés a 3’ vagy 5 végen (3p
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isomiR, 5p isomiR) vagy nukleotidcsere (SNP isomiR), illetve ezek kombinacioi (Neilsen
és mtsai 2012). Altalanossagban elmondhat6, hogy a 3p isomiR-ek gyakoribbak, mint az
5p isomiR-ek, amely feltehetben az 5° végen -clhelyezked6 seced szekvencia
fontossaganak koszonhetd. Az Gijabb kutatasok alapjan egyre inkabb gy tiinik, hogy az
iIsomiR-ek nemcsak a biogenezis soran végbemend enzimatikus hasitasok
tokéletlenségének sziikségtelen melléktermékei, hanem funkcionalis jelentdséggel birnak

(Tan és mtsai 2014; Tan és Dibb 2015; Wyman és mtsai 2011).
1.2.5. Jelatviteli utvonalak

A hypophysis adenomakban szamos onkogén és tumorszuppresszor gén megvaltozott
expresszidjat azonositottak, melyek esetében felmeriil a kérdés, hogy ezek a daganat

kialakulasanak okai vagy kovetkezményei lehetnek.

A hypophysis adenomak mintegy 90%-aban kimutathaté a mas tumorokban is gyakori
PTTG (pituitary tumor transforming gene) onkogén fokozott kifejez6dése (Salehi és mtsai
2008; Zhan és Desiderio 2010). Szintén emelkedett expressziot mutat egy masik onkogén,
az FGF2 (fibroblaszt novekedési faktor 2), és mindkét gén expresszidja pozitivan korrelal
a tumor invazivitasaval (Ezzat és mtsai 1995; Zhan és Desiderio 2010). Ekozben olyan
tumorszuppresszor gének csokkent kifejez6dését is azonositottak, mint a GADDA45y, az
AIP ¢és a KISS1 (Jiang és Zhang 2013; Martinez-Fuentes és mtsai 2011; Zhang és mtsai
2002).

A génexpresszidt befolydsoldé modosulasok révén azonban nemcsak egy-egy gén
kifejezddése valtozik meg, hanem azok downstream molekulai révén egész jelatviteli
utvonalak is modosulhatnak. Ezek vizsgalata pontosabb képet adhat arrél, hogy milyen

folyamatok vezetnek a daganatok kialakuldsahoz és progressziojahoz.

A mar korabban emlitett, gyakran el6fordul6 GNAS1 gén mutacidja aktivalja példaul az
adenilat ciklaz jelatviteli utvonalat (cAMP szint emelkedést okoz), amely fokozza
novekedési hormon termelést. Leirtak olyan esetet is, ahol az agressziv prolaktin termeld
daganat — feltehetéen a GNAS1 mutacié hatasara — GH termeld daganatta alakult (Lania
¢s mtsai 2010).
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A hypophysis adenomakban megvaltozott jelatviteli Gtvonalak in silico elemzése soran
kimutattak, hogy a megvaltozott mitochondrialis mikodés, az oxidativ stressz, a
sejtciklus szabalyozas ¢s a MAPK (mitogén aktivalt protein kindz) jelatvitel
abnormalitasai 6sszefliggésbe hozhatok a hypopyhsis adnomak patogenezisével (Zhan és

Desiderio, 2010).

Ezen feliil a MAPK kaszkad és a PI3K/Akt/mTor jelatviteli utvonalak aktivalodasat is
megfigyelték (Monsalves és mtsai 2014).

Az Akt a PI3K (foszfatidil inozitol 3 kinaz) hatasara aktivalodik, melynek révén egy sor
fehérje foszforilalodik, ezaltal olyan mechanizmusokat inditva be, amelyek soran a
proapoptotikus folyamatok gatlodnak, az antiapoptotikus folyamatok pedig felerdsodnek.
Az utvonal révén aktivalodo mTor (mammalian target of rapamycin) olyan molekulakon
keresztiil fokozza a sejtproliferaciot és a ndvekedést, mint a ciklin D, a myc és a VEGF
(vaszkularis endothelialis novekedési faktor), igy masodlagosan a sejtciklus

mitkodésében valo eltéréseket is észlelhetiink (Monsalves és mtsai 2014).

Az Akt ezen feliil a downstream molekuldi, példaul a GSKB révén kapcsolatban all a
Whnt/B-katenin jelatviteli utvonallal is, amelyet mar a hypophysis adenomak

patogenezisével is kapcsolatba hoztak (Elston és mtsai 2008).

Az agressziv daganattipusok esetében gyakori a Ras mutacid, ami a gén fokozott
expressziojat eredményezi. A Ras mutaciok hypophysis adenomakban nagyon ritkan
kimutathatok, viszont mas mechanizmusok révén létrejott emelkedett Ras expresszio
eléfordul, amely feltehetdleg a Raf/MEK/ERK jelatvitel feler6sodott aktivalodasanak
koszonhetd, ugyanis ezen utvonal tobb molekuldjanak fokozott kifejezodése is
megfigyelheté (Suojun és mtsai 2012; Zhan és Desiderio 2010). A Raf a MEK (MAPKK,
MAP kinaz kinaz) aktivalasan keresztiil foszforilalja az ERK (MAPK) fehérjét, amely
igy a sejtmagba jut és ott transzkripcios faktorok aktivalasa révén serkenti a sejtek
novekedését. Az utvonal felerdsodése noveli a ciklin D expressziojat, igy hatassal van a

sejtciklus miikddésére, valamint kdlcsonhatdsban van a PI3K jelatviteli utvonallal is.
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Egyre tobb kutatasi eredmény mutat arra, hogy az embriondlis fejlédésben nagyon fontos
szerepet jatszo két utvonal, a Wnt és a Notch jelatvitel is feler6sddik a hypophysis

adenomakban (Moreno és mtsai 2005; Neto és mtsai 2005).

Ezeken feliil tobb tanulmanyban is vizsgaltak a TGFB (tumor ndévekedési faktor f3)
utvonal csokkent aktivitasat hypophysis adenomdkban, amelyért egyrészt upstream
mechanizmusokat, mint a Raf/MEK/ERK és PI3K utvonalakat (Petiti és mtsai 2015),
masrészt poszttranszkripcionalis miRNS regulatorokat tesznek felel6ssé (Butz és mtsai
2011a).

Jol lathato tehat, hogy az emlitett jelatviteli utvonalak egymassal szoros 0sszefliggésben,
egylttesen hatnak, és bar a kiilonb6z6 utvonalak molekuldi nehezen szétvalaszthatok
egymastol, az apoptdzis €s a sejtciklus folyamatanak kifejezetten fontos szerepe lehet a

patogenezisben, ezért ezeket kiilon alpontban is targyalom.
1.2.6. Apoptézis utvonal

Az apoptodzis, vagyis a programozott sejthalal az a folyamat, melynek révén a sejtek

szigortian szabalyozott mdédon bomlanak le megdrizve ezzel a szervezet épségét.

Két f6 utvonala kiilonithetd el: a belsd (intrinsic) vagy mitokondridlis és a kiilsd
(extrinsic) Utvonal. Kiilonb6z6 moédon ugyan, de mindkét utvonal végeredménye, hogy a
kromatin kondenzéalodik, a DNS degradélodik, a sejtrdl eldszor kisebb részek flizddnek
le, majd végiil teljesen szétesik, és anyagait a kornyezo sejtek veszik fel. A folyamatot a
nekrozissal ellentétben nem kiséri gyulladas. Az apoptdzisnak fontos szerepe van a
szoveti homeosztazis fenntartasdban €s a szervfejlddésben, beleértve a hypophysis
fejlédését is (Saraga-Babic és mtsai 2008). Eppen ezért, ha a folyamat szabalyozasa
felborul, annak komoly patologids kovetkezményei lehetnek, mint a fejlodési
rendellenességek, autoimmun ¢€s neurodegenerativ betegségek, vagy daganatok

kialakulasa (Guzzo és mtsai 2014).

A kiilsé utvonalban alapvetéen a haldlreceptorok, az ezekhez kotddd adapterek és a
kaszpaz kaszkad aktivalodasa, mig a belsé utvonalban a Bcl-2 géncsalad tagjai, és a

citokrom ¢ mitochondriumbol valé felszabaduléasa jatszanak fontos szerepet.
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A kiilsé utvonal egy ligandum (TNF, FasL, TRAIL) halalreceptorhoz (TNFR, Fas, DR4,
DRS5) valo kotédésével aktivalodik, majd az ezekhez kot6dé adapterek, és a kaszpaz
kaszkad aktivalodasa révén folytatodik a folyamat. A kaszpdzok az apoptozis fo
mediatorai. Funkciojuk alapjan elkiilonitiink inicidtor és effektor kaszpazokat. Mig az
inicidtor kaszpdzokat a proapoptotikus szignalok, az effektor kaszpdzokat az inicidtor
kaszpazok aktivaljak. Az apoptdzis sordan végbemend morfologiai valtozasokért

elsésorban az effektor kaszpazok felelosek (Budihardjo és mtsai 1999).

A mitochondriélis utvonalat olyan intra-, vagy extracellularis szignalok aktivalhatjak,
mint a DNS karosodas, a hipoxia, vagy az oxidativ stressz (Jin és El-Deiry, 2005). Az
utvonal aktivalodasa tulajdonképpen a proapoptotikus €s antiapoptotikus szignalok
proapoptotikus iranyba valo eltolodasanak eredménye. Fontos szerepe van a Bcl-2
géncsaladnak, melynek antiapoptotikus tagjai a Bcl-2, a Bel-xL, a Bcl-w, a Bfl-1, a Brag-
1, az Mcl-1 és az Al, proapoptotikus tagjai pedig a Bax, a Bad, a Bak, a Bcl-xS, a Bid, a
Bik és a Hrk. A Bcl-2 géncsalad tagjai altal termelt fehérjék felelések a mitochondrium
membranjanak épségéért, illetve permeabilitdsdnak megvaltozasaért. Csatorndkat és
lyukakat formalva citokrom c felszabadulast okozhatnak, ezzel serkentve az apoptdzist
(Papadimitriou 2000). A kiils6 és bels6 utvonal a kaszpaz-3 effektor kaszpaz aktivalasa

révén kapcsolddik Ossze.

Egyes elképzelések szerint a hypophysis adenomak patogenezise soran az apoptdzis
folyamata gatlodik, azaz a sériilt, vagy megvaltozott miikodésti sejtek eltavolitasa
gatlodik, ezért a mitdzis-apoptdzis egyensily a mitdzis javara tolodik el, és a

megvaltozott miikodési, hibas sejtek felszaporodhatnak (Chen és mtsai 2008).

Kevés tanulméany foglalkozik az apoptozis vizsgalataval hypophysis adenomakban, és
ezek eredményei néhany szempontbol ellentmondasosak, ezért megoszlanak a
vélemények arrdl, hogy az apoptozis mérése alkalmas-e az adenomak viselkedésének

eldrejelzésére.

Egyes tanulmanyok megallapitottak, hogy a nem-funkcionalé adenomakban alacsonyabb
az apoptotikus index, mint a hormonalisan aktivakban, ahogy a makroadenomakban a
mikroadenomakhoz képest is, valamint hogy ez Osszefliggést mutat a Bcl-2 és a Bax

fehérje expressziokkal (Sambaziotis és mtsai 2003). Mas tanulmanyok szerint viszont
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éppen a GH termeld adenomakban alacsonyabb az apoptotikus index a nem-
funkcionalokhoz képest (Green és mtsai 1997). A magas apoptotikus aktivitas az
agresszivitas jo prognosztikai markere lehet (Kontogeorgos, 2006), mivel kimutattak,
hogy az agresszivabb, gyogyszer-rezisztensebb adenomakban az apoptozis erésebb,
valamint hogy a Bcl-2 antiapoptotikus gén alacsonyabb expressziot mutat a hypophysis
carcinomakban az adenomakhoz és a nem tumoros mintakhoz képest (Kulig és mtsai
1999; Sambaziotis és mtsai 2003). Mas vizsgalatokban azonban azt tapasztaltak, hogy az
apoptotikus aktivitas alapjan nem becsiilheté meg elére a tumor novekedése (Ibrahim és

mtsai 2004), vagy a kitjulas valoszintisége (Nakabayashi és mtsai 2001).

1.2.7. A sejtciklus

A sejtciklus az a folyamat, melynek sordn az eukariota sejtek megkétszerezik DNS
allomanyukat, majd két genetikailag egyez6 utddsejtté osztodnak. A DNS megkett6z6dés
az S (szintézis) fazisban torténik. Ez eldtt és utan is egy-egy novekedési fazis van (G1 és
G2 fazis), ezt a hdrom fazist egyiittesen interfazisnak nevezziik. A G2 utan az M (mito6zis)

fazis kovetkezik, melynek végén létrejon a két lednysejt.

A hypophysis adenomak patogenezisében fontos szerepe lehet a sejtciklust szabalyozo
molekuldk megvaltozott miikodésének, mint példaul a ciklinek, a ciklin fiiggd kinazok
(CDK) és a CDK inhibitorok megvaltozott expresszidjanak. Ezek hatterében gyakran
allnak a mar emlitett epigenetikai tényezOk, mint a DNS metilacio és a miRNS

szabalyozas (Robertson és Heaney 2016).

Kimutattak példaul, hogy a miR-15a és a miR-16-1 a ciklin D gatlasa révén befolyasolja
a G1/S atmenetet (Bottoni és mtsai 2005). Munkacsoportunkban végzett korabbi
vizsgalatok sordn megallapitottuk, hogy a nem-funkciondlé hypophysis adenomékban
megvaltozik a G2/M atmenet génjeinek expresszioja, melyben a WEE1L és a CDC25 gének
szabalyozasa révén a miRNS-ek is fontos szerepet jatszanak (Butz és mtsai 2017, 2010).
A HMGA fehérjékrol, melyek fokozott expresszioja egér modellben hypophysis adenoma
kialakulasdhoz vezet, szintén kimutattak, hogy miRNS szabalyozas alatt allhatnak
(Fedele és mtsai 2005, 2002; Jiang és Zhang 2013). Mindemellett mas tanulmanyok is
megerésitették, hogy a hypophysis adenomakban a miRNS-ek deregulacioja és a
sejtciklus felborulasa kozott szoros kapcsolat van (T. Zhang és mtsai 2017).
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A CDK inhibitorok csokkent expresszidjanak kovetkezménye tobbek kozott a ciklin D-
CDK4/6 komplex és a ciklin E-CDK2 komplex tilzott aktivacidja, ami a retinoblasztoma
fehérje foszforilacio altali inaktivalasahoz vezet, amely igy nem koti az E2F
transzkripcids faktort, ennek kdvetkezményeként pedig a sejtproliferacié felerésodik a
hypophysis adenomakban (Robertson és Heaney 2016). Megfigyelték azt is, hogy a p18
CDK inhibitor csokkent kifejezddése hypophysis adenomakban Osszefliggést mutat a
gigantizmus kialakulasaval (Hossain és mtsai 2009), mig a p27 expresszidjanak
visszaesése korrelal a ciklin E kifejez6dés novekedésével, valamint egérmodellben a p27
inaktivalasa hypophysis tumor kialakulasahoz vezet (Lee és mtsai 2002; Sapochnik és
mtsai 2016).

A HMGA fehérjéknek a sejtciklus szabalyozasa mellett szerepiik van a sejtosztodasban,
a TP53 molekulén keresztiil részt vesznek a DNS hibajavitasban, és az apoptdzisban, a
SMAD fehérjéken keresztiil pedig a TGFB jelatvitelben is. Mindezek alatamasztjak, hogy
a hypophysis adenoméakban azonositott molekularis eltérések szoros Osszefliggésben
allnak egymadssal, vizsgalatuk komplex, rendszer szemléletli megkdzelitést igényel annak
megértésére, hogy ezen valtozasok, és egymadsra vald hatdsuk hogyan vesz részt a

daganatok kialakulasaban és progresszidjaban.
1.3. Biomarkerek
1.3.1. A hypophysis adenomak diagnoézisa

A klinikai tlineteket okoz6 funkciondlis hypophysis adenomak esetében a diagnozis a
klinikai korkép és a vérbol mért hormonszintek alapjan allithaté fel. Enyhe klinikai
tiinetek esetén azonban gyakran még ez is évekig eltarthat. Ennél joval nehezebb a nem-
funkciondlé adenomdak diagnozisa, melyek klinikai tiineteket nem okoznak, jelenlétiikre
gyakran mas okbol végzett képalkoto eljarasok soran deriil fény (incidentalomak), vagy
akkor, amikor a tumor eléri a latdideg keresztezddést (chiasma opticum) ezéltal

latasromlast, latotér kiesést, vagy akar vaksagot is okozhat (Molitch 2017).

Mas daganatos megbetegedésekhez hasonléan a hypophysis adenomék esetében is
esszencialis, hogy a tumor minél korabbi fazisban felfedezésre keriiljon, hiszen a kisebb

méretil, a kornyezd szoveteket még nem infiltralo daganat sebészi eltavolitasa sokkal
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hatékonyabb. A nem-funkcionald6 adenomak esetében €ppen ezért, a gyakran késoi
diagnézisnak kdszonhetden, alacsonyabb a miitét utani teljes gydgyulds valdszinlisége, a
kiujulas gyakorisaga magas, amely elére nem is prediktalhatd (Roelfsema és mtsai 2012).
Ezekben lehetnek segitségiinkre az elmult években hatalmas figyelmet kapo biologiai

markerek (biomarkerek).
1.3.2. Hypophysis adenoma biomarkerek

A biomarkerek a fizioldgids €s patologias folyamatok, valamint a terapiara adott valasz
kovetésére alkalmas, objektiven mérheté molekulak (Biomarkers Definitions Working
Group 2001). Az elmult évek kutatasai soran nagyon nagy szerepet kaptak a
tumorbologiaban, mivel gyakran nemcsak a korai diagnozist (diagnosztikus
biomarkerek), hanem a daganatok osztalyozasat (prognosztikus biomarkerek) is lehetévé
teszik. Segitségiikkel megbecsiilhett az esetleges terapias valasz (prediktiv biomarkerek),
igy eldremozdithatjdk a személyre szabott terapia kialakitdsat. Ezen feliil alkalmasak

lehetnek a kezelésre adott valasz monitorozasaban is (farmakodinamias biomarkerek).

A diagnosztikus biomarkerek jellemz6i a fajlagossag (specificitas), amely a negativ
teszteredményli paciensek kozott a valdban negativak ardnya, és az érzékenység
(szenzitivitas), amely a valoban pozitiv esetek aranya a pozitiv eredménytiek kozott. A
két érték kozotti kapcsolatot grafikusan a ROC (receiver operating characteristic)
gorbével jelenithetjiilk meg (Kulasingam és Diamandis 2008).

Az els6 daganat-specifikus biomarkert mar 1847-ben azonositottak (Jones 1847), am
igazi attorést a XX. szazadban megjelend nagy ateresztOképességii vizsgalomodszerek
hoztak. Az Gjgeneracids szekvenalasi technikak megjelenése és gyors fejlédése révén

tobb szaz, vagy akar tobb ezer potencialis marker egyidejli vizsgalata valt lehetdveé.

A hypophysis adenomakban a szdvettani vizsgalat soran immunhisztokémiai festéssel
azonositjak a hypophysis eliils6 lebenyének hormonjait. Emellett a WHO 2017-es
klasszifikacios rendszere kiegészitésként transzkripcios faktorok immunhisztokémiai

vizsgalatat is javasolja (részletesen Isd. 1.1. fejezet) (Mete és Lopes 2017).

Ezek mellett az eltavolitott daganatokbol szintén immunhisztokémiai modszerrel mindig

meghatdrozasra keriil a Ki-67 proliferacios index. Sok tanulmany szerint, ha ez >3%, az
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a tumor agressziv viselkedésére utal, és a daganat konnyebb kitjulasat is jelezheti. A Ki-
67 index 6nmagaban val6 alkalmazésa viszont az ellentétes eredmények miatt vitatott
(Salehi és mtsai 2009). Ez elsdsorban annak kdszonhetéek, hogy a kiilonb6z6 vizsgalatok
az ,agressziv”’ és ,invaziv”’ adenomakra eltéré definiciokat alkalmaznak, emiatt nagy

sziikség lenne a vizsgalati modszerek és definiciok standardizalasara (Sav és mtsai 2012).

Az 10j, 2017-es WHO Kklasszifikacio éppen a reprodukalhatdosdg hidnya és az
egyértelmiisités érdekében eltorolte az ,,atipusos adenoma” kifejezést, amelyet a >3% Ki-
67 indexi és fokozott mitotikus aktivitasu adenomakra hasznaltak. Ezek az markerek az
agressziv viselkedést prediktalhatjak, viszont a meglévé kutatasok eredményei nem
konzisztensek. A markerek vizsgalatat ennek ellenére tovabbra is javasoljak, és fontosnak
tartjak. Megallapitjdk, hogy hasznédlhat6 a kiujulds valoszinliségének prediktalésara,
kiilonosen akkor, ha a tumor eltavolitasa nem volt teljes. Megjegyzik azonban azt is, hogy
nincs egy altalanos cut-off érték, bar a szakirodalomban a 3%-0s értékkiiszob terjedt el.
Az agressziv adenomak elkiilonitéséhez érdemes figyelembe venni a preoperativ MRI
¢és/vagy a miitét kozben a sebész altal azonositott klinikai paramétereket is, mint az

invazivitas (a kornyez6 szovetekbe valo terjedés) (Mete és Lopes 2017).

Az ,agressziv adenoma” kifejezés még mindig nem teljesen egyértelmii, de altalaban a
gyors novekedésli, nagy ¢€s szabalytalan korvonalu, a kornyezdé szovetekbe terjedd
adenomakra utal, amely a hagyomanyos kezeléseknek ellenall. Ugyanakkor fontos
figyelembe venni az adenoma szdvettani tipusat is, mert ezek kozott nagy kiilonbség van.
Példaul a sparsely granulated somatotrop adenoma, férfiakban a lactotrop adenoma, a
Crooke sejtes adenoma, a silent corticotrop adenoma, és a plurihormonalis Pit-1-pozitiv

adenoma nagyobb valdszinliséggel lesz agressziv viselkedésii (Mete és Lopes 2017).

Osszességében elmondhatd, hogy a Ki-67 proliferacios index vizsgalata fontos, dm
Oonmagaban nem elégséges. Nagyon fontos lenne a definiciok és a vizsgalati modszerek
standardizalasara, amely segithetne feloldani a kiilonb6zé tanulmanyok eredményei
kozott fellépd ellentmonddsokat. Nagy sziikség van tovabba 1j, kiegészitd markerek
azonositdsara, amelyek segitségével pontosabban becsiilhetd a daganatok varhaté

viselkedése (Sav és mtsai 2012; Wierinckx és mtsai 2007).
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A nagy ateresztOképességili technikak fejlodésével egyre tobb olyan tanulmany sziiletett,
amelyben eltéré génexpresszids mintazatot azonositottak a kiilonb6zé adenoma tipusok
kozott, igy felvetddott ezek biomarkerként vald haszndlhatosaga is. Ezek kozott sok olyan
gén van, amely az apoptdzisban vagy a sejtciklusban jatszik szerepet, igy a fenti

folyamatok predikcios értéke is felmeriil.

Az apoptézist targyald alfejezetben mar részleteztem a folyamat biomarkerként valo
alkalmazhatosaganak ellentmondasait (Isd. 1.2.6. fejezet). Hasonldé a helyzet a p53
expressziojanak emelkedésével is. Tobb kutatas is kimutatta, hogy a fehérje kifejezodése
korrelaciot mutat a hypophysis tumorok kedvezétlen viselkedésével (Hentschel és mtsai
2003; Kontogeorgos ¢és mtsai 1999; Ozer ¢és mtsai 2003; Thapar és mtsai 1996). Ezzel
szemben mads tanulmanyokban nem taldltak Osszefliggést a p53 kifejezddés ¢és a
tumorméret, invazivitas, valamint a kitijulasi valoszintiség kozott (Scheithauer és mtsai
2006; Suliman és mtsai 2001). A fenti ellentmondasok tisztazasa tovabbi vizsgalatokat

igényel.

A p27 egy CDK inhibitor, amelynek a sejtciklus szabalyozasaban jatszik szerepet.
Korabbi tanulmanyokban a p27 csokkent expresszidjat azonositottak a hypophysis
tumorokban a normalis/ép hypophysis szovethez képest. Megallapitottak azt is, hogy a
p27 kifejezddése negativan korrelal a Ki-67 proliferacios index szintjével, ami felvetette

a két marker egyiittes hasznalatanak lehetdségét (LIoyd és mtsai 1999, 1997).

A p27 kifejezddése alacsonyabb volt carcinomékban az invaziv adenomdkhoz képest
(Scheithauer és mtsai 2006), és a recidiv adenomakban a nem-recidivakhoz képest
(Nakabayashi és mtsai 2001). Feltételezhetd, hogy a p27 csokkent expresszidja
poszttranszlacios modifikacioknak koszonhetd, mint a foszforilacio, vagy a feler6sodott
degradacio. Az viszont nem tisztazott, hogy ez az expresszio csokkenés a tumorigenezis

soran elsddleges vagy csak masodlagos folyamat (Korbonits és mtsai 2002).

Az utdbbi évek kutatasai soran keriiltek elotérbe a miRNS-ek, mint fontos biomarkerek.
Elsoként 2002-ben azonositottak megvaltozott miRNS expresszidos mintazatot rakos
megbetegedéssel kapcsolatban (Calin és mtsai 2002). Azota szamtalan tanulmany jelent

meg a legkiilonb6zObb daganatok vizsgalatarol, és nagyon sok miRNS megvaltozott

crcr
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Nagy attorést jelentett, amikor kideriilt, hogy a miRNS-ek nagyon stabilak a bioldgiai
folyadékokban, igy szintjiik kivaléan mérheté vérben (szérum, plazma) és mads
testfolyadékokban (példaul vizeletben, nyalban, anyatejben), illetve ezek korrelalhatnak
a betegség klinikai paramétereivel is. Ezaltal olyan nem-invaziv biomarkereket
azonosithatunk, amelyek segitségével a diagnozis felallitasa mellett a betegség lefolyasa
¢s akar a kezelés monitorozasa is leegyszertisodhet. Bar az utobbi években ez a kutatasi
teriilet hihetetlen fejlédésnek indult, és rengeteg uj publikacio jelenik meg, ezek klinikai
alkalmazasahoz hosszu Ut vezet, melynek fontos 1épése a preanalitikai modszerek

standardizalasa (Lan és mtsai 2015; Weber ¢s mtsai 2010).
1.3.3. Keringé mikroRNS biomarkerek

A kering6 extracellularis miRNS-ek stabilitasuknak koszonhetéen kivald biomarkerként
szolgalhatnak, igy fontos diagnosztikus és prognosztikus szerepiik lehet a kiilonboz6
betegségekben (Mitchell és mtsai 2008). Mivel a daganatoknal esszencialisan fontos a
korai diagnézis, a keringd miRNS-ek, mint minimalisan invaziv biomarkerek hamar a

tumorbiologia érdeklddési korébe kertiltek (Silva és mtsai 2011).

Egyre tobb tanulmény foglalkozik az endokrin daganatok klinikai megjelenésével
Osszefliggést mutatd, plazmaban vagy szérumban detektalhato miRNS szinttel (Decmann
¢és mtsai 2017; Igaz és mtsai 2015; Nagy és mtsai 2018; Perge és mtsai 2017), azonban a
keringd miRNS-ek eléfordulasat hypophysis adenomakkal kapcsolatban eddig még nem

vizsgaltak.

A miRNS-ek a keringésben alapvetéen harom forméban: fehérjéhez kototten,
lipoptroteinekhez kototten, vagy vezikulakba csomagolva fordulnak eld. Ezek koziil az
elsé a leggyakoribb, a masik két forma bioldgiai jelentdsége viszont nagyobb. Vitatott
allaspont ugyan, de egyre tobb kozlemény jelenik meg arrol, hogy a keringé miRNS-ek
hormonszer(i aktivitassal rendelkeznek és a keringés utjan mas sejtekhez eljutva azokban
hatast fejthetnek ki (részvétel a sejt-sejt kommunikacioban, vagy az endogén miRNS-hez
hasonl6 szerep) (Aucher és mtsai 2013; Camussi és mtsai 2010; Iguchi és mtsai 2010;
Muralidharan-Chari és mtsai 2010; Vickers és mtsai 2011).
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A miRNS-ek aktiv szekrécioval, illetve a sejtek — példaul apoptdzis révén valdo —
szétesésével is a keringési rendszerbe juthatnak (Turchinovich és mtsai 2011), igy
gyakran nagyon nehéz megmondani, hogy egy adott keringé miRNS a tumorsejtekb6l
kertilt-e a keringésbe. Vannak olyan vizsgalatok, amelyben a tumor-asszocialt miRNS-ek
emelkedett szintjét tudtak kimutatni a keringésben (Lawrie és mtsai 2008). Amennyiben
azonban a miRNS szintjének emelkedése vagy csokkenése a tumorral Gsszefliggésben
kovetkezetesen kimutathato, akkor a miRNS — eredetétdl fiiggetleniil — jol alkalmazhato

biomarkerként.
1.4. Terapias lehetéségek hypophysis adenomakban

A hypophysis adenomdk koziil a prolaktin termeld daganatok esetében az elsédleges
terapia a gyogyszeres kezelés, amely altalaban dopamin agonistak adasat jelenti (példaul
bromocriptin vagy cabergoline). Ezzel a vér prolaktin szintje normalizalhato és a tumor
mérete is csOkkenthetd, amely gyakran még akkor is hatdsos, ha a tumor mar nagyméretii
¢és elérte a chiasma opticumot. Ilyenkor a kialakult latdsromlas a tumor méretének
csokkenésével helyreallhat. Amennyiben az alkalmazott dopamin agonista nem érné el a
kivant hatast, lehetdség van egyéb szereket (példaul pasireotid) is kiprobalni, illetve a
megszokott dozist névelni. Amennyiben ez Sem lenne hatasos, akkor a miitéti eltavolitas,

illetve a sugarkezelés jelenthet megoldast (Gillam és mtsai 2006; Oh és Aghi 2011).

Az Osszes tobbi adenoma tipusnal az els6dleges terapias lehetdség a daganat miitéti
eltavolitasa. A tumor teljes rezekcidja azonban gyakran nehézkes, kiilondsen a nagy

méretil, és a kdrnyez6 szovetekbe terjedd daganatok esetében (Molitch 2017).

A GH és ACTH termel6é daganatoknal gyakran masodlagos terapiaként alkalmazzak a
gyogyszeres kezelést, amely elobbiek esetében fOként szomatosztatin analdgokat jelent,
mig az utdbbiaknal ezen feliil altalaban dopamin agonistak és gliikokortikoid hatast gatlo
szerek jonnek szoba. Nagy méretli, GH termeld adenomaék esetén lehetdség van
preoperativ Szomatosztatin analog elékezelésre, hogy igy csokkentsék a tumor méretét,

ezzel esetlegesen javitva az operacio kimenetelét.

A sugarterapia hypophysis adenomdk esetében csak alternativ megoldas azokra az
esetekre, amikor a tumort nem sikertilt teljes mértékben eltavolitani, €s nincs lehetdség,

vagy a beteg elutasitja a reziduum eltavolitasat. Aggressziv hypophysis adenomak
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esetében, amikor a beteg mar tobb mitéten és sugarkezelésen is atesett, végsod
megoldasként a temozolomide kemoterapias kezelés johet szoba (Colao és mtsai 2011,

Di leva és mtsai 2014b).

Az 10j diagnosztikai modszerek és terapias lehetoségek kidolgozasa érdekében elsddleges
fontossagu, hogy megértsiik azokat a molekularis mechanizmusokat, amelyek részt

vesznek az adenomak kialakulasaban és novekedésében.

1.41. A TRAIL indukalt apoptoézis mint terapias lehetoség

Mivel a rakos sejtek kialakulasanak Iényeges momentuma az apoptozis folyamatanak
karosodasa, a tumorterapiak egyik fontos agazata az apoptozis indukalasa (Johnstone és

mtsai 2002).

A TRAIL (TNF-szerti apoptozis indukald ligand) a TNF (tumor nekrozis faktor)
szupercsaladba tartozo, az apoptdzis indukciojaban fontos szerepet jatszo molekula.
Receptoraihoz, a DR4-hez (halalreceptor 4) és a DR5-hoz (halalreceptor 5) kotédve
inditja be az apoptdzis extrinsic Gtvonalat (részletesen Isd. 1.2.6. fejezet). A TRAIL
kezelés akkor keriilt igazan a terapias kutatasok fokuszpontjaba, amikor kidertlt, hogy
segitségével In vitro és in vivo is indukalhat6 az apoptozis méghozza igy, hogy kdzben
az egészséges sejtekre nincs hatassal (Pitti és mtsai 1996; Wiley és mtsai 1995). Azota
szamos daganatsejtben igazoltdk a rekombindns human TRAIL (rhTRAIL) kezelés
apoptozis-indukalo hatasat (Ashkenazi és mtsai 1999; Walczak és mtsai 1999).

Megjegyzendé azonban, hogy nem minden esetben indukalhatdo apoptozis: tobb
sejttipusrdl is leirtak, hogy rezisztens a TRAIL kezelésre (Ashkenazi és mtsai 1999). A
kezelés proapoptotikus hatdsa talélési valaszt valthat ki, és véalaszként olyan molekuldk
¢s jelatviteli utvonalak aktivalodhatnak, melyek segitik a talélést, példaul az NF-KB, a
MAPK, vagy az Akt. Ekkor a pro- és antiapoptotikus folyamatok ,,versenyeznek”, és a

sejtek tulélnek vagy apoptotizalnak (Falschlehner és mtsai 2007).

Egy tanulmanyban a vizsgalt 39 tumoros sejtvonalbol (vastagbél, tiidd, vese, agy és bor)
32 esetén volt hatasos TRAIL kezelés, tehat a sejtvonalak koézel 20%-a mutatott
rezisztenciat. In vivo xenograft esetén a TRAIL injekcio a sejtek bejuttatasa utan nem

sokkal csokkentette a tumor kialakulasanak valoszinliségét, mar meglévd tumoroknal
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pedig gatolta a tumor novekedését, apoptozist indukalt, és novelte a talélést (Ashkenazi
és mtsai 1999). Kemoterapias kezeléssel egyiitt adva jelentésen novelte annak
hatékonysagat (Ashkenazi és mtsai 1999; Ganten és mtsai 2006). Vannak arra vonatkozo
tovabbi kutatasok is, hogy a TRAIL sugarkezeléssel vagy mas terapias szerekkel
kombinalva hatékonyabb (Hellwig és Rehm, 2012). Nem-human féemldsdkben pedig
kimutattdk, hogy intravéndsan az ismételten adott TRAIL nem okozott toxicitast a

vizsgalt szervekben és szovetekben (Ashkenazi és mtsai 1999).

Amellett, hogy egyes sejtek eleve rezisztensek a TRAIL-re, a kezelés hatasara a nem
rezisztens sejtek is ellendllova valhatnak, amely nagyban megneheziti a klinikai
alkalmazast (Dimberg és mtsai 2013). Emiatt az elmult években tobb tanulmanyban
foglalkoztak a TRAIL rezisztens sejtek kezelésre vald érzékenyitésével. Ebbdl a célbol
kiilonboz6 vegyiileteket, molekula gatlokat, és mMiRNS-eket is kiprobaltak. Az
eredmények alapjan egyértelmiien kideriilt, hogy a kiilonb6z6 sejtekben kiilonb6zo
anyagok alkalmasak az érzékenyitésre, és hogy ezek molekuldris mechanizmusa is
nagyon eltér6 lehet (Lian és mtsai 2018; Lincoln és mtsai 2018; Rasheduzzaman és mtsai
2018; Todo és mtsai 2013; Wu és mtsai 2018; Xu és mtsai 2018). Fontos azonban
figyelembe venni, hogy a kezelés nehogy az egészséges sejteket is TRAIL-re érzé¢kennyé

tegye (Bagci-Onder és mtsai 2013; Bangert és mtsai 2012; Sayers és Murphy 2006).

Az érzékenyité anyagok vizsgalatanal deriilt ki, hogy az acetil-szalicilsav (ASA) is képes
a TRAIL kezelésre érzékenyiteni példaul vastagbélrakos és Hela sejteket (Heijink és
mtsai 2011; Im és Jang 2012; Kim és mtsai 2005; Pennarun és mtsai 2013; Rana és mtsai
2012), tobbek kozott a Bel-2 vagy a survivin gatlasan keresztiil (Kim és mtsai 2005; Lu
¢és mtsai 2008; Yoo és Lee 2007).

1.4.2. Az aszpirin daganatellenes hatiasa

Az aszpirin (acetil-szalicilsav, ASA) egy vilagszerte -elterjedt nem-szteroid
gyulladacsokkentd, amelyet tobb, mint szaz éve alkalmaznak, elsdsorban fajdalom- és
lazcsillapito, valamint gyulladascsokkentd hatasa miatt. Ezen feliil a kardiovaszkularis
betegségek megel6zésére is régdta hasznaljak. Alacsony dézisban (<100 mg) elsdsorban
trombocitagatld, kozepes dozisban (325-600 mg) fajdalomcsillapitd, mig magas dozisban

(1200 mg) gyulladasgatld szerepét hasznaljak ki (Montinari és mtsai 2018).
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Tumorellenes hatasat el0szor vastagbélrak esetében irtak le (Thun és mtsai 1991), azota
pedig tobb, mint husz daganattipussal kapcsolatban vizsgaltak, és szamos estben
megfigyelték antiproliferativ, metasztazis gatld, illetve Kkemopreventiv hatasat.
Epidemiologiai vizsgalatok igazoltdk, hogy a rendszeres aszpirin szedés tobbek kozott
csokkenti a vastagbélrak, a mellrak, a prosztatarak, a veserak, és a melanoma kialakulasat
(Chan és mtsai 2008; Gamba és mtsai 2013; Kaiser 2012; Ma és mtsai 2017; Rothwell és
mtsai 2011; Sahasrabuddhe és mtsai 2012; Thun és mtsai 2012; Veitonméki és mtsai
2013), valamint hogy vastagbélrak és mellrak esetében a diagnozis felallitisa utan
csokkentette a mortalitast (Chan és mtsai 2009; Fraser és mtsai 2014). A fenti
tanulmanyok nagy része azonban retrospektiv vizsgalat. Sziikség lenne olyan prospektiv
tanulmanyokra is, melyek alapjan igazolhaté az aszpirin direkt daganatellenes hatasa,
valamint ennek mechanizmusa is vizsgalhatd. Ezek segithetnének meghatarozni a

kiilonbz6 esetekben optimalis dozist és szedési idot (Ma és mtsai 2017).

Kimutattak azt is, hogy az aszpirin mas kezelésekkel kombinalva erdsitheti azok hatasat

(Hossain és mtsai 2012; Lu és mtsai 2008; Ou és mtsai 2010; Yan és mtsai 2013).

A ,United States Preventive Services Task Force” 2016-0S ajanlasaban a
kardiovaszkularis betegségek mellett a vastagbélrak megeldzésére is javasolja a hosszu
tava alacsony dozisu aszpirin szedést azon 50 év folotti személyeknek, akiknek nem
magas a vérzési rizikojuk (Bibbins-Domingo és U.S. Preventive Services Task Force,
2016).

Az aszpirin legfontosabb, elsésorban a hosszi tava szedés esetén kialakuld mellékhatasai
a gasztrointesztinalis vérzés kockazatanak novekedése, az emelkedett hligysav szint, és a

véralvadas gatlodasa (Derry és Loke, 2000).

Jol ismert, hogy az ASA trombocitagatld és gyulladascsokkentd hatasat alapvetden a
ciklooxigenaz (COX) enzimek gatlasa révén fejti ki. Daganatellenes hatdsanak
mechanizmusa azonban kevésbé tisztazott. A COX-1 és a COX-2 acetilacio altali gatlasa
csokkent prosztaglandin szintézishez vezet, de tobb esetben is kimutattak COX-fliggetlen
mechanizmusok jelentdségét is (Dovizio és mtsai 2013; Thun és mtsai 2012).
Antiproliferativ hatdsat részben a sejtciklusban szerepet jatszo ciklinek és ciklin

dependens kindzok transzkripcios szabalyozasan, vagy a proteaszomalis lebontasuk
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serkentésén keresztiil is kifejtheti. Hatassal lehet tovabba az NF-KB, a MAPK, a WNT-
3-catenin utvonalakra, és a c-myc expressziojara (Dachineni és mtsai 2016; Yan és mtsai

2013, 2010).

Az ASA egy masik, tobb sejttipusban ismert célmolekulaja a survivin (Yang és mtsai
2011), amely az apoptdzisban és a sejtciklusban is résztvevé molekula (részletesen lsd.
1.4.3. fejezet). Kimutattdk, hogy az ASA az E2F1 transzkripcids faktorhoz valo
kotédésével megakadalyozza annak bekdtddését a survivin promoteréhez, ezaltal gatolja
annak transzkripciojat. Tobb sejttipusban is megfigyelték, hogy a survivin gatlasanak az
ASA korabban targyalt TRAIL-érzékenyit hatasaban (Isd. 1.4.1. fejezet) is szerepe lehet
(Lu és mtsai 2008; Yoo és Lee 2007).

1.4.3. A survivin szerepe

A survivin az apoptdzis inhibitor fehérjék (iAP) csaladjaba tartozo kis molekula,
amelynek mind az apoptdzis, mind a sejtciklus szabalyozasaban fontos szerepe van. A
feln6tt szovetekben altalaban alacsonyan, vagy egyaltalan nem fejezodik ki, emelkedett
expresszidjat viszont rengeteg tumorszovetben leirtak (Waligorska-Stachura és mtsai
2012a). Tobb esetben is korrelaciot fedeztek fel a tumor invazivitasaval, kezelésre valod
rezisztenciajaval és a kedvezotlen tuléléssel (Kong és mtsai 2017; Waligorska-Stachura
¢és mtsai 2012b).

Altalanosan elfogadott, hogy a survivin gétolja az apoptozist, ennek mechanizmusarél
viszont — érdekes modon — ellentmondasosak az eredmények. Egyes vizsgalatok szerint
az effektor kaszpazokhoz (kaszpaz-3, -7, -9) kotédik (Chandele és mtsai 2004; Tamm és
mtsai 1998), am ezt a fehérjeszerkezet elemzések nem tamasztjak ala (Riedl és mtsai
2001). Masok szerint kozvetleniil a mitochondrialis Smac/Diablo-hoz kot, és gatolja
annak a mitochondrium membranbol valé felszabadulasat, és ezaltal az apoptozist

(Ceballos-Cancino és mtsai 2007; Song és mtsai 2003).

Emellett a survivin a sejtciklus szabalyozéasaban is kozrejatszik. Az Aurora kinaz B
(AURKB) ¢és az INCENP (belsé centromer protein) kozremiikodésével komplexet

alkotnak (chromosome passenger complex, CPC), melynek a helyes kromoszoéma
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szegregacioban van fontos szerepe a mitozis soran, hianyaban a sejtosztodas folyamata

jelent6sen sériil (Hagemann és mtsai 2013; Uren és mtsai 2000).

Mindezek alapjan a survivin egy igéretes terapias célpont lehet a daganatterapiakban
(Chen és mtsai 2016), és sok kutatas indult abbdl a célbol, hogy kifejez6dését kiilonbozo
szerekkel, példaul antiszensz oligonukleotidokkal vagy kis molekulakkal gatoljak. Az
egyik legigéretesebb ilyen szer az YM155 kis molekula inhibitor (részletesen Isd. 1.4.4.
fejezet) (Altieri 2013).

A survivin gatlasara iranyuld kisérletek kezdeti lelkesedésének gatat szab ezen szerek
specificitasanak  kérdésessége. Kideriilt, hogy a survivin nem kizarolag a
daganatsejtekben, hanem az egészséges o0sztdodo sejtekben, példaul a hematopoietikus
Gssejtekben és vaszkularis endothelialis sejtekben, valamint stresszt kovetden a normalis
immunsejtekben is fokozottan expresszalodik (Conway és mtsai 2003; Fukuda és mtsai
2002). Mivel a survivin gatlasa az apoptdzis indukcid mellett a sejtosztodast is gatolhatja,
a fenti terapiak kidolgozasa soran fontos figyelembe venni az off-target hatas révén

kialakulo esetleges mellékhatasokat.

A survivin fokozott kifejezodésének a kemo- és sugarterapiara valo rezisztencia mellett
szerepe lehet a TRAIL rezisztencia kialakulasaban is. A korabban targyalt érzékenyitd
kezelések soran vizsgaltak a survivin gatlasat, mint hatékony TRAIL érzékenyito kezelés,
amely hatékonysaga az eddigi eredmények alapjan sejttipus-specifikusnak tiinik (Lu és
mtsai 2008; Yoo és Lee 2007).

Ahogy mar emlitésre keriilt, az aszpirin egyes sejtekben képest gatolni a survivin
kifejez6dését, és ezaltal kifejteni antiproliferativ vagy apoptdzis indukalo hatasat (Yang
¢és mtsai 2011). Figyelembe véve, hogy az aszpirint mas célokra régota alkalmazzak, és

mellékhatasai jol ismertek, ez kiillondsen igéretes terapias lehetdségnek tlinik.
1.4.4. Az YM155 survivin inhibitor kis molekula

A survivint gatlo kis molekulak koziil a leginkabb kutatott az imidazolium-alaptt YM155
(Nakahara és mtsai 2007). A gatlas transzkripcids szinten valdosul meg, az YM155
alapvetden megakadalyozza az Spl transzkripcids faktor survivin promoterhez valo

kotodését, ezaltal gatolja a survivin transzkripcigjat. Emellett felmeriilt, hogy a
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folyamatban mas transzkripcios faktorok (ILF3/NF110, p54/nrb) gatlasa is kozrejatszik
(Rauch és mtsai 2014). Egyre tobb vizsgalat iranyul arra is, hogy az YMIS55
daganatellenes hatasat nem kizardlag a survivin gatlasanak koszonheti (Rauch és mtsai
2014). Ennek egyik magyarazata, hogy az Spl gatlasanak nemcsak a survivin
expresszidjara, hanem a sejtciklus mas résztvevoire is hatasa van, példaul gatolja a ciklin
D ¢és indukalja a p27 molekulakat, ezaltal egy altalanosabb antiproliferativ hatésa is lehet

(Grinstein és mtsai 2002).

Ezen mechanizmusok felfedezése nem von le az YM155 klinikai vizsgélatokban is
igéretesnek tiinG daganatterapias szerepébdl (Clemens és mtsai 2015; Giaccone és mtsai
2009; Tolcher és mtsai 2008; Yamanaka és mtsai 2011), minddssze felhivja a figyelmet
arra, hogy hatasmechanizmusanak pontos tisztazasa tovabbi vizsgalatokat kivan (Rauch
¢és mtsai 2014).

1.5. A human mitochondrialis genom
1.5.1. Mitochondrialis variansok kiilonb6z6 daganatszovetekben

Az eukariota szovetekben a sejtek atlagosan 100 mitochondriummal rendelkeznek,
melyek mindegyike t6bb (altalaban 2-10) kopiaban tartalmazhatja a 16569 bazispar (bp)
hosszll cirkularis mitochondridlis DNS-t (mtDNS). A mitochondrialis genomban
Osszesen 37 gén talalhato, melyek koziil 13 a légzési komplexek enzimjeit, 22 transzfer
RNS-eket (tRNS), 2 pedig riboszomalis RNS-eket (12S, 16S) kodol (Anderson és mtsai
1981).

A mitochondriumok az oxidativ foszforilacio révén biztositjak a sejtek energiajanak nagy
részét, valamint fontos szerepiik van az apoptdzisban, amelynek zavara a tumorképz6odés
egyik kulcs momentuma. A mitochondriumban bekovetkezé koros elvaltozasok tehat —
mas betegségek mellett — daganatképzodéshez is vezethetnek (Carew és Huang 2002;

Fernandez-Vizarra és mtsai 2007).

Els6ként 1998-ban azonositottak daganatos megbetegedéssel 6sszefiiggd mitochondrialis
variansokat vastagbélrakban (Polyak és mtsai 1998). Azdta szamos mas tumorszovetben
kimutattak eltéréseket a MtDNS szekvencidban (példaul mellrak, petefészekrak,

gyomorrak, hasnyalmirigyrak, prosztatarak, tiidorak €s veserak esetén) (Chatterjee és
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mtsai 2006; Ye és mtsai 2014), és felvetették annak lehetdségét, hogy a variansoknak
szerepilk van a tumor kialakuldsaban és progresszidjaban (Baysal és mtsai 2000;
Vanharanta és mtsai 2004), de a pontos mechanizmus egyelére nem ismert (Carew és
Huang 2002; Maximo és mtsai 2009; Modica-Napolitano és Singh 2004).

A sejtenként tobb kopia miatt eléfordulhat, hogy egy adott sejtben vagy szovetben vad
tipust és varidns allél egyiittesen fordul eld, ezt a jelenséget heteroplazmianak nevezziik.
A heteroplazmia aranya egy adott sejtben vagy szdvetben a varians allél gyakorisagat adja
meg (Lightowlers és mtsai 1997). Tobb vizsgalat is kimutatta, hogy egy varians
tumorigenezisben valo részvételéhez nem kell, hogy a varians jelenléte elérje a 100%-ot,
heteroplazmias formaban is lehet hatasa a daganatképzddésre (Lewis és mtsai 2000; Park
és mtsai 2009).

A mitochondrialis DNS nem-kodolo, kontroll régidjaban (16024-576 bp) van egy 545 bp
hosszi szakasz (16024-16569), az tugynevezett D-loop régid, amelynek funkcioja
egyelére nem teljesen tisztazott. Ennek ellenére tobb daganattipusban is Osszefiiggést
irtak le az itt elhelyezkedd varidnsok és a daganatok klinikai megjelenése kozott
(Miyazono és mtsai 2002; Sharma és mtsai 2005; Ye és mtsai 2010), amelyek jelentésége
igy egyeldre nehezebben értelmezhetd, igy a tumorigenezisben betdltott lehetséges

szerepiik feltarasa is tovabbi vizsgalatokat igényel (Chatterjee és mtsai 2011).

A hypophysis daganatokat tekintve eddig csak oncocytomakban vizsgaltak a
mitochondridlis genomot, errdl is minddssze egy csoport szdmolt be két kozleményben.
Gasparre ¢s munkacsoportja megallapitotta, hogy a hypophysis oncocytomakban
gyakran fordulnak el6 variansok a Légzési Komplex I-ben, és ezek 6sszefiiggést mutatnak

a daganat joindulatisagaval (Kurelac és mtsai 2013; Porcelli és mtsai 2010).

1.5.2.  Ujgeneracios szekvenalds alkalmazasa a mitochondriilis genom

vizsgalatara

A teljes mitochondrialis genom szekvenaldsara korabban a két legelterjedtebb vizsgalati
modszer a direkt Sanger szekvenalds és a microarray alapu MitoChip volt. Az
Ujgeneracios szekvenalasok terjedésével egy olyan, nagy ateresztd képességii technika all

rendelkezésiinkre, amely Sok minta egyiittes szekvenalasa révén nagyon gyors és
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koltséghatékony vizsgalatokat tesz lehetévé, valamint a korabbi modszerekkel
ellentétben alacsony mértékii, akar 1-3%-os heteroplazmia detektalasara is alkalmas (Guo
és mtsai 2012; Ye és mtsai 2014). Ehhez alacsony hiba arany, és magas lefedettség
sziikséges. FErtelemszeriien minél alacsonyabb aranyt heteroplazmiat szeretnénk
vizsgélni, annal nehezebb elkiiloniteni a valds heteroplazmiét a szekvenadlasi hibatol, ezért
a heteroplazmia esetén 3%-0s cut-off értéket szoktak alkalmazni (Guo és mtsai 2013;
Kloss-Brandstitter és mtsai 2015).
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II. CELKITUZESEK

A hypophysis adenoméak az intrakranialis tumorok 10-15%-at alkotva a gyakori
daganattipusok kozé tartoznak. Nagyrészt sporadikus megjelenéstiek, viszont a mas
daganattipusokkal gyakran Osszefiiggésbe hozott genetikai mutaciokat (TP53, RB1,
HRAS, MYC) ritkan hordozzak. Patogenezisiik molekularis mechanizmusarol keveset

tudunk, igy a prevencids és a terapids lehetoségek egyarant korlatozottak.

Doktori munkam soran a sporadikus megjelenésti hypophysis adenomakat harom szinten
vizsgaltam. A mitochondrialis genom vizsgalataval a daganatok kialakulasanak és
novekedési mechanizmusanak egyik aspektusat elemeztem, keringd miRNS biomarkerek
keresésével a korai diagnodzist és a recidiva hajlam megallapitasat kivantam elésegiteni,

végiil in vitro vizsgalatokkal egy terapias lehet6ség feltarasan dolgoztam.
Mindezek érdekében az alabbi célokat tliztem ki:

1. A Thypophysis adenomdk teljes mitochondridlis genomjat 1jgeneracios
szekvenalassal kivantam elemezni. Olyan varidnsok utan kutattam, melyek jelenléte
segitséget nyuUjthat a hypophysis adenomdk kialakuldsanak hatterében 4llo

molekularis mechanizmusok pontosabb megértésében.

2. Célul tlztem ki a hypophysis adenomaban szenvedé betegek keringd miRNS
profiljanak vizsgalatat potencialis biomarkerek felkutatasa céljabol. Ezen beliil

célom volt:

a. Osszehasonlitani a hypophysis adenomds betegek plazmdjaban eléforduld

miRNS és isomiR szekvenciakat,

b. ¢és 0Osszevetni a MiIRNS-ek valtozasat kiilonboz6 hypophysis daganattal

operalt betegek miitét eldtti és miitét utani vérplazma mintdjaban.

3. Célul tiztem ki potencialis terapias célpontok felkutatasat hypophysis szoveti

génexpresszios adatok alapjan. Ennek keretében:

a. az apoptozisban résztvevé survivin €s TRAIL molekula expresszios és

funkciondlis vizsgalatat,
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a survivinen keresztiil hato acetil-szalicilsav (ASA) hypophysis adenoma

sejtekre gyakorolt in vitro hatasanak elemzését,

valamint a survivin gatlas és ASA hatas tovabbi in vivo vizsgalatahoz
xenograft modellallatot kivantam 1étrehozni az RC-4 B/C hypophysis

adenoma sejtvonalbol.
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11l. MODSZEREK
111.1. Betegmintak

A hypophysis adenoma szovetmintakat az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézetben
2015 és 2017 kozott transsphenoidalis feltarassal végzett operaciok alkalmaval gytjtottiik
Ossze. Az egészséges hypophysis szovetmintdk korabbi kollaboraciobol (2009)
(University Clinical Centre, Belgrade, Serbia), endokrin betegségben nem szenvedo,
baleseti elhunytakbodl — a halal bealltat kdvetd 6 oran beliil — keriiltek eltavolitasra. A pre-
€s posztoperativ vérmintak a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinikan
hypophysis adenomdval gondozott betegektdl szarmaznak. A betegek részletes
tajékoztatast kovetden beleegyezd nyilatkozat aldirasaval jarultak hozzad a mintak

felhasznalasahoz.

Munkam soran 6sszesen 102 hypophysis adenoma és 10 normalis (ép) hypophysis szoveti
mintat, valamint 45 betegtdl szarmazo 149 plazmamintat és kontrollként 2 egészséges
onkéntes plazmamintdjat hasznaltam fel. A betegek klinikopatologiai adatait ¢és a

szovetek immunhisztokémiai vizsgalatanak eredményét az 1. tablazat mutatja.

A mintak a betegek klinikai paraméterei, hormonleletei €s az eltavolitott szovet patoldgiai
vizsgalata alapjan keriiltek csoportositdsra. A rutin szévettani vizsgalat a Semmelweis
Egyetem 1. sz. Patoldgiai ¢és Kisérleti Rakkutatd Intézetben tortént, ahol a hypophysis
eliils6 lebeny hormon-expressziokat és a Ki-67 proliferacios indexet immunhisztokémiai

modszerekkel vizsgaltak.

Munkam kezdetén, a hypophysis adenoma mintak csoportositdsara még a WHO 2004-es
javaslata volt érvényben (Al-Shraim és Asa 2005), és az 1) klasszifikaciora vonatkozo
iranyelvek id6kozben, 2017-ben jelentek meg (Mete és Lopes 2017) (részletesen Isd. 1.1.
fejezet).

Ennek megfelelden, kezdeti vizsgalataink soran a 2004-es klasszifikacio alapjan
elkiilonitettiik a nem-funkcionaldo (NFPA) és a hormontermeld hypophysis adenomakat,
melyek esetiinkben GH termelé daganatok (GHPA) voltak. A késébbi vizsgalatainkban
mar az 0j klasszifikacid iranyelveinek megfelelden, a csoportositds alapjaul a szovettani

vizsgalat eredményét vettiik, igy elkilonitettink GH termelé (GH+), FSH/LH+
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(korabban: klinikailag nem-funkcionald, gonadotrop), és hormon negativ (HN, korabban:
klinikailag nem-funkcional6, null sejtes) adenomakat. A HN adenomak esetében pedig
elvégeztiik az SF1, a T-pit és a Pit-1 transzkripcios faktorok expresszidjanak vizsgalatat

is.

Kutatasunkat a Magyar Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudoményos és Kutatasetikai

Bizottsaga hagyta jova (0618/15).

A nukleinsavak épségének megorzése érdekében a szovetmintak eltavolitas utan azonnal
fixalé oldatba, RNAlaterbe (Thermo Fisher Scientific) keriiltek. A plazmamintakat a
vérvételt kdvetd 3 oran beliil centrifugéldssal szeparaltam (3000 g, 20 perc, 4 °C).

Felhasznalasig a szovet- és plazmamintékat is -70°C-on taroltam.

1. tablazat — A PhD munkdm sordn felhaszndlt mintak adatai — Kiilon jeloltem a harom
vizsgalatban (mtDNS: A mitochondrialis DNS elemzése, survivin, TRAIL: A survivin és a
TRAIL expressziojanak vizsgalata, miRNS: Keringé miRNS biomarkerek keresése)
felhasznalt mintdk tipusat. IHK: immunhisztokémia, GH: névekedési hormon, PRL:
prolaktin, FSH: follikulus stimuldlo hormon, LH: luteinizalo hormon, ACTH:
adrenocorticotrop hormon, TSH: pajzsmirigy stimulalo hormon, HN: hormon negativ,
GHPA: GH termeld hypophysis adenoma, NFPA: Kklinikailag nem-funkciondlo
hypophysis adenoma, F: férfi, N: né

Klinikai THK porzitivitas (eliilsé Tumorme:l"et Ifi—6'7 B Vizsgalat és felhasznalt minta
diagnoézis Nem | Kor lebeny hormonjai) MR alagja" proliferdciés survivin, .

(mm?) index (%) | mtDNS TRAIL mMiRNS
GHPA F 56 GH 1960 3 szovet szovet
GHPA N | 43 GH - 2 szovet | szdvet
GHPA F 51 GH - 1,5 szovet
GHPA N | 37 GH - 3 szovet
GHPA F | 49 GH - <1 szovet | szdvet
GHPA F | 38 GH - 3 szovet
GHPA N | 59 GH 11616 2 szovet szovet
GHPA N 69 GH, FSH, LH, TSH - <1 szovet
GHPA F 32 GH, PRL - 3-4 szovet plazma, exoszéma
GHPA N 49 GH, PRL 2652 3-4 szovet plazma
GHPA F 35 GH, PRL - 6 szovet | szovet | plazma, exoszoma
GHPA F 35 GH, PRL - 4 szdvet
GHPA N 22 GH, PRL - 4-5 szovet | szovet
GHPA F | 51 GH, PRL NA 3-4 plazma
GHPA F | 51 GH, PRL - <3 szovet plazma
GHPA N 48 GH, PRL - 10 szdvet | szovet
GHPA N 60 GH, PRL - <3 szovet | szdvet | plazma, exoszéma
GHPA N 35 GH, PRL - 5-6 szovet
GHPA F 30 GH, PRL 4840,495 8 szdvet plazma, exoszéma
GHPA F 22 GH, PRL 11571 3 szovet szovet
GHPA N | 53 negativ 5355 0 szovet
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Klinikai IHK pozitivitss (eliilsé Tumormé‘:fet Ki-G? y Vizsgalat és felhasznalt minta
diagnozis Nem | Kor lebeny hormonjai) MR a‘ag’la“ p!’ollferaclos survivin, .

(mm?°) index (%) | mtDNS TRAIL miRNS
GHPA N | 61 negativ 6624 1 szdvet
GHPA N | 56 negativ 4800 0 szdvet szdvet
GHPA F 55 PRL, GH 90 0 szovet szovet
GHPA F 37 PRL, GH 2160 - szovet
GHPA F 20 PRL, GH 14000 45 szovet
GHPA N 52 | PRL, GH, FSH, LH, TSH 960 4 szovet szovet
NFPA N | 39 FSH - 1-2 szovet plazma
NFPA F | 44 FSH - 2-3 szovet plazma
NFPA F 51 FSH 15488 2-3 szovet szovet plazma
NFPA F | 38 FSH - 3-4 szovet plazma
NFPA N 76 FSH 3825 2-3 szovet
NFPA F 64 FSH, LH 126000 <3 szovet plazma
NFPA F 73 FSH, LH NA 2-3 plazma, exoszéma
NFPA N | 49 FSH, LH 3744 <1 szovet plazma
NFPA N 68 FSH, LH - 3-4 szovet plazma, exoszéma
NFPA F 38 FSH, LH - 3-4 szovet | szdvet |plazma, exoszéma
NFPA F | 72 FSH, LH 10032 2 plazma
NFPA F | 67 FSH, LH - 3-4 szovet plazma
NFPA N 73 FSH, LH 12000 <2 szovet
NFPA F | 62 FSH, LH 6000 2-3 plazma
NFPA F 29 FSH, LH NA 3-5 plazma, exoszéma
NFPA F | 64 FSH, LH 34320 NA plazma
NFPA N 80 FSH, LH 19600 2-3 szovet
NFPA N 69 FSH, LH 20240 <3 szovet
NFPA N 74 FSH, LH - <3 szdvet plazma
NFPA N 66 FSH, LH NA 1-2 plazma
NFPA F 65 FSH, LH NA <3 plazma
NFPA N 47 FSH, LH NA 3-5 plazma
NFPA F 63 FSH, LH 41055 <1 szdvet plazma
NFPA N 72 FSH, LH - 1-2 szdvet
NFPA N 37 FSH, LH 1872 7-8 szovet plazma, exoszéma
NFPA F 55 FSH, LH 35000 3-4 plazma, exoszéma
NFPA F 43 FSH, LH - 7-10 szovet
NFPA F 62 FSH, LH - <3 szovet plazma
NFPA N 76 FSH, LH 8500 <3 plazma
NFPA F | 43 FSH, LH NA <1 plazma, exoszoma
NFPA F | 55 FSH, LH NA <1 plazma
NFPA F | 73 FSH, LH - 2-3 szovet plazma
NFPA N 44 FSH, LH 32400 2-3 plazma, exoszéma
NFPA F 70 FSH, LH, PRL 74088 <2 plazma
NFPA N | 68 FSH, LH, PRL NA <2 plazma
NFPA N | 27 FSH, LH, TSH 1925 5 plazma
NFPA F | 73 LH 13500 2 szovet plazma, exoszéma
NFPA F | 72 LH 4590 <2 szovet plazma, exoszéma
NFPA F | 73 | HN(SF1-, Pitl- T-pit-) 12144 34 szovet
NFPA N | 65 | HN (SF1-, Pitl- T-pit+) 2523,312 3-4 szovet plazma, exoszéma
NFPA N | 49 | HN (SF1-, Pitl- T-pit+) - 3-4 szovet plazma, exoszéma
NFPA N | 58 | HN (SF1-, Pitl- T-pit+) 3570 4 szovet
NFPA N | 42 | HN (SF1- Pitl- T-pit+) NA 12 plazma
NFPA F | 50 | HN (SF1+, Pitl- T-pit-) 14700 <3 plazma, exoszéma
NFPA N | 64 | HN (SF1+ Pitl- T-pit) - 5 szovet
NFPA N | 64 | HN (SF1+ Pitl- T-pit) - 1 szovet
NFPA N | 43 | HN (SF1+ Pitl- T-pit) 49875 1 szovet
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Klinikai IHK pozitivitss (eliilsé Tumormé‘:fet Ki-G? y Vizsgalat és felhasznalt minta
diagnozis Nem | Kor lebeny hormonjai) MR a‘ag’la“ p!’ollferaclos survivin, .
(mm?°) index (%) | mtDNS TRAIL miRNS
NFPA F | 58 | HN (SF1+, Pitl- T-pit-) 35640 5-7 szdvet plazma, exoszoma
NFPA F 50 | HN (SF1+, Pitl- T-pit-) - <2 szovet
NFPA N 50 | HN (SF1+, Pitl- T-pit-) - 2 szovet
NFPA N | 60 | HN (SF1+, Pitl- T-pit-) - 5 szdvet plazma
NFPA N 71 - 12000 0 szovet
NFPA F 69 - 11700 - szovet
NFPA F 77 - 7200 - szovet
NFPA F 36 ACTH 1750 0 szovet
NFPA N 29 FSH 6000 0 szovet szovet
NFPA N 53 FSH - 5 szovet
NFPA N 83 FSH - <2 szovet
NFPA F 34 FSH 26250 0 szovet
NFPA F 44 FSH 4554 2 szovet
NFPA N 75 FSH 8400 0 szovet
NFPA N 50 FSH 1200 0 szovet
NFPA F 76 FSH, LH - <3 szovet
NFPA F 52 FSH, LH - 3 szovet
NFPA F 44 FSH, LH 4284 35 szovet
NFPA F 62 FSH, LH - 5 szovet
NFPA F 73 FSH, LH 12635 2,5 szovet
NFPA F 48 FSH, LH - <3 szovet
NFPA N 73 FSH, LH 12558 35 szovet
NFPA F 47 FSH, LH - 2,5 szovet
NFPA F 55 FSH, LH, TSH 21952 <2 szovet
NFPA F 77 LH, TSH, PRL - 3 szovet
NFPA N 31 negativ - 4 szovet
NFPA F 74 negativ 26400 3 szovet
NFPA F 53 negativ - 3 szovet
NFPA N 40 negativ 19344 2 szovet
NFPA N 43 negativ - 0 szovet
NFPA F 55 negativ 4821 0,6 szovet
NFPA F 61 negativ 12690 3 szovet
NFPA F 80 negativ - 1 szovet
NFPA F 72 negativ 4420 1 szovet
NFPA N 60 negativ - 1 szovet
NFPA N 55 negativ 11592 2 szovet
NFPA F 50 negativ - 2 szovet
NFPA N 46 negativ 31350 0 szovet
NFPA F 73 negativ - 15 szovet
NFPA N 55 negativ - 2 szovet
NFPA N 65 negativ 127,4 25 szovet
NFPA F 72 negativ - 25 szovet
NFPA N 68 negativ - 2 szovet
NFPA N 48 negativ - <2 szovet
NFPA N 70 negativ 15000 0 szovet
NFPA N 58 negativ - 25 szovet
NFPA F 58 PRL 5130 0 szdvet
egészséges N 39 - - - plazma
egészséges N 36 - - - plazma
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111.2. Nukleinsav izolalas
111.2.1. DNS izolalas sejt- és szovetmintakbol

A mitochondrialis variansok elemzéséhez 45 hypophysis adenoma szdvetbdl QIAamp
Fast DNA Tissue Kit (Qiagen) segitségével DNS-t izolaltam. Osszesen 12 GH termeld
(GHPA) és 33 klinikailag nem-funkcionalé (NFPA) adenomat vizsgaltunk, amelybdl 22
FSH/LH+, 11 pedig HN volt.

A sejtekbdl valdo DNS kivonashoz el6szor tripszin-EDTA oldat segitségével a sejteket
egymastél ¢és a tenyésztdedénytdl elvalasztottam, majd friss médiumban
felszuszpendaltam. A centrifugalast (10 perc, 1000 rpm) kovetéen a feliiluszot
eltavolitottam, a pelletet pedig 200 ul PBS-ben felszuszpendaltam. A sejtekb6l a DNS
izolalast a QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen) és QiaCube DNS izolal6 automata (Qiagen)

hasznalataval végeztem.

A DNS mintdk koncentraciojat NanoDrop 1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher

Scientific) mértem.
111.2.2. RNS izolalas sejt-, szovet- és plazmamintakbdl

A génexpresszid méréshez a szovetmintakbél miRNeasy Mini Kit (Qiagen), a

sejtmintakbol RNeasy Mini Kit (Qiagen) segitségével teljes RNS-t izolaltam, melyek

crer

A vérplazma mintdkat jégen valo felolvasztas utan centrifugalassal (16000 g, 15 perc,
4°C) trombocita mentesitettem, majd mintanként 200 ul plazmabdl miRNeasy
Serum/Plasma Kit (Qiagen) segitségével teljes RNS-t izolaltam. Az RNS izolalas soran
minden mintdhoz egyenlé mennyiségli cel-miR-39-3p spike-in kontrollt (Invitrogen)

adtam.
111.3. Extracellularis vezikulak izolalasa és elemzése

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) izolalasat 300 ul plazmabdl kiindulva, precipitacios
modszerrel, Total Exosome Isolation Kit (from plasma) (Thermo Fisher Scientific)

segitségével, a gyartd utasitasainak megfeleléen, proteinaz K enzimes emésztést
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kovetden végeztem. Az EV-kat tartalmazo pelletet 200 ul steril PBS-ben szuszpendaltam,
majd bel6liik miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen) segitségével cel-miR-39-3p spike-

in kontroll (Invitrogen) hozzdadasaval RNS-t izolaltam.

Kutatocsoportunk  kordbbi vizsgdlatai sordn mar tobbrétlien (transzmisszios
elektronmikroszkoppal (TEM) és aramlasi citometriaval) bizonyitotta az exoszomak
jelenlétét az ugyanezen Kkittel izolalt mintakban (Perge és mtsai 2017). Ennek megfeleléen
kisérleteinkben az EV-k karakterizaldsa a Minimal Information for Studies Extracellular
Vesicles 2018 guideline alapjan tortént (Théry és mtsai 2018). Az izolalt EV-k
méreteloszlasanak vizsgalata 9 mintan qNano (IZON) késziilékkel, az adatok elemzése
pedig az Izon Control Suite v 3.1 (Izon Science) programmal tértént (Maas és mtsai 2014;

Osteikoetxea és mtsai 2015).

Az dramlasi citometriahoz 20 ug fehérjét tartalmazo exoszéma mintakat 4 w/v%-0s, 4 um
atmérdji aldehid/szulfat Latex gyongyokkel (Thermo Fisher Scientific) 15 percig
szobahdmérsékleten inkubaltunk. A gyongyhoz kapcsolt exoszoma pelletet ezutan 10 ul
EV-mentes FBS-sel kétszer mostuk, majd anti-CD9-APC (M-L13, BD), anti-CD63-PE
(MEM-259, Sigma), anti-CD81-PerCP (JS-81, BD) antitestekkel és annexin V-FITC
(Biolegend) hozzdadasaval 45 percig ujra szobahémérsékleten inkubaltuk. Negativ
kontrollként (a hattérzaj meghatarozasahoz) az exoszoma-gyongy komplexet EV-mentes

FBS-sel inkubaltuk és a mintakkal azonos modon megfestettiik.

A mintakat FACSCalibur 4dramlasi citométerrel (BD Biosciences) mértiik, az adatokat

pedig CellQuest Pro Szoftverrel (BD Biosciences) elemeztiik.
111.4. Hagyomanyos és ujgeneracios szekvenalas
111.4.1. DNS konyvtarkészités

A mitochondridlis genom elemzéséhez a DNS konyvtarkészités a hypophysis adenoma
szovetekbol izolalt genomialis DNS-bé] kiindulva, VariantPro™ Mitochondrion Panel
Library Preparation Kit (VP-MIT-0048, LC Sciences, LLC) segitségével tortént. Ennek
elsé 1épése a mintak egyedi PCR reakcidoban vald indexelésére volt sziikség. Ehhez
mintanként az alabbi reakciét mértem 0Ossze: 7,5 ul 2x PCR Master Mix, 0,6 ul

mitochondrium-specifikus Primer Mix, 0,6 ul R5 és 0,6 ul R7 Primer, valamint 5 ng DNS.
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A mitochondrium-specifikus primereknek koszonhetéen az amplikonok kizarélag a
mitochondrialis DNS-r6l képzdédtek és szaporodtak fel, mikozben az RS és R7

Primereknek kdszonhetéen minden minta egyedi index jeldlést kapott (5° €s 3° végen).
111.4.2. Kis RNS konyvtarkészités

A plazma mintdk miRNS profiljadnak meghatdrozasahoz a kis RNS konyvtarkészitést a
QlAseq™ miRNA Library Kit (Qiagen) segitségével, mintanként 5 ul RNS
felhasznalasaval, a gyartd utasitdsainak megfelelden végeztem. Roviden, a 3° és 5’
végekre vald adapter ligacidé utan a miRNS-eket univerzalis reverz transzkripcioval
szaporitottam fel, minden mintaban, majd ezeket QIAseq miRNA NGS Beads (Qiagen)
gyongyok segitségével megtisztitottam. A reakcid kozben az egyedi molekularis
indexeket (UMI) hordozé reverz transzkripcios primereknek koszonhetden a mintak

egyedi jelolést kaptak, ez tette lehetdvé, a tobb minta egy reakcidban vald szekvenalasat.
111.4.3. Ujgeneracios szekvenalas

Az indexelt egyedi konyvtarak tisztasagat és a megfelelé méretli fragmensek jelenlétét
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) késziiléken High Sensitivity DNA

Analysis Kit (Agilent Technologies) haszndlatdval ellendriztem.

Ezekbdl ekvimolaris mennyiségeket 0sszemérve létrehoztam a tobb indexelt mintat
tartalmazo, 4 nM-0s konyvtar pool-t, amelyet natrium-hidroxiddal valo denaturalast

kovetden 10 pM-osra higitottam, majd 600 ul-t a szekvenalo kazettaba pipettaztam.

A mitochondridlis genom elemzéséhez az 500 ciklusos Illumina MiSeq Reagent v2 kit-et
(Illumina), mig a miRNS profil elemzéséhez a 150 ciklusos Illumina MiSeq Reagent v3
kit-et (Illumina) hasznaltam. A szekvenalasokat mindkét esetben Illumina MiSeq

késziiléken végeztem.
I11.4.4. Sanger szekvenalas

Az ujgeneracids szekvenaldssal vizsgalt 45 DNS mintaban a kivalasztott egynukleotidos
variansokat (SNV-ket) Sanger szekvenalassal validaltam. A fragmentumok

felszaporitasahoz a nuklearis genom kizarasa érdekében Ramos és munkatarsai nyoman
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mitochondrium-specifikus primer készletet alkalmaztam (Ramos és mtsai 2011, 2009). A
PCR termékek tisztitasahoz Clean Sweep PCR Purification Kit-et (Thermo Fisher
Scientific) hasznaltam. A Sanger szekvenalas elékészitése BigDye™ Direct Cycle
Sequencing Kit-tel (Thermo Fisher Scientific), a szekvenalas pedig Applied Biosystems

3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) gép hasznalataval tortént.
I11.5. Gén- és miRNS expresszios mérések RT-qPCR alapt médszerekkel
111.5.1. Expresszios profil meghatarozas TagMan Low Density Array kartyaval

Az apoptozisban résztvevo gének expressziojat 29 nem-funkcionald és 12 GH termel6
hypophysis adenoméban, valamint 10 ép hypophysis szdvetben vizsgaltuk. Elso 1épésben
Superscript™ 111 First-Strand Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével 1 ug
RNS-bdl reverz transzkripcidoval cDNS-t szintetizaltunk. Ezutdn minden mintdbol Sul
cDNS-t kimérve 55 ul TagMan Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) és
50 ul nukledz-mentes viz hozzdadéasaval kapott 100 ul keveréket toltottiink a TagMan

Low Density Array (TLDA) kartya minden csatornajaba.

Ahhoz, hogy a plazmaban mért miRNS-eket Osszevethessiik a hypophysis adenoma
szovetekben kifejez6d6 miRNS-ekkel 6 GH termeld hypophysis adenoma és 5 ép
hypophysis szovet miRNS profiljat vizsgaltuk TLDA Human MicroRNA Panel v2
(Applied Biosystems) kartyak segitségével. Elso 1épésben mintanként 300 ng RNS-bol
kiindulva 2 primer pool (Megaplex RT primer Pool A és B) és TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével cDNS-t
szintetizaltunk. Ezutan a Megaplex Preamp Primerek (Human Pools Set v3.0, Thermo
Fisher Scientific) hasznalataval egy preamplifikacios 1épés kovetkezett, majd a kapott

termeéket a fent leirtaknak megfeleléen a TLDA kartyara mértik.

A kartyak elokészitése utan a kvantitativ valos idejii PCR reakciokat 7900 Fast Real-Time
PCR (Thermo Fisher Scientific) gépen végeztiik. Az endogén kontrollok meghatarozasa
a Normfinder szoftverrel tortént, az expresszié valtozasokat pedig a ddCT moddszer

alkalmazaséaval hataroztuk meg.
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111.5.2. Egyedi mRNS és miRNS expresszié meghatarozas RT-qPCR technikaval

Az egyedi mRNS expresszido mérésekhez elsd 1épésként 1 ug RNS-bél kiindulva High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével reverz

transzkripcidt végeztem.

A survivin expresszidjat egyedi TagMan gene expression assay (rno-BIRCS:
Rn00574012_m1, hsa-BIRC5: Hs04194392 sl1, hsa-ACTB: Hs99999903 m1l, 18S:
Hs99999901 sl) és TagMan Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific)

segitségével hataroztam meg.

A ciklinA2 (CCNAZ2) és CDK2 gének expresszidjat PowerUp SYBR Green Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) és egyedileg tervezett primerek (rmo-CCNA2 fw: 5’-
GGATGGTAGTTTTGAATCACCCC-3’, rev: 5’-GGATGGCCCGCATACTGTTA-3’,
ro-CDK2 fw: 5’-GCTTATCAACGCAGAGGGGT-3’, rev: 5’-
GGGTCACCATTTCGGCAAAG-3’, rmo-ACTB fw: 5’-
AGATCAAGATCATTGCTCCTCCT-3’, rev: 5>-ACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3’)

alkalmazasaval mértem.

A plazméban mért miRNS expressziok validalasahoz mintanként 2 ul RNS-b6l TagMan
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével cDNS-t
készitettem, majd az expresszidkat egyedi Advanced TagMan MicroRNA Assay (Assay
ID-k:  cel-miR-39-3p: 478293 mir, hsa-143-3p: 477912 _mir, hsa-6867-5p:
480488 _mir,150 hsa-6514-3p: 480214 mir, hsa-150-5p: 477918 mir, hsa-126-5p:
477888 _mir, hsa-26b-5p: 478418 mir, hsa-151 148b-3p: 477824 mir) és TaqMan

Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific) hasznalataval hataroztam meg.

A méréseket Quant Studio 7 (Thermo Fisher Scientific) késziiléken, 3 technikai
parhuzamos alkalmazéaséaval végeztem. Az expressziok kiszamitdsdhoz a ddCt modszert
hasznaltam, melynek soran a cel-miR-39-3p spike-in kontrollra normalizaltam. A fold

change értékeket a 2799t képlettel hataroztam meg (Livak és Schmittgen 2001).
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111.6. Fehérje expresszios vizsgalatok
111.6.1. Western blot analizis

A fehérje izolalashoz a sejteket PBS-sel (foszfat puffer) valé mosas utan 0,5% proteaz
inhibitor koktélt (PIC), 0,002 M natrium-ortovanadatot (NazVOa) és 0,01 M natrium-
fluoridot (NaF) tartalmaz6 western blot lizis puffereben (0.02 M Tris, 0.15M NacCl, 0.002
M EDTA, 0.5% Triton-X) felszuszpendaltam. Ezutan a sejttormelék eltavolitasa
érdekében a mintakat lecentrifugaltam (13000 rpm, 20 perc, 4°C), és a fehérjét tartalmazo

feltiluszokat 0j csObe helyeztem, majd felhasznalasig -70°C-on taroltam.

abszorbanciat Varioskan Flash plate reader (Thermo Fisher Scientific) miiszerrel 595 nm-

en mértem.

Fisher Scientific) kevertem és 99°C-on 5 percig denaturdltam. Az azonos mennyiségii
mintak fehérjéit 15%-os poliakrilamid gélen elvalasztottam, majd 2-3 6ranyi blottolassal
PVDF (polivinilidén-difluorid) membranra vittem at, melynek sikerességét Ponceau
festéssel igazoltam. A membrant az elsddleges antitesttdl fliggden egy oran at 5% tejben
vagy 5% BSA (szarvasmarha szérum albumin) oldatban blokkoltam, majd egy éjszakan
at 4°C-on inkubaltam az els6dleges antitesttel: survivin (1:500; #2808, Cell Signaling),
CDK2 (1:1000; #2546, Cell Signaling), p-CDK2 (1:1000; #2561, Cell Signaling), cyclin
A2 (1:1000; #MA1-154, Thermo Fisher Scientific). A kovetkez6 nap a mosasi fazisok
utan 1 6ran at szobahdmeérsékleten inkubaltam az els6dleges antitestnek megfeleld anti-
egér (1:2000, #P044701, Agilent) vagy anti-nyal (1:2000, #P044801, Agilent)
tormaperoxidaz-kotott masodlagos antitesttel. Végiil az Gjabb mosasi fazisokat kdvetden
a membranokat SuperSignal West Pico kemilumineszcens szubsztrat (Thermo Fisher
Scientific) segitségével hivtam eld, és Kodak Image Station 4000MM miszerrel

vizualizaltam.

Az el6hivast kovetéen a membranokrdl stripping buffer (0,2 mol/dm3 glicin, 0,1%
natrium-dodecil-szulfat, 0,1% Tween-20, pH=2,2) segitségével az antitesteket

eltavolitottam, és blokkolast kovetden az elébbiekhez hasonléan B-aktin elsddleges
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antitesttel (1:2000, #4967, Cell Signaling Technology) is jeloltem, ennek mennyiségét is
detektaltam, és az egyes fehérjék kifejez6dését az adott minta B-aktin mennyiségére
normalizaltam. A denzitometriai elemzéshez az Image J szoftvert (Bethesda)

alkalmaztam.
111.6.2. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz 16 nem-funkcionalé és 9 GH termel6 hypophysis
adenoma, valamint 5 ép hypophysis szovetb6l szarmazd formalinnal-fixalt paraffinba

agyazott (FFPE) mintat hasznaltunk.

A 4 um-es metszeteket, a korabban beallitott protokoll alapjan (Butz és mtsai 2017) nyul
anti-survivin elsédleges (1:4000, #2808, Cell Signaling Technology), és kecske anti-nyul
masodlagos (1:200, #P0448, Agilent) antitestek segitségével jeloltiik.

Az el6hivast DAB Chromogen Kit (Biocare Medical) alkalmazéasaval végeztiik, valamint
a mintdkon haematoxylin jelolést is alkalmaztunk. Az elkésziilt metszeteket
nagyfelbontdsu scanner (Pannoramic Scan, 3DHISTECH Kft.) segitségével
digitalizaltuk, és a CaseViewer 2.1 szoftver NuclearQuant (3DHISTECH Kift.)
moduljanak segitségével patologus elmezte. A survivin expresszio alapjan két csoportot
kiilonitettiik el: negativ-gyenge, és kozepes-erds expresszid. A szoftver segitségével
megallapitottuk, hogy a sejtek hany szazaléka volt survivin pozitiv. A kdzepes-erds

festddést alkalmaztuk a csoportok kozotti 6sszehasonlitdsra.
I11.7. Sejttenyészeteken végzett in vitro vizsgalatok
I11.7.1. Sejttenyésztés

Kisérleteimet az RC-4 B/C (CRL-1903) és a GH3 (CCL-82.1) patkany hypophysis
adenoma sejtvonalakon végeztem (American Type Culture Collection, ATCC), melyeket

a gyarto utasitasai szerint taroltam és tenyésztettem.

Az RC-4 B/C sejtek fenntartdsdhoz 4 mM L-glutamint, 1,5 g/l natrium-bikarbonatot és
4,5 g/l gliikkézt tartalmazoé Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) és szintén 1
g/l glikozt tartalmazé Minimum Essential Medium o (MEM o) 1:1 keverékét
egészitettem ki 0,01 mM nem-esszencidlis aminosav keverék (NEAA), 15 mM HEPES,
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0,2 mg/ml BSA, 2.5 ng/ml EGF (epidermalis ndvekedési faktor), 10% dializalt ho-
inaktivalt FBS (magzati szarvasmarha szérum), és 1% Penicillin-Streptomycin

antibiotikum hozzaadasaval.

A GH3 sejteket 2,5% FBS és 15% 16szérum hozzdadasaval kiegészitett F-12K

M¢édiumban tenyésztettem.

Mindkét sejtvonalat 37°C-on, 5%-0s CO: koncentracié mellett parasitott inkubatorban

tartottam, és 2-3 naponta médiumot cseréltem rajtuk. A passzédlashoz 0,25% (w/v)

Trypsin-0,53 mM-EDTAoldatot hasznaltam.
111.7.2. In vitro kezelések

Az RNS, DNS, fehérje és citoplazma extraktum izolalashoz a sejteket hatlyuku edényben
tenyésztettem, melyre a kezelést megel6z6 napon 6x10° RC-4 B/C vagy 2x10° GH3 sejtet
tiltettem ki. A proliferacio vizsgalathoz 96 lyukl edényeket hasznaltam, melyre szintén a

kezelést megel6z6 napon iiltettem ki 2,5%10* (RC-4 B/C) illetve 6,5%10* (GH3) sejtet.

A kezelésekhez hasznalt ASA (Sigma), ¢s YM155 kis molekula inhibitort (Selleckchem)
dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottam. A human rekombinans TRAIL (ThermoFisher
Scientific) beoldasa a gyarto utasitasainak megfeleléen 0,1% BSA-t tartalmazo6 nukleaz-
mentes vizbe tortént. A beoldasi koncentracidkat mindig ugy valasztottam meg, hogy a
sejtekhez azonos térfogati vivoanyag keriiljon, amely a médiumban ne haladja meg a
0,1%-ot. A kisérletek soran alkalmazott kontrollok a kezelésekkel azonos térfogata

vivOnyagot kaptak.

A sejtkezelésekhez az ASA esetében 1-5 mM, az YM155 esetében 0,1-5 uM, a TRAIL
esetében pedig 2 ug/ml koncentracidkat alkalmaztam, melyeket részben szakirodalmi
ajanlasok (Ashkenazi és mtsai 1999; Rauch és mtsai 2014; Stuckey és Shah 2013; Yang
¢s mtsai 2011), részben pedig sajat eldkisérleteim alapjan valasztottam ki. A kezeléseket

minden méréshez legalabb 3 fliggetlen kisérletben végeztem el.
111.7.3. Eletképesség és proliferaciés assay

A kezelések sejtproliferaciora gyakorolt hatasat AlamarBlue reagenssel vizsgaltam

(Thermo Fisher Scientific). A 96 lyuku tenyésztéedényben tartott és kezelt sejtekhez 10%
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AlamarBlue reagenst adtam, majd 1 6ran 4t 37 °C-on s6tétben inkubaltam. A fluoreszcens
mérést (excitacios maximum: 560 nm, emisszids maximum: 590 nm) Varioskan Flash
plate reader (Thermo Fisher Scientific) késziiléken végeztem. Kezelésenként és

idépontonként 4 parhuzamos mérést alkalmaztam.

A sejtek életképességének vizsgalatdhoz trypan blue festést hasznaltam, amely
lehetdséget ad az ¢é16 és elpusztult sejtek elkiilonitésére. A festés el6tt a 6 lyuka edényen
tenyésztett és kezelt sejtekrdl eltavolitottam a médiumot, majd PBS-sel torténd mosast
kovetéen 200 ul 0,25% (w/v) Trypsin-0,53 mM-EDTA oldattal 37 °C-on 8-10 percig
inkubaltam, hogy a sejtek egymastol és a tenyésztéedénytdl elvaljanak. Az emésztési
reakciot 1 ml tapfolyadékkal allitottam le, melyben felszuszpendaltam a sejteket. Ezutan
a sejtszuszpenzidhoz 1:1 aranyban 0,4% trypan blue oldatot adtam. A vizsgalat alapja,
hogy az ¢16 sejtek nem festédnek meg, mig a elpusztult sejtek permeabilis membranjan
at tud jutni a festék, igy ezek kékre szinez6dnek. Az €16 és halott sejtek szamat Biirker

kamra segitségével hatdroztam meg.
I11.7.4. Apoptézis és DNS fragmentacios assay

A kaszpaz-3 aktivitasat a Caspase Colorimetric Protease Assay Sampler Kit (Thermo
Fisher Scientific) segitségével a gyartd utasitasainak megfeleléen végeztem. A
kezeléseket kovetéen a médiumot eltdvolitottam a sejtekrdl, és PBS-sel valdo mosast
kovetden 50 ul hideg sejtlizis pufferben felszuszpendaltam, majd 10 percig jégen
inkubaltam a sejteket. Egy centrifugélasi 1épést kdvetden (1 perc, 10000 g), a sejttormelék
mentes citoplazma extraktumot (feliilusz6) 0j centrifuga csdbe pipettaztam, és a fehérje
egyforma koncentraciora (2 mg/ml) higitottam, és 1:1 aranyban 10 mM DTT-t és 200 uM
DEVD-pNA szubsztratot tartalmazé Reakcido Pufferrel 2 6ran 4t 37 °C-on sotétben
inkubaltam. Az abszorbancidt Varioskan Flash plate reader (Thermo Fisher Scientific)

segitségével 405 nm-en mértem.

Az effektor kaszpazok aktivalédasa mellett, az apoptozis egy masik jellegzetessége a
DNS fragmentacio. Ennek vizsgalata érdekében a DNS mintakat gélelektroforézisnek

vetettem alé etidium-bromidot tartalmazo6 1%-os agardz gél felhasznalasaval.
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I11.7.5. Apoptozis és sejtciklus vizsgalat aramlasi citometriaval

A kiilonboz6 kezelések (ASA, YM155 inhibitor és survivin siRNS) apoptézis indukald
¢s sejtciklust befolyasold hatasat aramlési citometridval vizsgaltam. A kezelési ido letelte
utdn a sejteket tripszin-EDTA segitségével felszuszpendaltam, PBS-sel kétszer
atmostam, majd a centrifugélast (1000 rpm, 5 perc) kovetden a pelleletet jéghideg 70%-
o0s etanolban szobahémérsékleten 20 percig fixaltam, majd felhasznalasig (de legalabb 30
percig) -20°C-on taroltam.

A mérés elott a sejteket lecentrifugaltam (1000 rpm, 5 perc), majd 100 ng/ml RNaz
tartalmu extrakcidés pufferben (200 mM Na2HPO4, pH=7,8) felszuszpendaltam, és
szobahémérsékleten 15 percig allni hagytam. Ezutan hozzaadtam a propidium-jodid DNS
festéket (végsd koncentracio: 10 ng/ml) és 15 percig szobahdmérsékleten sotétben

inkubaltam.

Ezutéan a sejteket FACSCalibur aramlasi citométeren (BD Sciences) elemeztem, minden
mintaban legalabb 10000 eseményt mértem. Az eredmények értékeléséhez Cell Quest Pro
¢s ModFit szoftvereket alkalmaztam. A korabbiakhoz hasonléan minden kezelésnél és

idépontnal legalabb hdrom biologiai parhuzamos mintat mértem meg.
111.7.6. Plazmid transzfekcio

A survivin talexpresszaltatasahoz plazmid transzfekciot alkalmaztam. Ehhez az RC-4
B/C sejtekbdl High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) segitségével
felszaporitott survivin cDNS fragmentumot HindIIl és Xbal enzimek (New England
Biolabs) hasznalatdval pcDNA3.1 vektorba (Thermo Fisher Scientific) klonoztam. Az
elkésziilt vektort Escherichia coli DHS5a baktériumokba transzformaltam, melyekbdl
felszaporitas utdn PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit (Thermo Fisher Scientific)
segitségével nyertem ki a rekombindns DNS-t nagy mennyiségben. Az inszert
szekvenciajat és plazmidba valo beépiilését a plazmidon tapadd primerek segitségével,
Sanger szekvenalassal ellendériztem (a  primerek szekvencigja: fw: 5°-
CGAAGCTTCACCATGGGTGCTCCGGCGCTGC-37, rev: 5’-
CGTCTAGAGTCAGCGTAAGGCAGCCAGCTG-3’).
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Az elkésziilt plazmidot X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Sigma)
segitségével juttattam be az RC-4 B/C sejtekbe. A survivin talexpresszaltatasanak
sikerességét 48 oOra eltelte utan kvantitativ real-time PCR-rel és western blottal is
igazoltam. A transzfekcio hatékonysaga megkozelitdleg 80%-0s volt, melyet GFP-t (zold
fluoreszcens fehérje) tartalmazd plazmid bevitelével fluoreszcens mikroszkdppal

ellendriztem.
111.7.7. siRNS transzfekcio

A survivin gén csendesitése érdekében két kiillonboz6 survivin sSiRNS-sel (Silencer Select
s133761, s133762, Thermo Fisher Scientific), és egy negativ kontrol siRNS-sel (Thermo
Fisher Scientific), Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific) reagens
segitségével transzfektaltam a sejteket 10 nM végkoncentracioban. A géncsendesités

hatékonysagat western blottal ellenériztem (ennek Iépéseit 1sd. 111.6.1. fejezet).
111.8. Xenograft kisérlet

A xenograft kisérlethez 6-8 hetes, kombinalt immunhianyos (SCID) BALB/C torzsi
beltenyésztett egereket hasznaltunk. A sejteket trypsin-EDTA emésztést kovetden PBS-
sel mostuk, ¢és 100 ul szérum-mentes tapfolyadékban felszuszpendaltuk. A
sejtszuszpenzidt 1:1 aranyban matrigéllel (Corning) kevertiink, és az allatok bdre ala
juttattuk. Minden kisérletben két-két egeret hasznaltunk, és a kisérleteket haromszor

ismételtiik.

A GH3 sejtek esetében az irodalmi adatok alapjan 107 sejtet hasznaltunk, mig az RC-4
B/C sejtek esetében nincs publikalt xenograft modell, igy tobbféle kiindulasi sejtszamot

is kiprébaltunk (5x108, 107, 2x107).

Az egereket ad libitum taplaltuk, a tumorok méretét pedig hetente egyszer, ugyanaz az
allathazi gondozo mérte le. A tumorok méretét az alabbi formula alapjan szamoltuk ki:
volumen (cm?3) = 1xw?x0,5, ahol ,,I” (length) és ,,w” (width) a tumor hossza és szélessége

(Jensen és mtsai 2008).

Az 4llatokat éter anesztézidban cervikalis diszlokacidval oOltiikk le, majd boncolasnak

vetettiik ala, a tumorokat formalinban fixaltuk.
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111.9. Bioinformatikai és statisztikai modszerek
111.9.1. A mitochondriilis genom szekvenaldsanak bioinformatikai elemzése

A mitochondridlis genom vizsgalata sordn az ujgeneracidos szekvenalassal kapott
eredményeket a Genome Analysis Toolkit (GATK) best practice guideline alapjan
elemeztiik. A kétiranyu szekvendlds adatainak FASTQ formatumba valé kinyerése utan
az adapterek levagasa és a rosszabb mindségii read-ek (QC<20) kiszlirése a Trim Galore
(Babraham Bioinformatics, www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore)

és a cutadapt algoritmus hasznalataval tortént (Martin 2011).

A variansok azonositdsa sordn az illesztéshez a legfrissebb human mitochondridlis
referencia szekvenciat (Revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) of the Human
Mitochondrial DNA (NC _012920.1 gi:251831106)) hasznaltuk.

A referencia allélt minden esetben nulldnak, a varidns allélt egynek vettiik, ennek
megfelelden a statisztikai elemzéseknél nem-parametrikus teszteket alkalmaztunk. A
heteroplazmia aranyanak meghatdrozasahoz a varians allél eléfordulasat osztottuk a teljes
el6fordulassal. A heteroplazmia meghatarozasanal irodalmi adatokra timaszkodva 3%-ot
vettiink cut-off értéknek, és az ez alatti értékeket nem tekintettiink valos eléfordulasnak

(Kloss-Brandstitter és mtsai 2015).

A kiilonb6z6 hisztologiai  csoportoknak a varidnsgyakorisdgok alapjan vald
Osszehasonlitasara két csoport esetén Wilcoxon rank sum tesztet, tobb csoport esetén
nem-parametrikus Kruskal-Wallis Rank tesztet koveté Conover-Iman post-hoc tesztet
alkalmaztunk (Siegel és Castellan Jr. 1988). A t6bbszoros 6sszehasonlitast Benjamini és

Hochberg (BH) modszerrel korrigaltuk.

A hierarchikus klaszterelemzéshez az R program heatmap csomagjat hasznaltuk, és az
Euklideszi tavolsag modszert alkalmaztuk, melynek sordn a csoportositds alapjaul az

atlagok szolgaltak.
111.9.2. A mikroRNS szekvenalas bioinformatikai elemzése

A kis RNS konyvtar ujgeneracios szekvenalassal vald elemzése soran kapott read-ekrol

elsd 1épésben a cutadapt program segitségével eltdvolitottuk a 3’ adaptereket, €s a rossz
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mindségli bazisokat (http://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/guide.html). Ezutan a

bowtie algoritmus hasznalataval (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) a

szekvencidkat a miRBase v21 adatbazisban megtalalhato érett miRNS szekvencidkra

illesztettik.

Az elemzésekhez minden olyan leolvasast figyelembe vettiink, amely illeszkedett
valamely érett miRNS szekvencidra és rendelkezett a mintak beazonositasahoz sziikséges
egyedi molekularis index-szel (UMI read-ek). Ez minden mintara megadott egy teljes
miRNS talalatszamot, amelyre az adott mintaban talalt egyedi miRNS taldlatszamokat
normalizaltuk, és ezaltal az expresszid valtozasokat meghatarozhattuk. A kdnnyebb
interpretalhatésag érdekében a kapott szamokat mindenhol 10000-rel szoroztuk

(normalizalt read szamok).

Az expresszios kiilonbségek meghatarozasahoz a csoportok szdma és az eloszlasok
alapjan Student féle T-prébat, parositott T-probat, vagy Wilcoxon rank sum tesztet
hasznaltunk, a tobbszords oOsszehasonlitdsbol eredd hiba korrekcidjara Benjamini-

Hochberg (BH) tesztet alkalmaztunk

Az isomiR-ek elemzéséhez isomiR-SEA algoritmust hasznaltuk (Urgese és mtsai 2016).
A hierarchikus klaszteranalizist Euklideszi tavolsdg modszerrel a Pheatmap R

programcsomag segitségével végeztiik.
111.9.3. Statisztikai elemzések

A nagy ateresztOképességii és az egyedi kvantitativ valos ideji PCR-rel kapott
eredmények elemzését €és vizualizalasat az R statisztikai programmal és a GraphPad

Prism 6 (GraphPad Software Inc.) szoftverrel végeztiik.

Két csoport Osszehasonlitasanal a Shapiro-Wilk normalitas teszt eredménye alapjan

Student féle T-probat vagy Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk.

Tobb csoportban Shapiro-Wilk normalitas teszt eredményétdl fiiggden egyutas
varianciaeclemzést (ANOVA) koveté Tukey-féle post-hoc teszttel vagy Kruskal-Wallis

tesztet kovetd Dunn teszttel elemeztiik.

Minden elemzésnél p < 0,05 értéket tekintettlink statisztikailag szignifikansnak.
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IV. EREDMENYEK
IV.1. A hypophysis adenomak mitochondrialis genomjanak elemzése
IV.1.1. A teljes mitochondrialis genom vizsgalata ujgeneracios szekvenalassal

Az Ujgeneracios szekvenalas soran mintanként atlagosan 52 399 (minimum: 24 019,
maximum: 242 870) leolvasast (read-et) kaptunk. Az illesztés soran a leolvasasok
95+1%-a illeszkedett a human mitochondrialis genomra, amely mutatja az alkalmazott
modszer hatékonysagat, azaz a konyvtarkészités soran nagy specificitdssal sikeriilt a
mitochondrialis genomot felszaporitanunk. A bazisonkénti atlagos lefedettség 630+370

(atlag+SE) read volt (1. abra).

1800
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1200
1000
800
600
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1. abra — A mitochondridlis genom ujgenerdcios szekvendldssal valo elemzése sordn
kapott bazisonkénti lefedettségek — A piros vonal jelzi az atlagos lefedettséget, ami
630+370 (atlag+SE) volt.

Osszesen 496 egynukleotidos varianst (SNV-t) azonositottunk legalabb egy mintaban,
melyek koziil 269 fehérjekodold, 227 pedig nem-kodold régioban helyezkedett el. A
fehérjekodolo variansok koziil 136 nem-szinonim, 133 pedig szinonim valtozast okozott.
Az 0Osszes altalunk azonositott varians adatait a Mellékletben szerepld 1. Kiegészitd
tablazat tartalmazza. A munkénkat megel6z6en egyetlen munkacsoport vizsgalt
mitochondrialis varidnsokat GH és/vagy PRL termeld (nem oncocytas) hypophysis
adenomakban. Ennek eredményei elérhetéek voltak a HmtDB adatbazisban

(http://www.hmtdb.uniba.it), igy 0ssze tudtuk vetni az altalunk azonositott variansokat

ezen korabbi eredményekkel, és megallapitottuk, hogy az altalunk leirt 496 variansbol 82
volt megtalalhaté az adatbazisban, 414 pedig teljesen ujnak bizonyult (1. kiegészito
tablazat).
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A detektalt variansok koziil 482 mutatott legalabb egy mintaban valamilyen mérték,

altalaban alacsony heteroplazmiat (szinekkel jelolve, 2. abra/a).

Recidiva

0.8 NA
recidiva
a nem recidiva
0.8 Ki-67 index
1 (1-4%)
i 2 (5-10%)

Szovettan
GH +

0.2 FSH/LH +
HN
0

0.4

b c
801 FSH/LH + ~ GH+
60- -
_ - 143
40 - 7 M 1 y 45 x
201 m - -
HH ] { i
o ' ! HN
GH + FSH/LH + HN

2. dbra — A mitochondpridlis genomban azonositott varidnsok lehetséges dsszefiiggései
a betegek klinikai adataival — a) A hierarchikus klaszteranalizis megmutatta, hogy az
osszes varianst vizsgalva nem kiiloniilnek el egymdstol a kiilonbozo szovettani tipusu,
kiilonbozé Ki-67 index-szel rendelkezd, vagy a recidiv-nem recidiv adenomdk. A kék-zold
szinskadla a heteroplazmia aranyat mutatja, ahol a kék (0) jelenti a 100% referencia, mig
a zold (1) a 100% varians allélt. Az abra jol mutatja a tapasztalt alacsony mértékii
heteroplazmiat (kék dominancia). b) A kiilonbozé szévettani tipusii adenomakban talalt
variansok szama mintanként. A mintak a csoportokon beliil a variansok szama alapjan
novekvé sorrendbe lettek rendezve. C) A kiilonbozd szévettani tipusu adenomdkban talalt
egyedi és kozos variansok szama. FSH: follikulus stimuldlo hormon, LH: luteinizalo
hormon, GH: novekedési hormon, HN: hormon negativ, NA: nincs adat (Németh és mtsai
2019)

55



DOI:10.14753/SE.2020.2292

A kiilonb6z6é szovettani csoportok Osszehasonlitisa alapjan megallapithatd, hogy a
hormon negativ (HN) adenomak enyhén magasabb (8,27%) heteroplazmiat mutatnak,
mint az FSH/LH+ (6,96%) és a GH termel6 (6,72%) adenomak (2. tablazat). Ez a
kiilonbség akkor is megmaradt, ha a kodold és nem-kdodold variansokat kiilon elemeztiik
(2. tablazat). Nem talaltunk kiilonbséget az alacsony (<50%) és a magas (>50%)

crer

alapjan).

2. tablazat — A heteroplazmia ardnya (dtlag és standard devidcio) a kiilonbozo
szovettani tipusu adenomdk teljes mitochondridlis genomjanak vizsgdlata sordn —
GHPA: GH termel6 hypophysis adenoma, FSH: follikulus stimuldlé hormon, LH:
luteinizalo hormon, GH: névekedési hormon, HN: hormon negativ, SD: standard
devidcio (Németh és mtsai 2019)

ag:r?gﬁria GHPA zﬁeHrflgr;I; HN adenoma

Minden varidns

atlag (%) 7,22 6,72 6,96 8,27

SD (%) 13,78 14,73 13,37 16,71
Fehérjekodold variansok

atlag (%) 6,59 6,18 6,35 7,45

SD (%) 12,56 13,36 12,06 16,16
Nem-kodolé variansok

atlag (%) 7,98 7,37 7,71 9,17

SD (%) 15,14 16,24 14,79 17,34

Atlagosan mintanként 35 varidnst azonositottunk, amely hasonlé volt a kiilonbozé
szovettani csoportokban (GHPA: 33, FSH/LH+ adenoma: 34, HN adenoma: 40). Bar az
eléforduld varidnsok szdma nem mutatott korrelaciot a proliferacidoval, megallapitottuk,
hogy szovettani tipustol fliggetleniil, a legtobb varidnst hordoz6 mintaknak volt a
legmagasabb a Ki-67 proliferacios index-iik (GHPA: 8%, FSH/LH+ adenomak: 7-10%,
HN adenomak: 5%) (2. abra/b).

A szovettani csoportokat Gsszehasonlitva 143, 58, illetve 52 olyan varianst talaltunk,
amely kizarolag a FSH/LH+, a HN vagy a GH termel6 adenomakban fordult eld, a masik

kettdben egyaltalan nem (2. abra/c és 3. tablazat).
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3. tablazat — A kizarolag az egyik szovettani tipusra jellemzdé mitochondridlis
variansok — GHPA: GH termel6 hypophysis adenomdk, FSHILH+ adenomdk: FSH
és/vagy LH pozitiv nem-funkcionalo hypophysis adenomdak, HN: hormon negativ nem-
Sfunkcionalo hypophysis adenomdk (Németh és mtsai 2019)

GHPA (52) FSH/LH+ adenomak (143) HN adenomak (58)
chrM_199 chrM_183 chrM_9949 chrM_188
chrM_368 chrM_235 chrM_9966 chrM_189
chrM_374 chrM_239 chrM_10217 chrM_497
chrM_456 chrM_247 chrM_10253 chrM_866
chrM_951 chrM_317 chrM_10946 chrM_1189
chrM_2245 chrM_320 chrM_11009 chrM_1958
chrM_2387 chrM_385 chrM_11016 chrM_2416
chrM_2407 chrM_564 chrM_11031 chrM_2850
chrM_2772 chrM_593 chrM_11169 chrM_3480
chrM_3670 chrM_877 chrM_11203 chrM_3832
chrM_4048 chrM_879 chrM_11253 chrM_3918
chrM_4071 chrM_933 chrM_11377 chrM_4435
chrM_4164 chrM_961 chrM_11402 chrM_4755
chrM_4639 chrM_1030 chrM_11866 chrM_5801
chrM_5263 chrM_1718 chrM_11914 chrM_5906
chrM_5325 chrM_1824 chrM_11959 chrM_6227
chrM_5351 chrM_1893 chrM_12103 chrM_6425
chrM_5460 chrM_2392 chrM_12127 chrM_6851
chrM_5703 chrM_3264 chrM_12390 chrM_7022
chrM_6386 chrM_3380 chrM_12634 chrM_7559
chrM_6455 chrM_3414 chrM_12645 chrM_7621
chrM_6680 chrM_3552 chrM_12684 chrM_7910
chrM_6768 chrM_3565 chrM_12716 chrM_8020
chrM_6776 chrM_3915 chrM_12764 chrM_8270
chrM_7080 chrM_4086 chrM_12773 chrM_8308
chrM_7299 chrM_4122 chrM_12957 chrM_8440
chrM_7684 chrM_4227 chrM_13036 chrM_8596
chrM_7819 chrM_4401 chrM_13063 chrM_9128
chrM_7853 chrM_4558 chrM_13102 chrM_9520
chrM_8153 chrM_4715 chrM_13169 chrM_9698
chrM_8869 chrM_4727 chrM_13263 chrM_10334
chrM_8926 chrM_4793 chrM_13613 chrM_10360
chrM_9110 chrM_4796 chrM_13681 chrM_10394
chrM_9548 chrM_4937 chrM_13759 chrM_10550
chrM_9575 chrM_4974 chrM_13788 chrM_10630
chrM_9824 chrM_5031 chrM_13823 chrM_10813
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GHPA (52) FSH/LH+ adenomak (143) HN adenomak (58)
chrM_10192 chrM_5262 chrM_13825 chrM_10948
chrM_10345 chrM_5293 chrM_13834 chrM_11299
chrM_12161 chrM_5334 chrM_13984 chrM_11337
chrM_12373 chrM_6126 chrM_14003 chrM_11832
chrM_12405 chrM_6464 chrM_14318 chrM_12810
chrM_12811 chrM_6554 chrM_14344 chrM_13117
chrM_13528 chrM_6756 chrM_14893 chrM_13230
chrM_13824 chrM_6779 chrM_14971 chrM_13336
chrM_14435 chrM_7024 chrM_15172 chrM_13857
chrM_15323 chrM_7196 chrM_15218 chrM_13965
chrM_16182 chrM_7270 chrM_15245 chrM_14167
chrM_16256 chrM_7645 chrM_15249 chrM_14319
chrM_16287 chrM_7714 chrM_15322 chrM_14687
chrM_16297 chrM_7789 chrM_15487 chrM_15062
chrM_16526 chrM_7963 chrM_15734 chrM_15331
chrM_16527 chrM_8014 chrM_15750 chrM_16086

chrM_8026 chrM_15927 chrM_16093

chrM_8277 chrM_16067 chrM_16185

chrM_8279 chrM_16092 chrM_16224

chrM_8281 chrM_16148 chrM_16239

chrM_8431 chrM_16162 chrM_16240

chrM_8448 chrM_16193 chrM_16366

chrM_8473 chrM_16194

chrM_8521 chrM_16209

chrM_8584 chrM_16221

chrM_9033 chrM_16263

chrM_9156 chrM_16265

chrM_9182 chrM_16266

chrM_9380 chrM_16288

chrM_9398 chrM_16302

chrM_9492 chrM_16327

chrM_9527 chrM_16355

chrM_9545 chrM_16399

chrM_9554 chrM_16482

chrM_9819 chrM_16545

chrM_9899
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A hierarchikus klaszteranalizis sordn a mintdk nem kiiloniiltek el sem a szovettani tipus,

sem a Ki-67 index, sem pedig a recidiv/nem-recidiv statusz alapjan (2. abra/a).

A nem-parametrikus ANOVA elemzés alapjan a szovettani csoportok kozott 8
szignifikansan eltéré gyakorisagu varianst azonositottunk (4. tablazat). Az A11251G, a
T4216C, a T16126C, a C15452A, a T14798C, az A188G ¢és a T16093C variansok
gyakorisaga eltérd volt a GHPA és a HN adenomak kozott, mig a T14798C, a G185A, az
A188G ¢és a T16093C varidnsok gyakorisdga az FSH/LH+ és a HN adenomékban
kiilonbozott (4. tablazat).

4. tablazat — A kiilonbozo tipusu hypophysis adenomdkban szignifikansan eltérd
gyakorisagot mutato mitochondridlis variansok jellemzoi — A kaukazusi populacioban
kKimutatott  csirasejtes  gyakorisagok a  Mitomap  adatbdzisbol — szdrmaznak
(www.mitomap.org). HN: hormon negativ nem-funkciondlo hypophysis adenomdk,
FSH/LH+: FSH és/vagy LH pozitiv nem-funkcionalo hypophysis adenomak, GH+: GH
termel6 hypophysis adenomak, CYB: citokrom b, ND1: NADH dehidrogendz I, ND4:
NADH dehidrogendz 4, nem-szin: nem szinonim valtozdst okozo varidns, szin: szinonim

valtozast okozo varidns, vef: referencia allél, var: varidns allél, *: Sanger szekvendlassal
is validalt variansok (Németh és mtsai 2019)

Gyakorisag | Gyakorisag a kiilonb6z6 .. o
Allélok Gén | (csirasejtes, tipusa adenoma ko_?:tgétt .glﬂgg
Pozicié Régié kaukézusi) mintainkban P J g
Ref | Var HN | FSH/LH+ | GH+
GH+ vs. HN:
chrM_14798* | nem-szin | T | ¢ |cyB| 0107 | 036 | 005 |008 |_ 2034 NA
- : ' ’ S | FSH/LH+ vs.
HN: 0,0166
" . GH+ vs. HN: Leber-féle
chrM_4216 nem-szin T C | ND1 NA 0,55 0,27 0,08 0,0225 optikus atréfia
ovarium
chrM_15452 | nemszin | C | A |CvyB| 0144 | 055 | 027 |ops |CHVSHN:)  neoplizia
— 0,0225 (valoszintileg
patogén)
chrM_11251 szin A | G | ND4 NA 055 027 | 008 | CH* Vs HN: NA
- 0,0225
s FSH/LH+ vs.
chrM_185 | nem-kédols | G | A NA 0,27 000 | 0,08 | " 1N-0 0142 NA
GH+ vs. HN:
chrM_188 | nem-kédolé | A | G NA 018 | 000 |o000|_ 20246 NA
= ' ’ Y| FSHILH+ vs.
HN: 0,0249
GH+ vs. HN:
chrM_16093 | nem-kédols | T | C NA 0,18 000 | 000 |_ 00246 NA
- : ' Y FSHILH+ vs.
HN: 0,0249
chrM_16126 | nem-kodolo | T | C NA 055 | 027 | oo | s AN NA
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Egyetlen varidns gyakorisdga sem mutatott Osszefliggést a tumor méretével vagy

crer

adenomdk 40%-aban (6/15) eléfordult, a recidiv adenomékban viszont egyaltalan nem

(0/11) (p=0,021).
IV.1.2. A mitochondriilis varidnsok validilasa Sanger szekvenalassal

A szovettani csoportok kozott eltérd gyakorisdgu 8 varidnsbol 4 (G185A, A188G,
T16093C ¢és T16126C) a nem-kodold D-loop régioban foglalt helyet. A masik négy,
kodold régidban elhelyezkedd varians koziil az A11251G szinonim valtozast okozott.
Nem-szinonim variansok voltak ezzel szemben a citokrom b (CYB) génben elhelyezkedd
T14798C és C15452A, és a NADH-dehidrogenaz 1-es alegységében 1év6 T4216C. Ezek
a variansok rs28357681, rs527236209 és rs1599988 néven mar ismertek voltak. A

variansok adatait a 4. tablazat mutatja.

A validélashoz két olyan varianst valasztottunk ki (T14798C, T4216C), amelyek kédolo
régioban elhelyezkedd, nem-szinonim valtozast okozo varidnsok, €s nem mutattak
heteroplazmiat, igy Sanger szekvenalassal nagy biztonssaggal validalhatoak voltak. A két
varianst mind a 45 Ujgeneracios szekvenalassal is elemzett mintdban megvizsgaltuk, és a

korabban kapott eredményeket 100%-ban sikeriilt megerdsiteniink.
IV.2. Keringé miRNS biomarkerek keresése hypophysis adenomas betegekben

A keringd biomarkerek azonositasdhoz hypophysis adenomaval operalt betegek pre- €s
posztoperativ plazmamintait vizsgaltuk Gjgeneracios szekvenaldssal, majd egyedi RT-
gPCR-rel. Mintacsoportjaink elnevezésére a kovetkezd terminologiat kovettik: GH
termeld (GH+) csoport, FSH/LH+ csoport, HN csoport, amely azon betegek
plazmamintait jeloli, akiktdl a nevezett szovettani tipusu adenoma kertilt eltavolitasra.
Kontrollként két egészséges Onkéntestdl szarmazdé plazmamintat is hasznaltunk (N,

egészséges csoport).
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“ - miR-320a
| miR-99a-5p
L miR-378a-3p
miR-192-5p
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_ miR-6752-5p
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L miR-4695-3p
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l — miR-27b-3p
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—_— miR-323a-3p
— miR-134-5p
‘ = miR-28-5p
E— miR-1260b
| miR-181b-5p
— miR-181a-5p
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HN
HN

N
N
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
FSH/LH +
GH +
GH +
GH +
GH +
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- miR-1-3p_SNP-isomiR
miR-196b-5p_3p-isomiR
miR-361-3p_5p-isomiR
miR-382-3p_3p-isomiR
miR-1908-5p_5p-isomiR

B miR-144-5p_5p-isomiR
miR-425-3p_5p-isomiR
miR-382-5p_5p-isomiR
miR-181b-5p_3p-isomiR

P miR-184_3p-isomiR

miR-140-3p_5p-isomiR

3. dbra — A hypophysis adenomds betegek preoperativ, és az egészséges plazmamintaik
miRNS profilozdsdnak hierarchikus klaszteranalizise hotérképen dabrazolva — 29 olyan
MIRNS-t (a) és 11 isomiR-t (b) azonositottunk, amelyek alapjan elkiiloniilnek a kiilonbozd
mintacsoportok. A szinskala a miRNS/isomiR mennyiségét mutatja az alacsonytol (lila) a
magasig (sarga). N: egészséges plazma, GH+, FSH/ILH+, HN: a nevezett szévettani
tipusu hypophysis adenomaval miitott betegek plazmamintai
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IV.2.1. Plazma miRNS és isomiR profil elemzése ujgeneracios szekvenalassal
IV.2.1.1. Hypophysis adenomads betegek plazma miRNS profiljanak dsszehasonlitisa

Els6 1épésben kivancsiak voltunk arra, hogy milyen miRNS-ek fordulnak el6 az altalunk
vizsgalt 18 hypophysis adenomas (4 GH+, 10 FSH/LH+, 4 HN) beteg plazmajaban a 2

egészséges kontroll plazméahoz képest.

A szekvenalas soran mintanként atlagosan koriilbeliil 4 millio (4 001 268) read-et

kaptunk, melyeket a miRBase adatbazisban (www.mirbase.org, miRBase v21) (Griffiths-

Jones 2004) talalhat6 ismert human miRNS szekvenciakra illesztettiink.

Osszehasonlitottuk a kiilonboz6 szdvettani csoportba tartozo betegek plazmamintait, és
29 olyan miRNS-t azonositottunk, amely alapjan elkiilonithetok a kiilonb6z6 csoportok
(3. abra/a). Erdekes médon az egészséges és a betegektél nyert preoperativ mintdk
Osszehasonlitasa soran azt tapasztaltuk, hogy az adenomas mintakban kevesebb volt a

mMiRNS read, mint az egészségesekben (1,3x10° vs. 2,3x10°; p=0,0392).
IV.2.1.2. Plazma isomiR-ek dsszehasonlitasa a kiilonbozd csoportokban

Az Ujgeneracios szekvenalds — a kordbban miRNS elemzésre hasznalt modszerekkel
ellentétben — lehetéséget nyljt a miRNS-ek kiilonb6z6 izoformainak (isomiR-ek)

azonositasara is.

A plazmamintakban detektalt miRNS-ek 46,2%-a isomiR szekvencia volt, az 53,8%-ban
jelen levo, tokéletesen illeszkedd (egzakt) miRNS-ek mellett, amely jol mutatja az
isomiR-ek jelent6ségét. Ebbol 40,6% 3p isomiR volt, az Sp és SNP isomiR-ek minddssze
1,6%-o0t és 1,2%-ot képviseltek, mig 2,8% tobbféle variacidt is tartalmazott.

Osszehasonlitottuk a kiilénbdzé mintacsoportokat, és 11 olyan isomiR-t talaltunk,
amelynek megoszlasa eltért a kiilonb6z6 tipusu plazmakban (3. abra/b). Az 5p isomiR-
eket tekintve a miR-140-3p gyakorisaga szignifikdnsan eltért a GH+ és az egészséges
mintak kozott (p=0,025). A miR-1-3p SNP isomiR-ek pedig nagyobb mennyiségben
fordultak elé6 a GH+, mint az FSH/LH+ (p=0,015) és a HN (p=0,008) plazmakban. Az
egyik ilyen SNP isomiR (4. abra, #6) csak a HN mintakban fordul el6, a tobbi csoportban
egyaltalan nem. A miR-184 3p isomiR-ek gyakorisagaban szignifikans kiilonbség
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mutatkozott a GH+ és HN plazmak kozott (p=0,013) (4. abra). Erdekes modon a miR-
184 egyik ilyen variansa (4. abra, #6) csak a HN plazmakban fordult eld. Ez a varians a
szekvencia 3’ végén rovidebb, mint az egzakt miRNS, és két egypontos nukleotid varianst
is hordoz. A HN mintakban ez a jellegzetes isomiR teszi ki a miR-184 isomiR-ek 48%-

at.
IV.2.1.3.  Hypophysis adenoma specifikus miRNS-ek

Korabbi kozlemények alapjan az egészséges hypophysis €s a hypophysis adenoma szovet
mMiRNS-ekben igen gazdag, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a hypophysis adenoma és
a normalis hypophysis szovet kozott eltéréen expresszalodé miRNS-ek megjelennek-e a

keringésben.

Az elérhet6 irodalmi adatokbol kigyijtottiik azon tanulmanyokat, melyek NFPA vagy
GHPA ¢és NH szovetek miRNS mintdzatat vizsgaltak. Az NFPA mintdk esetében négy
(Bottoni és mtsai 2007a; Butz és mtsai 201 1a; Cheunsuchon és mtsai 2011; Liang és mtsai
2013), a GHPA szovetekrdl pedig harom ilyen tanulmany allt rendelkezésre
(Cheunsuchon és mtsai 2011; D’Angelo és mtsai 2012; Mao és mtsai 2010a). Ezeket
egészitettiik ki a sajat mérésiinkkel, melyben 6 GHPA és 5 NH szovet miRNS expresszios
profiljat vizsgaltuk TLDA kartyaval.

Kivalasztottuk azokat a miRNS-eket, amelyek legalabb két vizsgalatban egyforma iranyu
expresszid valtozast mutattak az adenomas mintakban (5. és 6. tablazat). Az NFPA
mintdkban 31 ilyen miRNS volt, melyek koziil 22 fordult el6 a plazmamintakban, és 3 (a
miR-10b-5p, a miR-182-5p és a miR-26a-2-3p) szintje mutatott ugyanolyan iranyu
kiilonbséget az FSH/LH+ és HN csoportokban a normalis plazmahoz képest, mint a
preoperativ mintakban a posztoperativokhoz képest (5. tablazat). A GHPA szoveteket
tekintve 7 olyan miRNS-t talaltunk, melyek expresszidja azonos iranyba valtozott
legalabb két tanulmanyban. Ezek koziil 5 fordult eld a plazmamintakban, és ebbdl harom,
a miR-29b-3p, a miR-432-5p és a miR-503-5p esetében tapasztaltunk ugyanolyan iranyt
kifejezddésbeli kiilonbséget a preoperativ plazméban a posztoperativhoz €és a norméalishoz
képest, mint a tumoros szovetben az egészségeshez képest (6. tablazat). Kozos
jellemzdjiik ezeknek a szovetben és plazmaban egyezd iranyu valtozast mutatdé miRNS-

nek, hogy a plazméban rendkiviil alacsony mennyiségben voltak jelen.
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miR-1-3p miR-184
B Egzakt MW 5p isomiR M Egzakt [l 5p isomiR
M 3pisomiR = SNP isomiR M 3pisomiR | SNP isomiR
FSH/LH + FSH/LH +
HN ]i|*
*
GH + GH +
N
© 4+ x © ® ,@0
Normalizalt read szamok Normalizalt read szamok
miR-1-3p
.GI-I+
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU egzakt [ HN
] FSH/LH +
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGG #
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGGA #2
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGGAG #3
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGGAGC #4
UGGAAUGUAAAGAAGUAUGGAGU #5
UGGAAUGUAAAGAAGUUUGUGG #6
UGGAAUGUAAAGAGGUAUGCA #7
seed régié Qm N ,\e: @,\m
Normalizalt read szamok
miR-184
EN
UGGACGGA[GAACUGAUAAGGGU egzakt HGH+
O HN
ulecacecGalcAACUGAUAAG # [0 FSHILH +
UGGACGGA|[GAACUGAUAAGG #2 o
UGGACGGA|GAACUGAUAAGGG #3 =
UGGACGGA|[GAACUGAUAAGGGEC #4
UGGACGGA[GAACUGAUAAGGGCU #
UGGACGGA[GAAUUGAUAAGGU #6
—
seed régio ,5 AQ 0 P 0P

QNN A
Normallzalt read szamok

4. abra — A miR-1-3p és a miR-184 miRNS-ek esetében uijgenerdcios szekvendldssal
azonositott isomiR-ek megoszlisa a preoperativ és egészséges plazmamintikban — Bal
feliil: Az SNP isomiR-ek gyakorisaga szignifikansan eltéer az FSH/LH+ és GH+
(p=0,015) valamint a HN és a GH+ plazmamintik kozétt (p=0,008). Jobb feliil: A 3p
iISsomiR-ek gyakorisaga szignifikans kiilonbséget mutatia a HN és GH+ plazmamintdk
kozott (p=0,013). N: egészséges plazma, GH+, FSH/LH+, HN: a nevezett szovettani
tipusti hypophysis adenomaval miitott betegek plazmamintdai
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5. tablazat — A nem-funkciondalo hypophysis adenoma szovetekben eltéroen
expresszdalodo miRNS-ek vizsgdlata a plazmamintikban — Az osszehasonlitashoz

irodalmi adatokbol kigyijtottiik azokat a miRNS-eket, amelyek legalabb két tanulmany
alapjan eltéréen expresszalodnak a nem-funkcionalo hypophysis adenomdkban (NFPA)
a normalis hypophysis szévethez (NH) képest. Ezeket vetettiik dssze a pre- és
posztoperativ plazmamintakban tapasztalt valtozasokkal. N: egészséges plazma, GH,
FSH/LH+, HN: a nevezett szovettani tipusu hypophysis adenomdval miitott betegek
plazmamintai, FC: fold change, pre: preoperativ plazma, poszt: posztoperativ plazma

MiRNS Br#ga?s L:ﬁ?s%fs L:ﬁ?s%fs (,Zheunsychon Bottgni és | HN poszt | HN pre Fpso?z/l_ \'/_SH FSH/LH+
2011 2013 2013 | &8 mtsai 2011 | mtsai 2007 | vs. pre vs. N pre prevs. N
miR-10b-5p 5.6 25 -0.5 0.6 -0.2 1.2
miR-127-3p -5.0 -0.8 0.6 -1.0 -04 -1.1
miR-136-5p -6.8 -9.0 -0.7 0.0 -0.1 -0.3 0.7
miR-139-5p 2.4 1.8 -0.3 0.3 0.3 -0.2
miR-140-3p 15 1.6 0.6 -0.8 -0.2 -0.9
miR-182-5p 2.7 2.3 -0.2 0.1 -0.2 0.1
miR-191-5p 1.0 0.6 0.7 -0.9 0.0 -0.9
miR-199b-5p -3.3 -3.2 0.1 0.3 -0.1 0.9
miR-24-3p -1.3 -0.9 0.5 -0.7 -0.3 -0.3
miR-26a-2-3p 1.8 1.6 -0.8 15 0.4 1.2
miR-323a-3p -4.3 -5.1 0.3 -1.1 -0.3 -1.3
miR-363-3p -3.3 -2.7 -1.9 -0.5 -0.3 0.1 0.0
miR-369-3p -6.5 -3.6 -0.8 -0.9 -0.5 -0.8
miR-369-5p 4.4 4.4 0.3 -1.1 -0.5 -0.7
miR-370-3p -5.5 -1.8 0.5 -1.0 -0.3 -1.0
miR-376¢-3p -5.4 -4.7 -0.2 -1.1 0.1 -1.3
miR-424-5p -4.6 -1.7 -1.7 0.2 0.8 0.3 0.4
miR-432-5p -4.9 -3.9 0.7 -0.8 -0.4 -0.9
miR-433-3p -4.7 -3.9 14 0.8 -0.1 0.6
miR-450a-5p -2.2 -3.3 -2.1 -0.7 23 1.2 1.6
miR-493-3p -5.8 -2.7 -2.1 0.5 -1.5 -0.2 -1.3
miR-503-5p -5.7 -5.3 -4.2 0.2 0.0 0.1 -0.2
miR-149-5p 25 1.0 plazmadban nem detektdalhato
miR-20b-3p -3.4 -4.5 plazmaban nem detektalhato
miR-31-5p -6.1 -4.4 plazmadban nem detektdalhato
miR-373 34 20 plazmaban nem detektdalhato
miR-410-3p -6.3 -4.8 plazmdban nem detektdlhato
miR-506 -5.6 -4.3 -4.1 plazmaban nem detektdalhato
miR-508-3p -5.1 -5.0 -3.1 plazmdban nem detektdlhato
miR-509-3p -2.0 -4.1 -3.2 plazmaban nem detektdalhato
miR-513-3p -2.2 -4.1 -3.8 plazmadban nem detektdalhatoé
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6. tablazat — A GH termeld hypophysis adenomakban a normalis hypophysis szovethez
képest eltéroen expresszalodo miRNS-ek dsszehasonlitisa a plazmdaban taldlt
eltérésekkel — Az irodalmi adatokat a sajat szoveti méreésiinkkel kiegészitve kivalasztottuk
azokat a miRNS-eket, amelyek kifejezddése GHPA szévetekben legaldabb két vizsgalatban
egyontetiien valtozott a NH szovethez képest. Ezeket vetettiik Ossze a pre- és posztoperativ
plazmamintakban tapasztalt valtozasokkal. N: egészséges plazma, GH+, FSH/LH+, HN:
a nevezett szovettani tipusu hypophysis adenomaval miitott betegek plazmamintai, FC:
fold change, pre: preoperativ, poszt: posztoperativ

GHPA vs. NH szovetek (relativ expresszié, FC) Plazmamintak (FC)
MiRNS D'Angelo és Mao és Sajat Cheunsuchon | GH+ poszt | GH+ pre vs.
mtsai 2012 | mtsai 2010 | mérésiink | és mtsai 2011 vs. pre N
miR-29b-3p 1.3 2.8 -0.2 0.8
miR-378a-3p 1.9 6.9 0.1 -1.5
miR-432-5p -2.6 -6.2 ._N?m Vf3|t 0.3 -1.1
MiR-503-5p 11 76 | k0205 miRNS 0.2 0.6
a tobbi
miR-657 -3.0 1.3 plazmaban nem detektalhato
miR-801 -3.8 -1.6 plazmaban nem detektalhato

IV.2.2. Pre-, és posztoperativ plazmaban el6fordulé miRNS-ek dsszehasonlitasa

Potencialis keringdé miRNS biomarkerek azonositdsa céljabol megvizsgaltuk, hogy a
preoperativ mintdkhoz képest valtozik-e a betegek miRNS profilja kézvetleniil (1-3

nappal) illetve 3 honappal a tumor eltavolitasa utan.

IV.2.2.1. A preoperativ és késoi posztoperativ mintapdrok elemzése ujgenerdcios

szekvenaldssal

Elsé Iépésben az ujgeneracios szekvenalassal végzett miRNS profilozas alapjan 18 beteg
(4 GH+, 10 FSH/LH+, 4 HN) pre- és késoi posztoperativ plazmaparjaiban hasonlitottuk

0ssze a tumor eltavolitasat kovetd miRNS szint valtozasokat.

A GH+ plazmaparok esetén 7, az FSH/LH+ parokban 3, mig a HN parokban 66 olyan
mMiRNS-t talaltunk, amelyek szintje szignifikansan eltért a pre- és késdi posztoperativ

mintaban (p<0,05) (7. tablazat).
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T.tablazat — A pre-, és késdi posztoperativ mintakban szignifikdnsan eltérd szintet
mutato miRNS-ek — GH+, FSH/LH+, HN: a nevezett szovettani tipusu hypophysis
adenomaval miitott betegek plazmamintai

_ ot Fold hange
MIRNS (parositott T-préba) (k;izt)gg:?t}’v;ls'
GH+ plazmaparokban
miR-376a-3p 0.022 2.00
miR-150-5p 0.035 1.58
miR-144-5p 0.045 -1.89
FSH/LH+ plazmaparokban
miR-4647 0.021 1.79
miR-143-3p 0.031 -1.66
miR-6514-3p 0.033 1.94
miR-3122 0.039 1.84
miR-101-5p 0.043 1.64
miR-6850-5p 0.045 2.19
miR-6867-5p 0.046 2.24
HN plazmaparokban
miR-26b-5p 0.001 1.34
miR-4458 0.001 -3.17
miR-3928-5p 0.003 -3.13
miR-26a-1-3p 0.003 1.52
miR-6790-5p 0.006 -2.85
miR-143-3p 0.006 1.21
miR-6780b-3p 0.006 -2.43
miR-27a-3p 0.007 1.38
miR-126-5p 0.008 1.37
miR-190a-5p 0.010 1.47
miR-616-5p 0.012 -4.82
miR-450b-5p 0.012 -1.74
miR-10b-5p 0.012 -1.38
miR-148b-3p 0.013 1.35
miR-6752-3p 0.013 -3.55
miR-6846-5p 0.013 -4.40
miR-125a-5p 0.015 1.62
miR-6090 0.015 -2.56
miR-551b-5p 0.016 -3.36
miR-26a-5p 0.018 1.32
miR-195-5p 0.018 -1.34
miR-6715b-5p 0.019 -3.31
miR-1203 0.020 -2.08

67



DOI:10.14753/SE.2020.2292

- Fold change
MIRNS | pertek (késéi poszt-, Vs.
(parositott T-préba) preoperativ)
miR-6766-5p 0.020 -3.53
miR-99b-5p 0.021 1.65
miR-2115-3p 0.021 -3.86
miR-3193 0.021 -5.25
miR-4661-5p 0.021 -3.23
miR-943 0.022 -2.92
miR-4646-3p 0.023 -2.14
miR-140-5p 0.023 1.12
miR-5010-3p 0.024 -1.71
miR-589-3p 0.025 -2.79
miR-6764-5p 0.026 -2.33
miR-3124-5p 0.030 -2.06
miR-4729 0.031 -4.07
miR-3198 0.032 -1.70
miR-1226-3p 0.032 1.45
miR-125b-5p 0.032 1.20
miR-199a-5p 0.035 1.36
miR-24-3p 0.036 1.41
miR-4496 0.036 -2.09
let-7i-5p 0.036 1.34
miR-3187-3p 0.037 1.29
miR-339-3p 0.037 1.46
miR-126-3p 0.038 1.44
miR-3653-5p 0.038 -2.83
miR-3180-5p 0.038 -1.27
miR-6842-3p 0.040 1.30
miR-374a-3p 0.041 -1.95
miR-34b-3p 0.041 -2.21
miR-942-5p 0.042 1.20
miR-6748-5p 0.042 211
miR-98-5p 0.043 1.34
miR-488-5p 0.044 -3.66
miR-27b-3p 0.046 1.46
miR-647 0.046 -1.96
miR-331-5p 0.047 -2.15
miR-4782-5p 0.047 -2.59
miR-345-5p 0.048 1.56
miR-224-5p 0.049 1.37
miR-30a-5p 0.049 1.30
miR-7706 0.049 141
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_érték Fold change
miRNS ( émsi‘iott Toorobay | (késti poszt- vs
p P preoperativ)
miR-21-5p 0.049 1.10
miR-6843-3p 0.049 -1.55
miR-152-3p 0.050 1.70

IV.2.2.2.  Kivilasztott miRNS-ek validalasa egyedi RT-QPCR-rel

A wvalidalas elsé 1épéseként megvizsgaltuk, hogy az ujgeneracidés szekvenaldssal
azonositott kevésbé abundans miRNS-ek esetében melyek érik el azt a szintet, amelyek

egyedi RT-gPCR-rel igazolhatok.

A normalizalt read szamok alapjan 3 csoportot kiilonboztettiink meg: <50, 50-100, és
>100. Az azonositott miRNS-ek megkdozelitleg 75%-a tartozott az elsé csoportba, kozel
8% a masodikba, ¢és koriilbeliil 17% a legabundansabbak kozé. Ezutobbiak koziil 165 a
GH+, 167 az FSH/LH+ ¢és 170 a HN plazmakban fordult eld, tehat a kiilonbozo
mintacsoportok kozott ebben nem tapasztaltunk 1ényeges eltérést. A validalashoz

mindharom csoportbo6l valasztottunk ki miRNS-eket.

A plazmabol izolalt RNS-eket a kereskedelmi forgalomban elérhetd legérzékenyebb,
preamplifikacis 1épést is tartalmazo reverz transzkripcios eljarassal cDNS-sé forditottuk
at, majd az egyedi miRNS expressziokat RT-qPCR-rel mértiik. Azt tapasztaltuk, hogy a
legkisebb tartomanyba (<50 read) tartozd6 miRNS-ek ezzel a méréssel nem voltak
detektalhatoak. Az FSH/LH+ plazmaparokban a miR-6514-3p, a miR-6850-5p és a miR-
6867-5p, a HN plazmakban a miR-4458, a GH+ plazmakban pedig a miR-1304-3p és a
miR-144-5p tartozott ide (5. abra).

A fenti eredmények azt mutatjdk, hogy az ujgeneracids szekvenalas alapjan
szignifikansan véltozé szinti miRNS-ek koziil a kellden nagy (>50) normalizalt read
szammal rendelkezdek azok, amelyek RT-qPCR technikaval is megerdsitheték. Az
FSH/LH+ plazmaparokban a miR-143-3p, a HN parokban a miR-26b-5p, a miR-126-5p
és a miR-148b-3p, a GH+ plazmakban pedig a miR-150-5p felelt meg ezen
kritériumoknak. A validalas sordn a korabbi mintaszettet tovabbi, fliggetlen mintakkal is
kiegészitettik. A vizsgalt miRNS-ek koziil a miR-143-3p szignifikansan alacsonyabb

szintjét tudtuk igazolni az FSH/LH+ késéi posztoperativ plazmamintdkban a preoperativ
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parjaikhoz képest (parositott T-proba, p=0,0097). Bar a tobbi vizsgalt miRNS (HN

plazmaparokban a miR-26b-5p, a miR-126-5p, és a miR-148b-3p, a GH+ parokban pedig

a miR-150-5p) esetében is az tujgeneracios szekvenalashoz hasonld eredményeket

kaptunk (6. abra), ezen esetekben az RT-gPCR-rel mért eredményekben a valtozas nem

volt szignifikans (p>0,05).
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S.dbra — Az ujgenerdcios szekvendlds sordn kapott néhany alacsony (<50) normalizalt
read szamu miRNS, melyek RT-QPCR-rel nem voltak kimutathaték — FSH/LH+,
Hormon negativ, GH+: a nevezett szovettani tipusu hypophysis adenomaval miitétt

betegek plazmamintdi, poszt: posztoperativ, FC: fold change, pre: preoperativ, poszt:

posztoperativ, *: p<0,05
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6. dbra — Az ujgenerdcios szekvendldssal a pre-, és késoi posztoperativ mintapdrokban
kapott eredmények validilisa RT-qPCR mddszerrel — Az ujgenerdcios szekvendlds
eredményei alapjan olyan MiRNS-eket vdlasztottunk ki validaldasra, melyek szintje
szignifikansan eltért a késdi posztoperativ plazmakban preoperativ parjaiknoz képest.
FSH/LH+, Hormon negativ, GH+: a nevezett szévettani tipusu hypophysis adenomdval

miitott betegek plazmamintai, FC: fold change, pre: preoperativ, poszt: posztoperativ, *:
p<0,05
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IV.2.2.3. A miR-143-3p szintjének vdltozdasa a tumor eltavolitdsdt kovetden

Megvizsgaltuk az FSH/LH+ plazmaparokban szignifikans valtozast mutatdo miR-143-3p
szintjét a tobbi plazmacsoportban is, valamint kivancsiak voltunk arra is, hogy a mtét
utan kozvetleniil vett plazmaban is csokken-e a miRNS szintje. Ezért amellett, hogy a
felfedez6 (discovery) mintaszettiinket tovabbi mintakkal egészitettiik ki, a méréshez a
pre-, és késoi posztoperativ mintak mellett korai posztoperativ mintékat is felhasznaltunk.
Ezen kiviil olyan plazmamintakat is bevontunk a vizsgalatba, ahol a betegektdl
eltavolitott adenomak az FSH/LH mellett mas hormonra (PRL vagy TSH) is pozitivak
voltak (plurihormonalis adenomak). A felhasznalt mintak tipusat és szamat részletesen az

alabbi tablazatban foglaltam Gssze (8. tablazat).

8.tablazat — A miR-143-3p szintjének RT-QPCR-rel valé méréséhez felhasznalt
plazmamintadk szama csoportonként — FSH/LH+, GH+, HN, plurihormondlis: a nevezett
szovettani tipusu hypophysis adenomaval miitétt betegek plazmamintdi

Preoperativ Korai posztoperativ | Késdi posztoperativ
FSH/LH+ 29 29 14
GH+ 7 7 7
HN 6 6 6
plurihormonalis 3 3 3

A preoperativ mintdk Osszehasonlitdsa soran azt tapasztaltuk, hogy az FSH/LH+
plazmamintakban magasabb a miR-143-3p szintje, mint a GH+ és HN plazmakban (7.
abra/a), amely azt jelenti, hogy a fenti miRNS alapjan az FSH/LH+ adenomaval
rendelkez6 betegek plazmamintdja elkiilonithetd a GH+ ¢és HN adenomaval

rendelkezokétol.

Megallapitottuk, hogy a GH+, a HN és a plurihormonalis adenomak eltavolitasa utan a
plazmaban nem cs6kken a miR-143-3p szintje (7. abra/d-f), ami jelzi a miR-143-3p szint

csokkenésének specificitdsat a FSH/LH+ adenomas betegekre.
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A korai posztoperativ plazmakban a miR-143-3p szintje nem valtozott szignifikansan a
preoperativ parjaikhoz képest (7. abra/d-f), még az FSH/LH+ betegeknél sem (7.
abra/b). Ezutobbi feltehetéleg annak koszonhetd, hogy a miRNS-nek még nem volt ideje

kitiriilni a keringésbdl, és felhivja a figyelmet a mintavétel iddpontjanak fontossagara.
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7. dbra — A miR-143-3p szintje a preoperativ valamint a korai és késdi posztoperativ
plazma mintiakban — FSH/LH+, GH+, HN: a nevezett szovettani tipusu hypophysis
adenomaval miitott betegek plazmamintadi, poszt: posztoperativ, AUC: gérbe alatti
teriilet, szenz: szenzitivitds, spec: specificitas *: p<0,05

Az, hogy a miR-143-3p szintje magasabb az FSH/LH+ adenomaval rendelkezo
betegekben a tobbi adenomas beteghez képest, valamint az, hogy ez a szint a tumor
eltavolitasat kovetden lecsokken, felveti biomarkerként vald hasznalhatosaganak
lehetdségét, ezért ROC (Receiver Operating Characteristic) analizist végeztiink. Ennek
eredménye alapjan a miR-143-3p 81,8%-0s szenzitivitassal és 72,7% specificitassal
képes elkiiloniteni a preoperativ és posztoperativ allapotot (AUC: 0,79, p=0,024; cut-off:
-dCT=-5,14), vagyis jelezni az FSH/LH+ adenoma jelenlétét (7. abra/c).
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IV.2.2.4. Extracellularis vezikula (EV) asszocidlt miRNS-ek

A keringd miRNS-ek gyakran extracellularis vezikulakba (EV) csomagolva fordulnak el
a vérben. Irodalmi adatok alapjan ezen vezikuldk kiilon izoldldsa a plazmanal

érzékenyebb forras is lehet a miRNS biomarkerek elemzésére.

Az izoldtumban az exoszomak jelenlétét 5-8 mintan tunable resistive pulse sensing
(TRPS) moddszerrel (8. abra), majd aramlasi citometriaval az exoszomakra jellemzd
sejtfelszini (CD) markerek jel6lésével is igazoltuk (részletes leirasat Isd. 111.3. fejezet).
Ezutan vizsgaltuk, hogy azon miRNS-ek, melyek az 0jgeneracios szekvenalds soran
alacsony normalizalt read szdmmal rendelkeztek, és feltehetden alacsony szintjiikk miatt
RT-gPCR technikaval plazmabol nem sikeriilt detektdlnunk, az EV frakciobol

esetlegesen kimutathatok-e.

3,50E+09 -
3,00E+09 4
2,50E+09 -

2,00E+09 -

1,50E+09 -

Koncentracio (vezikula/ml)

1,00E+09 -

5,00E+08 +

0,00E+00 -
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750

Vezikula atmérd (nm)

8.dbra — A plazmabdl izoldlt extracelluldris vezikulak jellemzd méreteloszlasa gNano
késziilékkel mérve

Azt tapasztaltuk, hogy azok a miRNS-ek, amelyeket a validalas soran teljes plazmabol
nem sikeriilt detektalnunk (GH+ plazmakban: a miR-1304-3p, és a miR-144-5p,
FSH/LH+ plazmakban: a miR-6514-3p, a miR-6850-5p és a miR-6867-5p, HN
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plazmakban: a miR-4458), az exoszoéma izolatumbol sem voltak kimutathatoak. Ezzel
Osszhangban, minden korabban észlelt miRNS az EV izolatumbdl is mérhet6 volt (GH+
plazmakban: a miR-150-5p, FSH/LH+ plazmakban: a miR-143-3p, HN plazmakban: a
miR-26b-5p, a miR-126-5p, és a miR-148b-3p), viszont a teljes plazmabol mért
eredményekhez hasonloan itt sem volt szignifikans a kiilonbség a miitét el6tti €s muitét
utani minték kozott. Erdekes modon, az EV frakcioban a miR-143-3p valtozasa sem volt

szignifikans, még az FSH/LH+ plazmaparokban sem.
IV.3. Uj terapias lehetoségek keresése hypophysis adenomakban

IV.3.1. A survivin és a TRAIL expressziojanak vizsgalata hypophysis adenoma

szoveteken

Korébbi munkank sordn 29 nem-funcionalé hypophysis adenoma (NFPA) és 10 normalis
hypophysis szovetben TLDA kartya segitségével vizsgaltuk az apoptdzisban és a
sejtciklusban szerepet jatszo 46 gén expressziojat. Megallapitottuk, hogy a survivin
kifejez6dése fokozodott leginkabb az adenomas szovetekben a normalishoz képest

(p=0,0004, FC: 5,1) (Butz és mtsai 2017).

A fenti munkéankat egészitettik ki 12 GH termel6 hypophysis adenoma szdvet
vizsgélataval, ¢€s azt tapasztaltuk, hogy az ¢ép szOvetekhez képest ezekben az

adenomakban is emelkedett a survivin expresszidja mMRNS szinten (p=0,0060, FC: 4,4).

Ezutéan kivancsiak voltunk arra, hogy ez a kiilonbség fehérjeszinten is megmutatkozik-¢,
ezért immunhisztokémia segitségével vizsgaltunk 5 normalis hypophysis, 16 nem-
funkcionald és 9 GH termel6 adenoma szdvetet. Azt figyeltiik meg, hogy kizarélag a
sejtmagok jel6lédtek a survivin antitesttel, a citoplazmaban egyaltalan nem tapasztaltunk
festddést. A survivin fokozottan expresszalodott az NFPA mintakban az egészségeshez
képest (p=0,025). Egyuttal az is megallapithato volt, hogy az NFPA mintak 76,9%-aban
(13/16) magasabb volt a pozitiv sejtek aranya, mint a normalis szovetek barmelyikében
(9. abra/a-b).

Erdekes modon, a szignifikansan emelkedett mRNS szint ellenére a GH termeld

adenomakban a survivin fehérje expresszio emelkedés nem bizonyult szignifikansnak
(p>0,05) (9. abra/a-b).
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A survivin expresszid sem mRNS-, sem fehérjeszinten nem mutatott korrelaciot a

tumorok méretével vagy proliferaciojaval (Ki-67 index) egyik szovettani csoportban sem.

Emellett megvizsgaltuk egy masik, az apoptozisban fontos szerepet jatszo6 molekula, a
TRAIL kifejez6dését is, amely mar tobb daganattipusban is jo terapias célpontnak
mutatkozott. Azt tapasztaltuk, hogy a TRAIL expresszioja szignifikansan visszaesett az
NFPA szovetekben a normalishoz képest (p=0,0049), mig a GH termelé adenomakban

ez a csokkenés nem volt szignifikans (9. abra/c).
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9. dbra — A survivin és a TRAIL expresszioja hypophysis adenoma szoveteken — Q)
Reprezentativ képek a survivin fehérje immunhisztokémiai elemzésérél normdalis
hypophysis, nem-funkcionalo (NFPA) és GH termelé hypophysis adenomdban. b) Az
immunhisztokémiai festés alapjan a survivin pozitiv sejtek aranya a mintacsoportokban.
c) Az RT-qPCR mddszerrel (TLDA kartyaval) mért TRAIL mRNS expresszio normdlis
hypophysis (n=10), NFPA (n=29) és GH termeld (n=12) hypophysis adenomakban. **:
p<0,01 (Németh és mtsai 2018a)
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IV.3.2. A TRAIL indukalt apoptozis vizsgalata in vitro hypophysis adenoma

sejtvonalon

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a szOvetekben csokkent expresszioju TRAIL-t
rekombinans fehérje formdjdban hypophysis adenoma sejtekhez adva indukalhato-e
apoptozis. Azt tapasztaltuk, hogy a kezelés nem csokkenti az RC-4 B/C sejtek
¢életképességét, vagyis a sejtek TRAIL rezisztensek.

Mas daganattipusokban kimutattdk, hogy az emelkedett survivin expresszio
Osszefiiggésben lehet a TRAIL rezisztenciaval, és a survivin gatlasa 6nmagaban, vagy a
TRAIL kezeléssel kombindlva indukalhatja a tumorsejtekben az apoptédzist. Ezért
megvizsgaltuk, hogy az acetil-szalicilsav (ASA) kezelés — amely irodalmi adatok alapjan
képes gatolni a survivint, és érzékenyiteni @ TRAIL rezisztens sejteket — milyen hatassal

van a hypophysis adenoma sejtekre.

Azt figyeltik meg, hogy az ASA+TRAIL kezelés nem csokkentette jobban az
¢letképességet, mint az ASA kezelés Onmagaban, vagyis az elokezelés nem tudta
érzékenyiteni az RC-4 B/C hypophysis adenoma sejteket a TRAIL-re. A kontrollként
alkalmazott szintén TRAIL rezisztens HeL a sejteket —az irodalmi adatoknak megfeleléen

— 24 6ras ASA elokezeléssel sikeresen érzékenyitettiik a TRAIL kezelésre.

IV.3.3. Az acetil-szalicilsav hatasanak vizsgalata in vitro hypophysis adenoma
sejtvonalakon

IV.3.3.1. Az acetil-szalicilsav hatdsa a sejtek életképességére és az apoptozisra

Az ASA hatasat tovabb vizsgalva megallapitottuk, hogy a 48 és 72 6rds ASA kezelés
onmagaban képes csokkenteni az RC-4 B/C sejtek életképességét, méghozza id6- és
dozisfiiggé modon (10. abra/a), mikdzben a GH3 sejtekre egyaltalan nem volt hatassal.
Ez alapjan a tovabbiakban az RC-4 B/C sejtvonalat vizsgaltuk.

Ezutan arra kerestiik a vélaszt, hogy az életképesség csokkenés hatterében az apoptdzis
indukcioja all-e. Ezért egyrészt trypan blue festéssel meghataroztuk az €16 €s halott sejtek
aranyat, masrészt propidium-jodid festést alkalmazva dramlasi citometriaval vizsgaltuk

az apoptotizalo sejtek aranyat.
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Megallapitottuk, hogy az RC-4 B/C sejtek esetében az ASA az ¢l6 sejtek szamat
szignifikansan csokkentette (2,5 mM: 64+10,8%, p<0,0001; 5 mM: 44+3,9%, p<0,0001),
mikozben a elpusztult sejtek szama nem névekedett (10. abra/a). Az dramlasi citometrias
mérés eredménye alapjan is azt tapasztaltuk, hogy az ASA kezelés hatdsara nem nétt az
apoptoétizalo sejtek aranya. Ezen eredményeinket masik két modszerrel is meg kivantuk
erdsiteni. Az apoptozis assay soran egy effektor kaszpaz, a kaszpaz-3 aktivitasat mértik,
amely egyértelmil jele az apoptozis indukalddasanak, és azt figyeltik meg, hogy a
kaszpaz-3 aktivitasa ASA hatadsara nem fokozodott. Mindemellett a DNS degradécios

vizsgalat is alatdmasztotta, hogy az apoptdzis nem er6sodik az ASA kezelt sejtekben.
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10.dbra — Az ASA hatdsa in vitro hypophysis adenoma sejtvonalakon —a) A 72 ords 2,5
mM és 5 mM ASA kezelés hatdsa az életképességre, valamint az élé és halott sejtek
szamdra az RC-4 B/C és GH3 sejteken. b) Az ASA kezelés sejtciklusra gyakorolt
hatasanak elemzése aramlasi citometriaval RC-4 B/C sejteken. ¢) A survivin mRNS és
fehérje expressziojanak valtozasa ASA kezelés hatasdara RC-4 BIC sejteken. *: p<0,05;
**: p<0,01; ****: p<0,0001 (Németh és mtsai 2018a)
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A GH3 sejtek esetében — az alamar blue kezeléshez hasonléan — trypan blue festéssel is
azt tapasztaltuk, hogy az ASA-nak nem volt hatasa az é16 és halott sejtek szamara (10.

abra/a), igy ezt kovetden csak az RC-4 B/C sejteket vizsgaltuk tovabb.
IV.3.3.2. A survivin expressziojanak valtozdsa acetil-szalicilsav kezelésre

Bar az apoptozis nem indukalddott a vizsgalt sejtvonalakban, kivancsiak voltunk ra, hogy
az ASA — mas sejtvonalakhoz hasonldan — itt is gatolja-e a survivin kifejezddését, amely

egy lehetséges magyarazat az életképesség csokkenés mechanizmusara.

Kimutattuk, hogy az ASA id6-, és dozisfiiggd modon csokkenti a survivin expressziojat

MRNS- és fehérjeszinten egyarant (10. abra/c).
IV.3.3.3. Az acetil-szalicilsav kezelés hatdsa a sejtciklusra

Mivel a survivin nemcsak az apoptdzis gatlasaban, hanem a sejtciklus szabalyozasaban
is részt vesz, ezért feltételeztiik, hogy a sejtszamcsokkenés hatterében a sejtciklus

megvaltozott mitkodése allhat.

Ennek vizsgalata érdekében &ramlési citometriaval elemeztik a sejtciklust, és
megallapitottuk, hogy az ASA csokkentette az S fazisban 1év6 (Kontroll: 20,5%, 2,5 mM:
10,8%, 5 mM: 6,5%), és novelte a G2/M fazisban 1évo sejtek ardnyat (Kontroll: 0,2%,
2,5 mM: 1,4%, 5 mM: 7,8%) (10. abra/b).

IV.3.4. Az acetil-szalicilsav sejtszamcsokkenté hatasanak hatterében allo

mechanizmus vizsgalata

Miutan megallapitottuk, hogy a hypophysis adenoma sejteken az ASA ndvekedésgatld
hat4sat nem az apoptozis indukcidja, hanem a sejtciklus gatlasa révén fejti ki, és hogy ez
egylitt jar a survivin expressziojanak csokkenésével, szerettiik volna megvizsgalni, hogy
van-e ok-okozati Gsszefliggés, azaz az ASA hatasat a survivin expresszio csokkenése

révén fejti-e ki.
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IV.3.4.1. A survivin gdtlas hatdsa a hypophysis adenoma sejtekre

Els6 1épésben az YM155 kis molekula inhibitorral és két specifikus survivin siRNS-sel
gatoltuk a survivin kifejez0dését a hypophysis adenoma sejtekben. A gatlas

hatékonysagat western blottal igazoltuk (11. abra/a-b).

Az YM155 a farmakologiailag relevans koncentracidban csokkentette az RC-4 B/C sejtek
ennél joval magasabb koncentracidkban (25, 50, 100 uM) a GH3 sejtek proliferacidja is

csokkent.

Erdekes modon, az survivin-specifikus siRNS-ek nem vetették vissza az RC-4 B/C sejtek
¢életképességét (11. abra/d), viszont trypan blue festéssel kimutattuk, hogy az é16 sejtek
szamat az YM155 inhibitor és az siRNS-ek egyarant csokkentették (11. abra/c-d).

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a survivin specifikus gatldsa hogyan hat a sejtciklusra. Azt
tapasztaltuk, hogy — az ASA kezeléshez hasonléan — mind az YM155 inhibitor, mind az
siRNS kezelés novelte a G2/M fazisban 1év0 sejtek aranyat, viszont az S fazisban 1évo
sejtek aranya — az ASA kezeléses kisérletben megfigyeltekkel ellentétben — ezen

kezelések hatasara nem csokkent (9. abra/c-d).

Ez a kiilonbség az ASA kezelés ¢€s a specifikus siRNS gatlas kozott felvetette annak a
lehetdségét, hogy az ASA-nak lehet a sejtciklusra egy masik, survivintdl fiiggetlen hatasa

IS.
IV.3.4.2. Az acetil-szalicilsav kezelés survivin-fiiggetlen hatdsa a sejtciklusra

Az ASA survivintdl fliggetlen hatdsdnak megértése érdekében megvizsgaltuk a sejtciklus
S fazisaban ¢és annak atmeneteiben részt vevo cilkin A2 (CCNAZ2) és ciklin dependens

kindz 2 (CDK?2) kifejez6dés valtozasat az ASA kezelés hatasara.

Azt tapasztaltuk, hogy az ASA kezelés mind a CCNA2, mind a CDK2 szintjét
szignifikansan csokkentette mRNS- és fehérjeszinten egyarant (11. abra/e). Emellett a
foszfo-CDK2 (pCDK?2) szintje is visszaesett, a CDK2 ¢s a pCDK2 aranya azonban nem
valtozott, vagyis a sejteken tapasztalt eltéréseket nem a CDK2 foszforilacidja vagy

defoszforilacidja okozza.
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11. dbra — A survivin gdtlisanak hatdsa in vitro RC-4 B/C hypophysis adenoma
sejteken — a) A survivin SiRNS-sel valo gatlasinak igazolasa western blottal. b) Az
YM155 kis molekula inhibitorral valo survivin gatlds igazoldsa western blottal. c-d) Az
YM155 (c) és a survivin-specifikus siRNS (d) hatdsa a sejtek életképességére, az élG és
halott sejtek aranyara, és a sejtciklusra. €) A ciklin A2 (CCNA2) és a CDK2 mRNS és a
CCNA2, CDK?2 és foszfo-CDK?2 (pCDK?2) fehérje kifejezodésének csokkenése ASA kezelés
hatasara. f) A CCNA2 és CDK2 mRNS expresszioja YM155 inhibitor és survivin siRNS
kezelést kovetden. g) A survivint tulexpresszalo plazmid hatdsa a sejtek életképességére.
*: p<0,05 **: p<0,01 ***: p<0,001 ****: p<0,0001 (Németh és mtsai 2018a)
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Azt is megallapitottuk, hogy az YMI55 és az survivin-specifikus siRNS kezelések
hatasara a CCNA2, a CDK2 és a pCDK2 expresszidja nem valtozott (11. abra/f), ami

jelzi, hogy az ASA-nak ezen hatasa a survivin gatlasatol fiiggetlen mechanizmus.
IV.3.4.3. A survivin tiulexpresszaltatisanak hatdsa a hypophysis adenoma sejtekre

Végiil kivancsiak voltunk arra, hogy ha noveljiik a survivin expressziojat a sejtekben,
akkor novekszik-e a sejtek proliferacioja. Ennek vizsgalatahoz egy survivin-expresszalo
plazmidot hoztunk Ilétre, majd az RC-4 B/C sejtekbe transzfektaltuk. A survivin
megndvekedett expressziojat western blottal, a transzfekcid hatékonysagat pedig GFP-t

tartalmazo vektorral igazoltuk.

Erdekes modon a survivin felillexpresszaltatisa nem fokozta az RC-4 B/C sejtek

crer

IV.3.5. Hypophysis adenoma xenograft modell 1étrehozasa

Az in vitro eredményeink in vivo igazolasahoz nem allt rendelkezésre gonadotrop
hypophysis sejtekbdl képzett xenograft modell, ezért elsé 1€pésként ennek 1étrehozasat

thztuk ki célul.

Kombinalt immunhianyos (SCID) egerek bére ala RC-4 B/C sejtszuszpenziot
injektaltunk, és a tumorok megjelenését hetente ellendriztiik. Mivel semmilyen korabbi

vizsgalatra nem tdmaszkodhattunk, tobbféle kondiciot probaltunk ki.

Az elsé injektalasnal 100-100 ul tapfolyadékban felszuszpendalva 5x10°, illetve 107 sejtet
oltottunk 2-2 egérbe. Azt tapasztaltuk, hogy még harom hét elteltével sem alakult ki

semmilyen tapinthatd tumor.

Annak érdekében, hogy javitsuk a xenograft megmaradasanak esélyét, 5x10° 107, és
2x107 sejtet 100-100 ul szérummentes tapfolyadékban szuszpendaltunk, majd ezeket 1:1
aranyban matrigellel kevertiik, és igy juttattuk az allatokba. A matrigel egy extracellularis
matrixfehérjékben, és novekedési faktorokban gazdag gél allapotu anyag, amely segiti a

xenograft megmaradasat és a tumor kialakulasat (Jensen és mtsai 1998).
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Az 5x10° és 107 sejt esetében a haromhetes megfigyelési periodus alatt semmilyen
tumorformalodas nem volt észlelhets. A 2x107 sejt esetében egy hét elteltével az
injektalas helyén egy 2,5 mm méretli képlet volt tapinthato, amely a kdvetkezd héten a

felére zsugorodott, majd a harmadik hét végére teljesen felszivodott.

Az RC-4 B/C sejttel ellentétben a GH3 hypophysis adenoma sejtvonalbol létrehozott
xenograft modellrél mar rendelkezésre alltak szakirodalmi adatok (Ning és mtsai 2009),
igy pozitiv kontrollként egy egérbe 107 GH3 sejtet tartalmazo, szintén matrigellel kevert
sejtszuszpenziot injektaltunk. Az allatban egy hét utin mar 4,5 mm-es tumor jelent meg,

amely a kovetkezd héten kozel a duplajara nétt, a harmadik hét végén pedig le is kellett

0lni az allatot (12. abra).

1500+

RC-4 B/C
12504 e GH3

Tumorméret (mm?3)

0 5 10 15 20 25
napok

12. abra — A tumorméret alakulisa az; RC-4 B/C és a GH3 sejtekbol létrehozott
xenograft dllatokban (Németh és mtsai 2018a)
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V. MEGBESZELES

A hypophysis adenomak gyakori, altalaban sporadikus megjelenésti intrakranialis
tumorok, amelyek morbiditasa — hormonalis aktivitasuk és térfoglalasuk miatt — jelentds.
A kialakulasuk ¢és progressziojuk molekularis hatterének pontosabb megismerése
segitségiinkre lehet a potencidlis biomarkerek azonositasa és terdpids lehetdségek

kidolgozasa soran (Asa és Ezzat 1998; Daly és mtsai 2006).

Munkdm sordn megvizsgaltam a hypophysis adenoma szovetekben eléfordulo
mitochondrialis génvaridnsokat és ezek Osszefiiggését a tumorok klinikai adataival.
Ezutan hypophysis adenomas betegek plazmamintait elemezve a korai diagnézist és
klasszifikaciot segitd keringd mMIRNS biomarkereket kerestem, végiil pedig in vitro
vizsgaltam a survivin mint lehetséges terapias célpont gatlasat, valamint az acetil-

szalicilsav kezelés hatasat a survivin expressziora és a sejtek ¢letképességére.

V.1. Mitochondrialis génvariansok azonositasa és Kklinikai 0Osszefiiggéseinek

vizsgalata hypophysis adenomakban

Szamos daganattipusban leirtak mitochondrialis rendellenességeket és mutaciokat a
mitochondrialis genomban, amelyek sok esetben Osszefiiggést mutatnak a daganat

viselkedésével.

Munkédm soran a hypophysis adenomdk teljes mitochondrialis genomjat elemeztem
ujgeneracios szekvenalassal, és olyan variansok utan kutattam, amelyek részt vehetnek a
daganat kialakuldsaban, progresszidjdban vagy Osszefiiggést mutatnak a klinikai

adatokkal.

A szekvenalandd DNS konyvtar készitése a VariantPro™ Mitochondria Panel kit
segitségével tortént, amelynek hasznélatardol eddig minddssze 2 kozlemény Aallt
rendelkezésre (Dai és mtsai 2018; Li és mtsai 2016). Az egyikben — kutatocsoportunkhoz
hasonléan — a teljes mitochondridlis genomot vizsgaltak (Li és mtsai 2016), mig a
masikban specifikus primerek segitségével meghatarozott régiokat elemeztek (Dai és
mtsai 2018). A fenti tanulmanyokhoz hasonléan azt tapasztaltuk, hogy az azonositott
szekvenciaink tilnyomo tobbsége (95+1%-a) valoban a mitochondrialis genomra

illeszkedett, és igen magas lefedettségeket kaptunk. Emellett a Sanger szekvenalassal
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tortént validalas soran 100%-ban igazolni tudtuk az Gjgeneracios szekvenalassal kapott
eredményeinket, igy megallapithatd, hogy az altalunk hasznalt ujgeneracids szekvenalas

alapti modszer kivaloan alkalmazhat6 a mitochondrialis variansok azonositasara.

A human mitochondridlis referencia szekvencidhoz képest ©6sszesen 496 varianst
azonositottunk a hypophysis adenomakban. Megfigyeltiink a szovettani tipusokra
jellemz0 variansokat iS. A variansok nagy része alacsony heteroplazmiat mutatott, amely
azonban nem korrelalt a tumormérettel vagy a Ki-67 index-szel. Ez 6sszhangban van a
korabbi eredményekkel, miszerint a joindulati daganatokban altaladban alacsony a
heteroplazmia, amely az agresszivitasra valo hajlammal ndvekszik (Kloss-Brandstitter és

mtsai 2015).

Korabbi vizsgalatokhoz hasonloan (Vega és mtsai 2004), a hierarchikus klaszteranalizis
soran a variansok mintazata alapjan nem kiiloniiltek el a kiilonb6z6 tipusq, eltérd Ki-67
index-szel rendelkezd vagy a recidiv/nem-recidiv adenomak, viszont mindharom
szovettani csoportban a legnagyobb Ki-67 index-szel rendelkez6 mintdk hordoztak a
legtobb varianst. Azonositottunk emellett 8 olyan varianst, amelyek eltéré gyakorisagot
mutattak a kiilonb6z6 szovettani csoportokban. Ezek koziil 4 varians (G185A, A188G,
T16093C, T16126C) a D-loop régioban helyezkedett el. Mivel ennek, a fehérjét nem
kodold szakasznak a szerepérdl keveset tudunk, a fenti variansok jelentéségének
értelmezése nehéz. Ennek ellenére egyre tobb vizsgalat mutatja, hogy ezen variansoknak
szerepe lehet egyes daganatok, mint az emlérak (Ye és mtsai 2010), a gyomorrak (Y.-B.
Zhao és mtsai 2005), a tiidérak és a veserak (Chatterjee és mtsai 2011) patogenezisében,
mig mas kutatdsok azt taldltak, hogy a szajliregi rdkok esetén a D-loop régidban
azonositott variansok a kedvez6 taléléssel mutattak osszefliggést (Lin és mtsai 2015). Ez
alapjan a D-loop varidnsainak tumorigenezisben betoltott szerepe daganattipusonként és
variansonként nagyon eltéré (akar ellentétes) lehet, melyek megismerése tovabbi

funkcionalis vizsgalatokat igényel (Chatterjee és mtsai 2011).

Munkank soran egy olyan varanst (T16189C) is azonositottunk, amely csak a nem-recidiv
adenomakban fordult eld, a recidivakbol teljesen hidnyzott. Ez felveti annak a
lehetéségét, hogy a varians hypopyhsis adenomakban 0sszefiigg a tumorok joindulata
viselkedésével. Sajnos a recidiv daganatok esetében nem volt lehetéségiink a primer

tumor elemzésére, mas viszgalatokban azonban szajiiregi rakok esetében azt tapasztaltak,

85



DOI:10.14753/SE.2020.2292

hogy a primer és a recidiv tumorok azonos variansokat hordoztak, minddssze a

heteroplazmia szintje volt eltéré (Kloss-Brandstitter és mtsai 2015).

A masik négy, kodolo régioban elhelyezkedd varians (T14798C, T4216C, C15452A,
Al1251G) a citokrom b (CYB), a NADH-dehidrogenaz 1 (NDI1) és a NADH-
dehidrogenaz 4 (ND4) génekben volt jelen. A citokrom b a Légzési Komplex III
(citokrém bcl komplex) egyetlen olyan alegysége, amely a mitochondriumban
kodolodik, és elengedhetetlen a komplex 6sszeallasahoz (di Rago és mtsai 1993; Rana és
mtsai 2000). Raadasul kimutattak, hogy a Légzési Komplex | 0Osszeallasahoz is
elengedhetetlen a Légzési Komplex 111 megfeleld szervezédése (Bruno és mtsai 2003;
Budde ¢és mtsai 2000). A T14798C varianst korabban invaziv hiugyholyagrakkal
kapcsolatban is leirtak (Guney és mtsai 2012). Az ND1 gén variansai pedig tobbféle
rendellenességgel, mint a tobbszoros vetéléssel (Colagar és mtsai 2013), a
vastagbélrakkal (Akouchekian és mtsai 2011), a hugyholyagrakkal (Guney és mtsai 2012)
¢és a Parkinson korral (Kirchner és mtsai 2000; Swerdlow és mtsai 2006) is Osszefiiggést
mutattak. Ezenkiviil az ND1 gén varidnsainak lehetséges szerepe szklerdzis multiplex
(Andalib és mtsai 2016) és Leber-féle optikus atrophia esetében (Brown és mtsai 1992;
Howell és mtsai 1995; Johns és Berman 1991) is felmeriilt. Az ND4 génben 1évo
variansokat Osszefiiggésbe hoztak a makuladegeneracioval (Restrepo és mtsai 2015), a
Leber-féle optikus neuropatiaval (Wallace és mtsai 1988), a temporalis lebeny
epilepsziaval (Gurses és mtsai 2014) és a cisztikus fibrozissal (Valdivieso és mtsai 2007).
Akut mieloid leukémiaban egy ND4 varians jO prognozissal valo Osszefiiggését is
igazoltak (Damm és mtsai 2012), mig masok ugyanezen gén variansairdl kimutattak,
hogy novelik a hasnyalmirigyrak kockéazatat vagy szerepiik van a ciszplatin rezisztencia

kialakulasaban (van Gisbergen és mtsai 2015).

Munkankat megel6z6en nem allt rendelkezésre olyan kozlemény, amelyben a hypophysis
adenomdk teljes mitochondridlis genomjat vizsgaltdk volna. EQy tanulméanyban
hypophysis oncocytomakban, egy masikban pedig fej-nyaki tumorokban vizsgaltak a
Légzési Komplex I génjeinek variansait (Kurelac és mtsai 2013; Porcelli és mtsai 2010).
A hypophysis oncocytomakban 20 varianst azonositottak (Porcelli és mtsai 2010), mig a
fej-nyaki tumorokban 12 masikat (Kurelac és mtsai 2013). Erdekes médon a variansok

koziil egyet sem talaltak meg tobb, mint egy mintadban. Ezen varidnsok koziil egyik sem
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fordult el6 az altalunk vizsgalt hypophysis adenoma mintakban, amely 6sszhangban van
a szerzOk megallapitasaval, miszerint ezek kifejezetten az oncytas hypophysis tumorokra
jellemzoek. Eredményeink alapjan a hypophysis adenomakon beliil is megfigyelheték

egy adott szOvettani tipusra jellemz0 variansok.

Nem taldltunk azonban olyan altalanosan eldforduld varianst, amelynek elsédleges
szerepe lehet a daganatok kialakulasaban, igy az ennek hatterében allé mechanizmusok

tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

Tanulményunkban elsOként irtuk le a hypophysis adenomdkban eléfordulod
mitochondrialis varidnsokat, am az emlitett, alapvetéen oncocytomakkal foglalkozd
vizsgalatban (Kurelac és mtsai 2013) 19 GH/PRL+ hypophysis adenoma mintat is
felhasznaltak, és az altaluk talalt variansok a HmtDB adatbazisbol elérhetoek voltak

(http://www.hmtdb.uniba.it/). Sajat eredményeinket ezekkel 6sszevetve 82 k6zos varianst

talaltunk, a mintainkban azonositott 414 varians viszont teljesen Gj volt. A hypophysis
adenomdk szovettani tipusaval, illetve recidiv-nem recidiv statuszéval Osszefiiggo
variansok patogenezisben betoltott lehetséges szerepét érdemes lenne nagyobb szamu

minta bevonasaval vizsgalni.

V.2. Keringé miRNS-ek vizsgalata hypophysis adenoma biomarkerek azonositasa

céljabél

Az extracellularis miRNS-ek, mas testfolyadékokhoz (példaul vizelet, nyal) hasonldan, a
keringésben is igen stabilak, igy kivald nem-invaziv biomarkerek lehetnek. Egyre tobb
betegséggel kapcsolatban azonositanak miRNS biomarkereket, melyek daganatos
betegségekben is fontos diagnosztikus és prognosztikus markerként szolgalhatnak (Di

leva és mtsai 2014a; Mitchell és mtsai 2008).

Munkdm sordn célom olyan miRNS biomarkerek azonositasa volt, melyek segithetik a

hypophysis adenomak korai diagndzisat és a tumor jellemzdinek prediktalasat.

Mivel kordbban semmilyen kézlemény nem allt rendelkezésre a hypophysis adenomékkal
kapcsolatban keringd miRNS-ekrdl, elsé 1épésként 1jgeneracios szekvendlassal
megvizsgaltam a hypophysis adenomas betegek plazmajanak miRNS profiljat. Emellett

az Ujgeneracios szekvenalassal lehetdségiink volt az isomiR-ek vizsgalatara is. Azt
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tapasztaltuk, hogy az egzakt miRNS-ek mellett az isomiR-ek alapjan is elkiiloniiltek a
kiilonb6z6 tipusu hypophysis adenomaval rendelkez6 betegek (GH+, FSH/LH+, HN) és
az egészséges (kontroll) plazmamintak. Megallapitottuk, hogy a plazmaban azonositott
szekvenciak 40,6%-at az isomiR-ek adjak, amely jelzi a miRNS variansok jelent6ségét.
egzakt miRNS-t6l eltéro target specificitasuk €s funkciojuk lehet (Salem és mtsai 2016;
Tan és Dibb 2015). Ez kiilondsen az S5p isomiR-ekre igaz, ahol az 5° végen torténd
modosulés a target felismerésért felelos seed szekvenciat is érintheti. A seed régido —
fontos funkcidja révén — a miIRNS-ek kiilondsen konzervalt része, és valdsziniileg ennek
koszonhetd, hogy — a szakirodalmi adatoknak megfeleléen — mintdinkban joval tobb 3p,

mint 5p isomiR-t azonositottunk.

A miR-140-3p esetében az 5p isomiR-ek mennyisége szignifikansan eltért a GH+ és az
egészséges plazmamintak kozott. Erdekes modon a fenti miRNS isomiR-jeinek jelenlétét
¢s feltételezett funkcionalis jelentdségét méhnyélkahartyaban és porcsejtekben mar
leirtak (Haseeb ¢és mtsai 2017; Krawczynski és mtsai 2015), a keringésben vald
jelenlétiikket azonban nem vizsgaltak. Az isomiR-ek jelent6ségének megismerését
neheziti, hogy specifikus kimutatasuk, az egzakt miRNS és a tobbi isomiR szekvenciatol
valo elkiilonitésiik nehéz (Schamberger és Orban 2014). Bar Gijgeneracios szekvenalassal

jol detektalhatok, megbizhat6 validalasuk nem megoldott.

Az Gjgeneracios szekvenalassal a plazmaban igen kis mennyiségben jelenlévé miRNS-ek
is kimutathatok. A validalas soran viszont megfigyeltiik, hogy a <50 normalizalt read
szami. miRNS-ek a miRNS mérésre aranystandardként alkalmazott RT-qPCR
technikaval nem detektalhatok, igy biomarkerként valo alkalmazhatosaguk egyeldre nem

jon szdba.

Ezutén a potencialis biomarkerek azonositasa céljabol 6sszehasonlitottuk a hypophysis
adenomds betegek mitét eldtti és miitét utani plazmamintdjdnak miRNS profiljat.
Megallapitottuk, hogy a miR-143-3p preoperativ szintje szignifikansan magasabb az
FSH/LH+ plazmamintakban, mint a tobbi szdvettani csoportban, valamint hogy ez a
tumor eltavolitdsat kovetden szignifikdnsan csokken. Mindezek alapjan a miR-143-3p
egy igéretes biomarker az FSH/LH+ adenomak esetében, a jelenség ugyanis kizarolag az

FSH/LH+ plazmaparokra volt jellemz6. Semelyik masik, érdekes modon még a
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plurihormonalis plazmakban (az FSH/LH melett PRL vagy TSH pozitivitas) sem volt
kimutathat6. A miR-143-3p szintjének csokkenése az FSH/LH+ korai posztoperativ
mintdkban még nem, csak a késOi posztoperativ mintakban jelentkezett, amely
valoszinlileg a korabban keringésbe keriilt miRNS-ek kiiiriilési idejének kdszonhetd. Bar
a tumor-asszocialt miRNS-ek keringésben toltott idejét pontosan nem ismerjiik, egy
korabbi tanulmanyban ezt megkozelitdleg 14 napra bescsiilik (Heneghan és mtsai 2010).
Bala és munkatarsai (2015) allatmodelleken vizsgaltak az exoszomalis miRNS-ek fél-
¢letidejét. Ehhez exoszomaba csomagolt exo-miR-155 mesterséges oligonukleotidot
juttattak miR-155 génkiiitott (KO) allatba. Azt tapasztaltak, hogy az intravénas beadas
esetében a MIRNS gyorsan, koriilbeliil 30 perc alatt eliminalodott, mig intraperitonealis
injektalasnal tobb mint 4 ora elteltével is kimutathato volt a keringésben. Ez arra utalhat,
hogy az altalunk azonositott miR-143-3p inkabb (hosszabb fél-¢életidejli) fehérjékhez

kotve talalhato a plazmaban.

Az altalunk pre- és késdi posztoperativ mintakban kiilonb6z0 szintet mutatd miRNS-ek
jelenlétét vizsgaltuk az EV frakciobol is, mivel egyes tanulmanyok szerint az EV-
asszocialt miRNS-ek ebban a frakcioban mérve jobb biomarkerek lehetnek. Azt
tapasztaltuk azonban, hogy az EV frakciobdl is ugyanazok a miRNS-ek bizonyultak
kimutathatonak, mint amelyeket a teljes plazméban sikeriilt észlelniink. Erdekes modon
a pre- és késoi posztoperativ mintakban eltérd szintli miR-143-3p az EV frakciobol mérve
ezt a kiilonbséget nem mutatta, ami szintén arra utalhat, hogy ez a miRNS elsésorban nem
vezikula-asszocialtan, hanem mas formaban, példaul fehérjéhez vagy lipoproteinhez

kototten fordulhat eld.

Korabban tobb tanulmanyban is kimutattak a miR-143-3p csokkent expresszidjat tumoros
szovetekben (Akao és mtsai 2006; Das és Pillai 2015; Liu és mtsai 2012; Michael és mtsai
2003; Wang és mtsai 2017), amely révén lehetséges tumor szuppresszor szerepe is
felmertiilt (He és mtsai 2016; Sun és mtsai 2018), am ezt a KO allatokkal végzett kisérletek
nem erdsitették meg (Dimitrova és mtsai 2016). Egy masik tanulmany szerint az
ellentmondasos eredmények a vizsgalt szovetek heterogenitasanak koszonhetoek (Kent
és mtsai 2014). Ismert, hogy a miRNS-ek szerepe szovetspecifikus lehet, igy egyazon
miRNS egy adott szévetben viselkedhet onkogénként, mikdzben egy masikban tumor

szuppresszor funkciot tolt be (Fabbri és mtsai 2007). Tébbféle molekularol — koztiikk
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hormonokrdl is — leirtdk, hogy befolyasolhatjdk a miR-143-3p expressziojat
tumorszdovetekben (Das és Pillai 2015). Egér petefészekrak sejteken kimutattak, hogy az
FSH gatolja a miR-143 expresszidjat, amely magyarazhatja ezen miRNS alacsony
kifejez6dését az eger petefészekben (Yao és mtsai 2009). Egy masik vizsgalatban pedig
az ERa miR-143-ra kifejtett gatld hatasat igazoltak gyomorrak sejteken (Feng és mtsai
2013).

Ezen feliil a keringd miR-143-3p csokkent szintjét mutattak ki akut mieloid leukémias és
hugyholyagrakos pacienseknél (Elhamamsy és mtsai 2017; Motawi és mtsai 2016). A
miR-143 ¢és miR-145 Osszefliggést mutat emellett az érelmeszesedéssel és a magas
vérnyomassal. Megfigyelték, hogy a fenti miRNS-ek serkentik a differenciaciot és
gatoljak a proliferaciot a vaszkularis simaizomsejtekben (Boettger és mtsai 2009; Liu és
mtsai 2017; Q. Zhang és mtsai 2017).

Amaral és munkatarsai ACTH termel6 hypophysis adenoma szovetekben vizsgaltak a
miR-143-3p expresszidjat, amely szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult az egészséges
hypophysis szovethez képest, de a tumorméret vagy a miitét utani remisszio tekintetében
nem talaltak korrelaciét (Amaral és mtsai 2009). Mas tanulmanyokban azonban nem
kaptak kiillonbséget a miR-143-3p expresszidjaban a kiilonb6zé hormont termeld és nem-
funkcionalé adenomakat szintén ép hypophysis szévethez hasonlitva (Bottoni és mtsai
2007b; Butz és mtsai 2011b; Liang és mtsai 2013; Mao és mtsai 2010b). Erdekes modon,
Zhang és munkatarsai is @ miR-143-3p csokkent kifejez6dését azonositottak hypophysis
adenomakban, és kimutattak, hogy in vitro tilexpresszaltatisa a K-Ras onkogén gatlasa
révén csokkenti a sejtproliferaciot (J. Zhang és mtsai 2017). Megjegyzendd, hogy
ezutobbi tanulmanyban az adenomdk szovettani tipusdt nem adtdk meg, a vizsgalt
sejtvonalak (GH3 és MMQ) viszont GH/PRL termel6 sejtek voltak. A miR-143-3p
megvaltozott expresszidjanak hatterében 4ll6 mechanizmusokat egyetlen tanulmanyban

sem vizsgaltak.

Arra is kerestiik a valaszt, hogy a munkam soran a plazmaban azonositott MiRNS-ek a
hypophysis adenoma szovetbdl szdrmazhatnak-e, ezért Osszevetettiik a szovetekben
megvaltozott expressziot mutatd miRNS-eket azokkal, amelyek szintje megvaltozott a
tumor eltavolitasat kovetden. Elképzelheté, hogy a tumorban fokozottan kifejez6do

mMiRNS-ek a plazmaban is emelkedett szintet mutatnak, amely ez alapjan a tumor
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eltavolitasat kovetden varhatéan csokken. A keringd miRNS-ek eredetérdl kevés kutatasi
eredmény all rendelkezésre, ezért természetesen mas mechanizmusok is elképzelhetok.
Az altalunk elemzett szoveti MiIRNS-ek nagyon alacsony szinten voltak jelen a
plazmaban, igy a mar emlitett validalasi nehézségek miatt ezek biomarkerként nem
hasznalhatok. A posztoperativ plazmaban a preoperativ parjaikhoz képest eltérd szintet
mutatdé miRNS-ek esetében viszont nem volt olyan, ami eltéré kifejezddésti lenne a
szovetekben. A fentiek alapjan valdsziniisithet6, hogy ezek a keringé miRNS-ek nem

kozvetleniil a hypophysis adenomakbol szarmaznak.

Lehetséges, hogy a keringd miRNS profil kialakitasdban hormonalis hatasok is részt
vesznek. Még a klinikailag nem-funkcionald6 adenomak is szekretalhatnak inaktiv
hormonokat vagy alegységeket, amelyeket a kozonséges hormon assay-k nem tudnak

detektalni.

Michaels és munkatarsai felvetettek egy masik lehetdséget is annak nyoman, hogy a
tumorszovetben megfigyelték, hogy a miR-143/miR-145 transzkripcioja és érése nem tér
el az egészséges szovetben tapasztalthoz képest. Azt feltételezték, hogy a keringésben
megfigyelt eltérd6 miRNS szint annak koOszonhetd, hogy a tumorsejtek nagyobb
mennyiségben bocsajtottak ki és juttattak a keringésbe ezeket a miRNS-eket (Michael és
mtsai 2003). Ezen eredmények alapjan elképzelhetd, hogy a keringé miR-143-3p
emelkedett szintje az FSH/LH+ hypophysis adenomas betegekben a tumorsejtek

crer

tovabbi funkcionalis vizsgélatok elvégzése sziikséges.
V.3. Uj terapias célpontok keresése és in vitro vizsgalata hypophysis adenomakban

Munkam harmadik részében a hypophysis adenoma szovetek génexpresszios valtozasai
alapjan olyan molekularis targeteket kerestem, melyek potencialis terapias célpontok
lehetnek a hypophysis adenomak kezelésében. Megallapitottuk, hogy mRNS szinten a
survivin jelentdsen magasabb expressziot mutatott a nem-funkcionald és a GH termeld
adenomakban is az egészséges hypophysishez képest, fehérjeszinten viszont ez csak a
nem-funkcionalé adenomakban volt szignifikans. Emellett kimutattuk, hogy a TRAIL

kifejezodése szignifikansan csokkent a nem-funkcional6é adenoma szovetekben.
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A survivin egy, az apoptozisban ¢és a sejtciklusban is szerepet jatszé molekula, amely
emelkedett expressziojat mar szamos tumorszdvetben igazoltak (Garg és mtsai 2016), és
tobb esetben Osszefliggést talaltak a survivin fokozott kifejezédése és a rossz prognozis
kozott (Kong és mtsai 2017; Waligorska-Stachura és mtsai 2012b). Eredményeink
Osszhangban vannak egy kordbbi tanulmannyal, amelyben szintén kimutattdk a survivin
megndvekedett expresszidjat a hypophysis adenomakban (Jankowska és mtsai 2008).
Vizsgalataink szintén azt igazoltak, hogy a survivin fehérje a sejtmagban lokalizalodik.
Ellentétes eredmények allnak rendelkezésre arrdl, hogy a survivin kifejez6dése esetleg
Osszefliggést mutat-e¢ a hypophysis adenomak invazivitasaval (Jankowska és mtsai 2008;
Kong és mtsai 2017). Az altalunk vizsgalt mintakban nem talaltunk korrelaciot a survivin

expresszio és a tumor tulajdonsagai, mint a tumorméret ¢és a Ki-67 index kozott.

Az emelkedett survivin és csokkent TRAIL expresszi6 alapjan megallapitottuk, hogy
ezek a molekulak — mas daganattipusokhoz hasonléan — hypophysis adenomakban is
potencialis terapias célpontok lehetnek, ezért ezeket in vitro hypophysis adenoma

sejteken tovabb vizsgaltuk.

Elsd 1épésben human rekombindns TRAIL segitségével szerettiik volna indukélni az
apoptozist, a sejtek azonban TRAIL rezisztensnek bizonyultak. A TRAIL rezisztencia
egyik oka a survivin melkedett expresszidja lehet (Azuhata és mtsai 2006; Yoo és Lee
2007), ezért a survivin gatlasa céljabol ASA eldkezelést alkalmazva probaltuk meg
érzékenyiteni a sejteket a TRAIL kezelése. Azt tapasztaltuk azonban, hogy ezen

kombinalt kezelésnek sem volt hatdsa a hypophysis adenoma sejtek életképességére.

Ezutan tovabb vizsgaltuk az ASA hatésat, és kimutattuk, hogy id6-, és dozisfiiggé modon
képes csokkenteni a sejtek életképessegét. Megallapitottuk, hogy a sejtszamcsokkenés
hatterében nem az apoptdzis indukcidja, hanem a sejtciklus gatlasa 4llhat. Ez
Osszhangban van a szovetekben leirt sejtmagi lokalizacioval: kimutattak ugyanis, hogy
altalaban a citoplazmatikus survivin az apoptozis gatldsaban, mig a nukledris inkabb a

sejtciklus szabalyozasaban vesz részt (Garg és mtsai 2016).

Bar megfigyeltiik, hogy az ASA kezelés hatasara csokken a survivin kifejezédése, meg
szerettilk volna vizsgalni, hogy a tapasztalt antiproliferativ hatas valdéban a survivin

gatlasan keresztiil valosul-e meg. Ennek érdekében elemeztiik az YM155 és a survivin-
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specifikus SIRNS hatasat ugyanezen sejtekre. Az YMI155 egy survivint gatld Kis
molekula, amelynek terapias jelentéségét mar klinikai vizsgalatokban igazoltak (Altieri
2013; Giaccone és mtsai 2009), és az ASA-hoz hasonloan transzkripcionalisan gatolja a
survivint. A survivin atirédasahoz ugyanis sziikség van egy transzkripcios faktor komplex
promoterhez valo bekotddésére. Az YM155 az Spl, mig az ASA az E2F1 transzkripcios
faktort gatolja, igy mindkét molekula megakadalyozza a transzaktivacidos komplex
Osszeallasat, ezaltal a survivin transzkripciojat (Boidot és mtsai 2014; Yoo és Lee 2007).
Mindazonaltal az ASA-rdl is kimutattdk, hogy vastagbélrak sejteken képes gatolni az Spl
transzkripcios faktort is (Pathi és mtsai 2012).

Az YM155 és a survivin-specifikus siRNS az ASA kezeléshez hasonl6 hatast mutatott a
hypophysis adenoma sejteken. Mindkét esetben sikeresen igazoltuk a survivin expresszio
gatlodasat, és azt tapasztaltuk, hogy az apoptozis indukcidja nélkiil csokkent a sejtek
proliferacidja. Megfigyeltiik, hogy mindkét kezelés — az ASA-hoz hasonldan — novelte a
G2/M fézisban 1év6 sejtek aranyat, viszont —az ASA-val ellentétben — az S fazisban 1évo
sejtek aranyat nem csokkentette szignifikansan. Ez felvetette annak a lehetdségét, hogy
az ASA-nak van a survivintdl fliggetlen hatasa is a sejtciklusra, ezért megvizsgaltuk az S
fazisban és annak atmeneteiben szerepet jatsz6 CCNAZ2 és CDK2 molekuldk
expresszigjat. Megallapitottuk, hogy az ASA kezelés mindkét gén kifejezddését
szignifikansan csokkentette MRNS- és fehérjeszinten is. Emellett elemeztiik a pCDK2 és
a CDK2 aranyat is, ami nem valtozott, vagyis az ASA kezelés a CDK2 foszforilacios
allapotat nem befolyésolja. Eredményeink 0sszhangban vannak egy korabbi kutatassal,
amelyben megallapitottdk, hogy a survivin gatlasa a sejtciklus G2/M fazisaban leallitotta
a sejtosztodast prosztatarak sejtekben (Kim és mtsai 2006). Mindezek alapjan azt
feltételezziik, hogy az ASA részben a survivin gatlasan, részben egy survivin-fliggetlen
utvonalon is hat. Eredményeinket korabbi vizsgalatokkal sszevetve megallapithatjuk,
hogy az ASA hatasa az apoptozisra és a sejtciklusra — a TRAIL-érzékenyitd szerepéhez
hasonléan — sejttipus specifikus (Bellosillo és mtsai 1998; Shiff és mtsai 1996;
Zimmermann ¢és mtsai 2000). Apoptozis indukald hatasanak mechanizmusara tobb
elképzelés is létezik (Zimmermann és mtsai 2000), mint a kaszpazok vagy a p38
aktivalasa, a survivin, az NF-KB vagy a Bcl-2 gatlasa (Kim és mtsai 2005; Lu és mtsai
2008; Zimmermann ¢és mtsai 2000). Sejtciklust gatlé hatasaval is tobb molekulat és

jelatviteli utvonalat is kapcsolatba hoztak (Li és mtsai 2018; Luciani és mtsai 2007),
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ugyanakkor tobb sejttipusban is kimutattak, hogy az ASA antiproliferativ hatasat részben

vagy egészben a survivin gatlasan keresztiil fejti ki (Jin és mtsai 2018; Yang és mtsai
2011).

Célkitlizéseink kozott szerepelt az ASA hypophysis adenomakra gyakorolt hatasanak in
vivo xenograft modellben valé tanulmanyozasa is. A kereskedelmi forgalomban azonban
sem human, sem FSH/LH+ hypophysis adenoma sejtvonal nem kaphato, sem gonadotrop
hypophysis xenograft allatmodell nem all rendelkezésre, ezért els6 1épésben ezt

szerettunk volna létrehozni.

A kiilonb6z6 kondiciok kiprobalasa ellenére az RC-4 B/C sejtek immunhianyos egerekbe
injektalva nem formaltak tumorokat. Néhany korabbi tanulmanyban vizsgaltak
hypophysis adenoma terapias lehetdségeket in vivo xenograft allatokon, am ezen
esetekben a GH3 patkany hypophysis adenoma sejteket hasznaltdk, amelyek elsésorban
a GH termel6 adenomak modelljeként szolgalnak (Dai és mtsai 2013; Ning és mtsai 2009;
Zubeldia-Brenner és mtsai 2019). Tekintve, hogy a survivin emelkedett expresszidja és
az ASA hatdsa a GH termel6 adenomakban és sejtekben nem volt kimutathaté, a fenti
modell alkalmazasa szamunkra nem lett volna relevans. Mindazonaltal ezeket a sejteket
pozitiv kontrollként hasznalva sikeresen hoztunk létre GH3 xenograftot, amellyel a

technikai feltételek megvalosulasat igazoltuk.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy mind az YM155, mind az ASA hatékony
terapias lehetdséget igér a hypophysis adenomakban. Mindkét esetben felmeriil azonban,
hogy hatasukat nem kizarolag a survivin gatlasa révén fejtik ki, igy a hattérben allo
molekularis mechanizmusok pontos tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Bar
az YM155 mas betegségekkel kapcsolatos klinikai vizsgalatok soran igen igéretesnek
tlinik (Clemens és mtsai 2015; Giaccone és mtsai 2009; Tolcher és mtsai 2008; Yamanaka
¢és mtsai 2011), a gyogyszerkutatasok, kiilonosen a daganatellenes terapiak kidolgozasa
soran gyakoriak a kedvezdtlen mellékhatasok, igy az ASA-nak mindenképp megvan az a

hatalmas eldnye, hogy aszpirin forméjaban régota széleskorben alkalmazzak.
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VI. KOVETKEZTETESEK

Doktori munkam soran végzett vizsgéalataim eredményeként az alabbi kdvetkeztetéseket

vonhatjuk le:

1. Ujgeneracios szekvenalas segitségével els6ként elemeztiik a kiilonbozé tipust
hypophysis adenomak teljes mitochondrialis genomjat. 414 j mitochondrialis
varianst sikeriilt azonositanunk, melyek koziil nyolc Osszefliggést mutatott a
daganat szovettani tipusaval, egy pedig csak a nem recidiv adenomakban fordult
elé, a recidivakbol teljesen hianyzott. Ez felvetette annak lehetdségét, hogy
szerepe van a kevésbé agressziv viselkedés kialakitasaban. Eredményeink alapjan
a mitochondrialis genomban bekovetkezd valtozasok nem elsddleges tényezoi a

hypophysis adenomak kialakulasanak.

2. Az altalunk hasznalt Gjgeneracios szekvendlds alapi modszer hatékonyan és

megbizhatdan alkalmazhaté a mitochondrialis variansok azonositasara.

3. Elsoként vizsgaltuk a hypophysis adenomas betegek keringd miRNS ¢€s isomiR
profiljat. Megallapitottuk, hogy a betegek plazmdjaban 6sszességében kevesebb
miRNS fordul eld, mint az egészséges mintakban. Kimutattuk, hogy az
azonositott miRNS-ek megkozelitéleg 46%-a isomiR szekvencia volt, amely
felhivja a figyelmet ezek jelentdségére. Igazoltuk, hogy a miRNS és az isomiR
profil egyarant alkalmas a kiilonb6z6 csoportba tartoz6 hypophysis adenomaval

rendelkezd betegek és az egészségesek plazmamintdinak elkiilonitésére.

4. Az Gjgeneracios szekvenalassal valo miRNS profilozas egy érzékeny mérés. A
mMIRNS-ek mennyiségi meghatarozasahoz az eredményeket mindig validalnunk
kell, amihez aranystandardként a RT-qPCR technikat hasznaljuk. Kimutattuk,
hogy a nagyon kis mennyiségben (<50 read) jelen 1év6 miRNS-ek — bar
ujgeneracids szekvenaldssal detektilhatok — PCR alapu technikdval nem

erOsithetdk meg, igy — egyelére — biomarkerként sem alkalmazhatok.

5. A preoperativ és posztoperativ plazmaparok miRNS profiljanak 6sszehasonlitasa
soran megallapitottuk, hogy a miR-143-3p potencialis biomarkere a klinikailag

nem-funkcionald, FSH/LH+ hypophysis adenomaknak.
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In vitro hypophysis adenoma sejteken kimutattuk, hogy az acetil-szalicilsav
kezelés az apoptdzis indukalasa nélkiil, a sejtciklus gatlasan keresztiil csokkenti a
sejtek €letképességét. Megallapitottuk, hogy az antiproliferativ hatds hatterében
részben a survivin, részben pedig a ciklin A2 ¢és CDK2 molekuldk
transzkripcionalis gatldsa allhat. Vizsgaltuk tovabba az YM155 survivin ihibitor
hatasat ugyanezen sejteken, és megallapitottuk, hogy mind az acetil-szalicilsav,
mind az YM155 igéretes tumorellenes terapias szer lehet nem-funkcionalo

hypophysis adenomak esetén.
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VII. OSSZEFOGLALAS

A gyakori eléfordulasu hypophysis adenomak kialakuldsa és progressziojuk molekularis
hattere kevéssé tisztazott. Mivel a nem-funkcionaldé adenomak esetében jelenleg az
egyetlen lehetdség a miitéti eltavolitas, melynek sikerességét alapvetden hatarozza meg a
korai diagnozis felallitasa, égetd sziikség van 0j biomarkerek azonositasara. Ezen feliil a
patogenezis pontosabb megértése lehetdséget nyujtana Uj terdpias lehetdségek
kidolgozasara is. A fentiek tiikrében doktori munkam sordn a sporadikus hypophysis
adenomak ezen harom aspektusat vizsgaltam. Kutatasom elsé részében a hypophysis
adenomadk teljes mitochondrialis genomjat elemeztem tjgeneracios szekvenalassal, és
vizsgaltam a varidnsok tumorigenezisben betdltott lehetséges szerepét. Osszesen 496,
koztiikk 414 hypophysis adenomakban teljesen 0j varidnst azonositottam. Ezek koziil
nyolc 6sszefliggést mutatott a tumor szovettani eredetével, melyek a CYB az ND1, ND4
génekben, valamint a nem-kddolo régidoban helyezkedtek el. A T16189C varians pedig
kizarolag a nem-recidiv adenomakban fordult el6, a recidiv adenomakbdl teljesen
hidnyzott, amely alapjan szerepe lehet a tumorok joindulati viselkedésében. Ennek
ellenére gy tlinik, hogy a hypophysis adenomak kialakuldsat elsddlegesen nem a
mitochondrialis genomban bekdvetkezd valtozasok okozzak. Munkdm masodik részében
els6ként vizsgaltam hypophysis adenomas betegek keringd miRNS és isomiR profiljat.
Megfigyeltem, hogy az azonositott miRNS-ek 46%-a isomiR szekvencia volt, ami
felhivja a figyelmet ezek jelentéségére. A preoperativ és posztoperativ plazmaparok
Osszehasonlitasaval megallapitottam, hogy a miR-143-3p potencialis biomarker a
klinikailag nem-funkcionald6 FSH/LH+ hypophysis adenomak esetében. Végiil
hypophysis adenoma szovetek génexpresszids eltérései alapjan terépids célpontokat
azonositottam, és ezek koziil vizsgaltam a TRAIL és a survivin lehetséges szerepét. In
vitro igazoltam, hogy a hypophysis adenoma sejtek rezisztensek a TRAIL kezelésre, és
ezt a rezisztenciat az acetil-szalicilsav eldkezelés sem oldja fel. Kimutattam, hogy az
acetil-szalicilsav kezelés a sejtciklus gatlasa révén csokkenti a hypophysis adenoma
transzkripcionalis géatldsan keresztiil valosul meg. Emellett az YM155 kis molekula a
survivin gatldsa révén szintén csokkentette a sejtosztodast. Mindezek alapjan
megallapithatd, hogy mind az acetil-szalicilsav, mind az YMI155 igéretes terdpias

lehetdség hypophysis adenomakban.
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Vill. SUMMARY

Pituitary adenomas are common intracranial neoplasms. The moleculecular mechanism
of their pathogenesis is largely unknown. Currently the first-line therapy of non-
functioning pituitary adenomas (NFPAS) is surgical removal, however, due to the usually
late diagnosis the total ressection is often challenging. Thus, there is an urgent need to
identify novel biomarkers and therapeutic approaches, which require the more
appropriate understanding of their pathogenesis. During my work | focused on three
aspects of pituitary adenomas related to its diagnosis, pathogenesis and feasable
treatment. Firstly, | analysed the whole mitochondrial genome of pituitary adenoma
samples using next-generation sequencing (NGS), and examined their potential role in
tumorigenesis. Among the identified 496 genetic variants 414 were novel in pituitary
adenomas. Eight showed correlation with the histologic type of the adenomas and were
localized in CYB, ND1 and ND4 genes or in the D-loop region.Variant T16189C was
found only in non-recurrent adenomas and absent from recurrent ones, thus it can be
associated with benign behaviour. However, based on our results, mitochondrial variants
are not the primary cause behind pituitary adenoma formation. Secondly, | examined the
circulating miRNA and isomiR profile of pituitary adenoma patients for the first time. |
obtained that 46% of mIRNA sequences were isomiRs, which underlines their
importance. Comparing preoperative and postoperative plasma pairs, miR-143-3p was
identified as a potential biomarker of non-functioning FSH/LH+ pituitary adenomas.
Finally, based on the gene expression changes of pituitary adenoma compared to normal
pituitary tissues, | identified potential therapeutic target molecules. In vitro pituitary
adenoma cells were resistant to TRAIL treatment which could not be overcome by
acetylsalicylic acid (ASA) pretreatment. ASA was shown to inhibit cell cycle
progression, thus reduce cell proliferation through the transcriptional inhibition of
survivin, cyclin A2 and CDK2 molecules. YM155 survivin inhibitor small molecule
reduced cell proliferation as well. Taken together, both ASA and YM155 were shown in

vitro to be promising therapeutic applications in pituitary adenomas.
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X1l. MELLEKLETEK

1. kiegészito tablazat — Az ujgenerdcios szekvendldssal azonositott mitochondridlis
variansok — A tabldazatban bemutatom az altalam azonositott 496 varians adatait, és
osszehasonlitom azt a HmtDB adatbdzisban taldlhato szintén hypophysis adenomakban

leirt variansokkal. Az daltalam azonositott varidansok koziil 414 volt teljesen uj. Ref:
referencia allél, Var: varians allél (Németh és mtsai 2019)

Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok HmtDB adatbazisban 1évé
(n=44) variansok (n=19)
P | v | im0 o | i
szima | Gj varidnsok nukleotid csere | mintak szdma
chrM_28 D-loop/NA A C 6 0j
chrM_72 D-loop/NA T c 2 uj
chrM_73 D-loop/NA A G 22 G-A 10
chrM_146 D-loop/NA T c 2 C-T 16
chrM_150 D-loop/NA c T 3 C-T 2
chrM_152 D-loop/NA T C 9 C-T 14
chrM_183 D-loop/NA A G 1 uj
chrM_185 D-loop/NA G A 4 0j
chrM_188 D-loop/NA A G 2 uj
chrM_189 D-loop/NA A G 1 0j
chrM_195 D-loop/NA T C 8 C-T 18
chrM_199 D-loop/NA T c 1 uj
chrM_204 D-loop/NA T C 2 T-C 1
chrM_207 D-loop/NA G A 2 uj
chrM_228 D-loop/NA G A 5 0j
chrM_235 D-loop/NA A G 1 uj
chrM_239 D-loop/NA T Cc 1 uj
chrM_247 D-loop/NA GA G 1 A-G 19
chrM_263 D-loop/NA A G 43 uj
chrM_295 D-loop/NA C T 5 C-T 3
chrM_302 D-loop/NA A AC 3 uj
chrM_310 D-loop/NA T TC 38 T-C 1
chrM_316 D-loop/NA G AC 2 G-C 1
chrM_317 D-loop/NA CTT Cc 1 uj
chrM_320 D-loop/NA CTGG C 1 0j
chrM_368 D-loop/NA A G 1 j
chrM_374 D-loop/NA A G 1 0j
chrM_385 D-loop/NA A G 1 j
chrM_456 D-loop/NA o T 1 uj
chrM_462 D-loop/NA C T 6 C-T 3
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Pozicio

Tipus/gén

Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

(n=44)

HmtDB adatbazisban 1évo
variansok (n=19)

Ref

Var

Erintett
mintak
szama

Hypophysis
adenomaban
uj variansok

Azonositott
nukleotid csere

Erintett
mintak szama

chrM_489

D-loop/NA

T-N

chrM_497

D-loop/NA

O

C-T

chrM_499

D-loop/NA

®

G-N

chrM_513

D-loop/NA

@
O
>

G-N

chrM_545

D-loop/NA

G-N

chrM_564

D-loop/NA

>IO|O|>| 4|0

G-N

chrM_593

tRNA/TRNF

-
(@]

T-N

chrM_709

rRNA/RNR1

Q| P | P |IN|[O[N|F]| 0

G-A

RPlRrlRr|Rr|lRr|Rr|N|~

chrM_750

rRNA/RNR1

IS
w

U

chrM_866

rRNA/RNR1

0

chrM_877

rRNA/RNR1

0

chrM_879

rRNA/RNR1

U

chrM_930

rRNA/RNR1

0j

chrM_933

rRNA/RNR1

U

chrM_951

rRNA/RNR1

IO OO >

0j

chrM_955

rRNA/RNR1

>
(@]

0

chrM_961

rRNA/RNR1

U

chrM_989

rRNA/RNR1

| H[>(OO|O|H|O|D>|>D|O|H|O|®O

0j

chrM_992

rRNA/RNR1

—
>

U

chrM_1030

rRNA/RNR1

0j

chrM_1189

rRNA/RNR1

RlRrlw|lRr|[Pr|lw|lRr|Rr|O[N| R~

T-C

chrM_1438

rRNA/RNR1

N
w

0j

chrM_1465

rRNA/RNR1

0j

chrM_1591

rRNA/RNR1

OO0 |IHO|O

0

chrM_1718

rRNA/RNR2

>
®

0j

chrM_1719

rRNA/RNR2

0

chrmM_1811

rRNA/RNR2

chrM_1824

rRNA/RNR2

0

chrM_1888

rRNA/RNR2

0

chrM_1893

rRNA/RNR2

0j

chrM_1958

rRNA/RNR2

QI>PIOH|>IO>|IO0|>| O

AN RN IR R R ES

0

chrM_2129

STS/RNR2

N
(o)}

0j

chrM_2135

STS/RNR2

0

chrM_2149

STS/RNR2

uj

chrM_2203

STS/RNR2

uj

chrM_2245

rRNA/RNR2

0

chrmM_2387

rRNA/RNR2

uj

chrM_2392

rRNA/RNR2

OI0|O|>|>|>| O[> 0> 0 0|>

e e = B N TS

T-Y

134




DOI:10.14753/SE.2020.2292

Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

HmtDB adatbazisban 1évo

(n=44) variansok (n=19)
szima | dj variansok nukleotid csere | mintak szama
chrM_2407 | rRNA/RNR2 T C 1 0j
chrM_2416 | rRNA/RNR2 T C 1 uj
chrM_2487 | rRNA/RNR2 A C 18 0j
chrM_2523 | rRNA/RNR2 C A 1 Uj
chrM_2525 | rRNA/RNR2 C A 13 Uj
chrM_2623 | rRNA/RNR2 A G 1 0j
chrM_2702 | rRNA/RNR2 G A 1 Uj
chrM_2706 | rRNA/RNR2 A G 18 G-A 19
chrM_2772 | rRNA/RNR2 C T 1 uj
chrM_2807 | rRNA/RNR2 T G 0 uj
chrM_2817 | rRNA/RNR2 G A 1 Uj
chrM_2850 | rRNA/RNR2 T C 1 uj
chrM_3010 | rRNA/RNR2 G A 11 G-A 4
chrM_3127 | rRNA/RNR2 G A 1 uj
chrM_3197 | rRNA/RNR2 T C 3 T-C 2
chrM_3240 |[tRNA/TRNL1 C G 2 Uj
chrM_3264 |[tRNA/TRNL1 T C 1 Uj
chrM_3314 CDS/ND1 T AC 7 Uj
chrM_3317 CDS/ND1 CCA C 6 Uj
chrM_3380 | CDS/ND1 G A 2 4j
chrM_3392 CDS/ND1 G A 2 Uj
chrM_3414 CDS/ND1 Cc G 9 uj
chrM_3480 CDS/ND1 A G 1 A-G 2
chrM_3492 CDS/ND1 A C 5 Uj
chrM_3511 CDS/ND1 A C 2 uj
chrM_3552 CDS/ND1 T A 1 Uj
chrM_3565 | CDS/ND1 A AC 2 4j
chrM_3604 CDS/ND1 CTAG C 7 Uj
chrM_3670 CDS/ND1 G A 1 Uj
chrM_3748 CDS/ND1 AT A 1 Uj
chrM_3796 CDS/ND1 A G 2 Uj
chrM_3832 CDS/ND1 C T 1 Uj
chrM_3915 CDS/ND1 G A 1 0j
chrM_3918 CDS/ND1 G A 1 uj
chrM_3997 | CDS/ND1 A AC 1 0j
chrM_4000 CDS/ND1 A AG 1 0j
chrM_4002 CDS/ND1 TAT:AT T 1 0j
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Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

HmtDB adatbazisban 1évo

(n=44) variansok (n=19)
szima | dj variansok nukleotid csere | mintak szama
chrM_4048 CDS/ND1 G A 1 0j
chrM_4071 CDS/ND1 C T 1 uj
chrM_4086 CDS/ND1 C T 1 0j
chrM_4122 CDS/ND1 A G 1 Uj
chrM_4155 CDS/ND1 C A 2 C-T 1
chrM_4164 CDS/ND1 A G 1 0j
chrM_4216 CDS/ND1 T C 13 T-C 4
chrM_4227 CDS/ND1 A G 1 0j
chrM_4401 STS/NA A G 1 uj
chrM_4435 | tRNA/TRNM A G 1 Uj
chrM_4558 CDS/ND2 G A 1 Uj
chrM_4580 CDS/ND2 G A 2 uj
chrM_4639 | CDS/ND2 T C 1 0j
chrM_4646 CDS/ND2 T C 2 uj
chrM_4715 CDS/ND2 A G 1 uj
chrM_4720 CDS/ND2 G A 1 Uj
chrM_4727 CDS/ND2 A G 1 Uj
chrM_4755 CDS/ND2 T C 1 uj
chrM_4769 CDS/ND2 A G 42 Uj
chrM_4793 CDS/ND2 A G 1 uj
chrM_4796 CDS/ND2 C T 1 C-T 1
chrM_4820 CDS/ND2 G A 1 Uj
chrM_4917 CDS/ND2 A G 7 uj
chrM_4937 CDS/ND2 T C 1 Uj
chrM_4966 | CDS/ND2 GT G 2 j
chrM_4974 CDS/ND2 G A 1 Uj
chrM_5031 CDS/ND2 G A 1 Uj
chrM_5060 CDS/ND2 C A 3 Uj
chrM_5147 CDS/ND2 G A 3 Uj
chrM_5186 CDS/ND2 A G 2 uj
chrM_5198 CDS/ND2 A G 2 Uj
chrM_5228 | CDS/ND2 C G 3 uj
chrM_5262 CDS/ND2 G A 1 0j
chrM_5263 CDS/ND2 C T 1 uj
chrM_5293 CDS/ND2 G A 1 uj
chrM_5325 CDS/ND2 A G 1 0j
chrM_5334 CDS/ND2 A G 1 uj
chrM_5351 CDS/ND2 A G 1 uj
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Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

HmtDB adatbazisban 1évo

(n=44) variansok (n=19)
szima | dj variansok nukleotid csere | mintak szama
chrM_5460 CDS/ND2 G A 1 G-A 2
chrM_5471 CDS/ND2 G A 2 uj
chrM_5530 |[tRNA/TRNW C A 1 0j
chrM_5687 | tRNA/TRNN CT C 6 Uj
chrM_5691 | tRNA/TRNN GT G 4 Uj
chrM_5693 | tRNA/TRNN TA T 2 0j
chrM_5703 | tRNA/TRNN G A 1 Uj
chrM_5801 | tRNA/TRNC T C 1 0j
chrM_5906 | CDS/COX1 G A 1 uj
chrM_5999 | CDS/COX1 T C 2 j
chrM_6047 | CDS/COX1 A G 2 aj
chrM_6050 | CDS/COX1 T C 1 uj
chrM_6100 | CDS/COX1 T C 1 j
chrM_6126 | CDS/COX1 A G 1 uj
chrM_6221 | CDS/COX1 T c 2 uj
chrM_6227 | CDS/COX1 T C 1 Uj
chrM_6371 | STS/COX1 C T 2 Uj
chrM_6386 | STS/COX1 C T 1 j
chrM_6425 | STS/COX1 T C 1 Uj
chrM_6455 | STS/COX1 C T 1 j
chrM_6464 | STS/COX1 C A 1 Uj
chrM_6554 | STS/COX1 C T 1 j
chrM_6556 | STS/COX1 C A 0 uj
chrM_6626 | STS/COX1 T C 2 Uj
chrM_6680 | STS/COX1 T C 1 j
chrM_6741 | STS/COX1 AT A 1 Uj
chrM_6756 | STS/COX1 T C 1 j
chrM_6768 | STS/COX1 G A 1 Uj
chrM_6776 | STS/COX1 T C 1 Uj
chrM_6779 | STS/COX1 A G 1 uj
chrM_6791 | STS/COX1 A G 2 Uj
chrM_6845 | STS/COX1 C T 7 j
chrM_6851 | STS/COX1 C T 1 0j
chrM_7022 | CDS/COX1 T o 1 uj
chrM_7024 | CDS/COX1 T o 1 uj
chrM_7028 | CDS/COX1 C T 24 T-C 11
chrM_7080 | CDS/COX1 T C 1 T-C 1
chrM_7162 STS/NA G A 1 uj
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Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

HmtDB adatbazisban 1évo

(n=44) variansok (n=19)
szima | dj variansok nukleotid csere | mintak szama
chrM_7196 STS/NA C A 1 0j
chrM_7270 STS/NA T C 1 uj
chrM_7299 STS/NA A G 1 0j
chrM_7300 STS/NA T G 0 Uj
chrM_7303 STS/NA T G 0 Uj
chrM_7312 STS/NA T G 0 0j
chrM_7315 STS/NA T G 0 Uj
chrM_7559 STS/NA A G 1 0j
chrM_7601 STS/NA CA C 23 uj
chrM_7603 STS/NA AG A 4 Uj
chrM_7604 STSINA GT G 3 aj
chrM_7621 STS/NA T C 1 uj
chrM_7645 | STS/NA T C 1 0
chrM_7684 STS/NA T C 1 uj
chrM_7706 STSINA GC G 1 aj
chrM_7707 STS/NA C G 18 Uj
chrM_7709 STS/NA CT C 5 Uj
chrM_7714 STS/NA C T 1 uj
chrM_7789 STS/NA G A 1 Uj
chrM_7819 | STS/NA C G 1 0
chrM_7853 STS/NA G A 1 Uj
chrM_7879 STS/NA AT A 1 Uj
chrM_7910 | STS/NA G A 1 0j
chrM_7963 STS/NA A G 1 Uj
chrM_8014 STS/NA A T 1 Uj
chrM_8020 STS/NA G A 1 Uj
chrM_8026 STS/NA A T 1 Uj
chrM_8153 STS/NA G A 1 Uj
chrM_8155 STS/NA G A 2 Uj
chrM_8270 | STS/NA C géggg 1 0j
chrM_8277 | STS/INA T C 1 0j
chrM_8278 STS/NA CTA C 1 Uj
chrM_8279 STS/NA T C 1 uj
chrM_8280 STS/NA AC A 1 uj
chrM_8281 STS/NA C A 18 0j
chrM_8286 STS/NA T o 1 uj
chrM_8287 STS/INA |CTAGAG C 1 C-Y 1
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Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

HmtDB adatbazisban 1évo

(n=44) variansok (n=19)
szima | dj variansok nukleotid csere | mintak szama
chrM_8308 STS/NA A G 1 0j
chrM_8334 STS/NA G C 1 uj
chrM_8348 STS/NA A G 2 0j
chrM_8387 STS/NA G A 1 Uj
chrM_8431 STS/NA C T 1 Uj
chrM_8440 STS/NA A G 1 0j
chrM_8448 STS/NA T C 1 Uj
chrM_8473 STS/NA T C 1 T-C 1
chriM_8482 STS/NA A C 4 uj
chrM_8483 STS/NA A T 4 Uj
chrM_8503 STSINA T C 2 j
chrM_8521 STS/NA A G 1 uj
chrM_8584 | CDS/ATP6 G A 1 j
chrM_8596 | CDS/ATP6 A G 1 uj
chrM_8697 | CDS/ATP6 G A 7 j
chrM_8701 | CDS/ATP6 A G 2 G-A 19
chrM_8786 | CDS/ATP6 TC T 2 Uj
chrM_8788 | CDS/ATP6 CT C 2 aj
chrM_8789 | CDS/ATP6 T C 1 Uj
chrM_8818 | CDS/ATP6 C T 2 j
chrM_8860 | CDS/ATP6 A G 42 Uj
chrM_8869 | CDS/ATP6 A G 1 j
chrM_8926 | CDS/ATP6 C T 1 j
chrM_8950 | CDS/ATP6 G A 1 Uj
chrM_9033 | CDS/ATP6 A G 1 j
chrM_9044 | CDS/ATP6 T C 0 Uj
chrM_9055 | CDS/ATP6 G A 0 G-A 2
chrM_9110 | CDS/ATP6 T C 1 Uj
chrM_9128 | CDS/ATP6 T C 1 Uj
chrM_9156 | CDS/ATP6 A G 1 j
chrM_9182 | CDS/ATP6 G A 1 Uj
chrM_9380 | STS/COX3 G A 1 j
chrM_9398 | STS/COX3 A G 1 0j
chrM_9445 | CDS/COX3 GA G 1 0
chrM_9477 | CDS/COX3 G A 2 G-A 2
chrM_9492 | CDS/COX3 G A 1 0j
chrM_9520 | CDS/COX3 G A 1 ]
chrM_9527 | CDS/COX3 C T 1 uj
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szima | dj variansok nukleotid csere | mintak szama
chrM_9540 | CDS/COX3 T C 2 C-T 19
chrM_9545 | CDS/COX3 A G 1 uj
chrM_9548 | CDS/COX3 G A 1 0j
chrM_9554 | CDS/COX3 G A 1 Uj
chrM_9575 | CDS/COX3 G A 1 Uj
chrM_9698 | CDS/COX3 T C 1 T-C 2
chrM_9819 | CDS/COX3 G A 1 uj
chrM_9824 | CDS/COX3 T C 1 0j
chrM_9899 | CDS/COX3 T C 1 4j
chrM_9949 | CDS/COX3 T C 1 aj
chrM_9966 | CDS/COX3 G A 1 G-A 1
chrM_10014 | tRNA/TRNG G A 1 uj
chrM_10084 | CDS/ND3 T C 2 0
chrM_10162 | CDS/ND3 C A 8 uj
chrM_10177 | CDS/ND3 G A 1 uj
chrM_10192 | CDS/ND3 C T 1 Uj
chrM_10217 | CDS/ND3 A G 1 Uj
chrM_10253 | CDS/ND3 T C 1 0
chrM_10316 | CDS/ND3 AAT A 1 Uj
chrM_10334 | CDS/ND3 CT C 5 aj
chrM_10334 | CDS/ND3 C T 1 Uj
chrM_10337 | CDS/ND3 AT A 1 Uj
chrM_10345 | CDS/ND3 T C 1 0j
chrM_10360 | CDS/ND3 G A 1 Uj
chrM_10394 | CDS/ND3 C T 1 0j
chrM_10398 | CDS/ND3 A G 9 G-A 19
chrM_10400 | CDS/ND3 C T 2 0j
chrM_10463 | tRNA/TRNR T C 7 Uj
chrM_10550 | CDS/ND4L A G 1 A-G 2
chrM_10630 | CDS/ND4L T C 1 Uj
chrM_10813 | CDS/ND4 CAA C 1 Uj
chrM_10873 | CDS/ND4 T C 2 C-T 19
chrM_10946 | CDS/ND4 A AC 1 0j
chrM_10948 | CDS/ND4 C T 1 uj
chrM_11009 | CDS/ND4 T C 1 uj
chrM_11016 | CDS/ND4 G A 1 0j
chrM_11031 | CDS/ND4 GA G 2 uj
chrM_11150 | CDS/ND4 G A 1 uj
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chrM_11168 | CDS/ND4 G T 1 0j
chrM_11169 | CDS/ND4 G A 1 uj
chrM_11203 | CDS/ND4 C T 1 0j
chrM_11251 | CDS/ND4 A G 13 A-G 3
chrM_11253 | CDS/ND4 T C 1 Uj
chrM_11299 | CDS/ND4 T C 1 T-C 2
chrM_11307 | CDS/ND4 C G 2 Uj
chrM_11332 | CDS/ND4 C T 2 0j
chrM_11337 | CDS/ND4 A G 1 uj
chrM_11377 | CDS/ND4 G A 1 uj
chrM_11402 | CDS/ND4 T C 1 uj
chrM_11423 | CDS/ND4 G A 1 uj
chrM_11465 | CDS/ND4 T C 2 uj
chrM_11467 | CDS/ND4 A G 5 A-G 4
chrM_11652 | CDS/ND4 TA T 2 Uj
chrM_11655 | CDS/ND4 CA C 0 Uj
chrM_11656 | CDS/ND4 AG A 1 Uj
chrM_11719 | CDS/ND4 G A 21 A-G 10
chrM_11812 | CDS/ND4 G 4 0j
chrM_11832 | CDS/ND4 G A 1 Uj
chrM_11866 | CDS/ND4 AC A 1 Uj
chrM_11878 | CDS/ND4 T C 2 uj
chrM_11914 | CDS/ND4 G A 1 A-G 19
chrM_11959 | CDS/ND4 A G 1 Uj
chrM_12103 | CDS/ND4 C A 1 uj
chrM_12127 | CDS/ND4 G A 1 Uj
chrM_12161 | tRNA/TRNH T C 1 uj
chrM_12308 |tRNA/TRNL2 A G 5 A-G 5
chrM_12372 | CDS/ND5 G A 5 G-A 5
chrM_12373 | CDS/ND5 A G 1 uj
chrM_12390 | CDS/ND5 C T 1 Uj
chrM_12405 | CDS/ND5 C T 1 uj
chrM_12417 | CDS/ND5 CA C,CAA 4 0j
chrM_12458 | CDS/ND5 CA o 2 uj
chrM_12543 | CDS/ND5 Cégﬁﬁc C 1 4j
chrM_12596 | CDS/ND5 TA T 2 0j
chrM_12612 | CDS/ND5 A G 7 A-G 3
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chrM_12633 | CDS/ND5 C A 3 0j
chrM_12634 | CDS/ND5 A G 1 A-G 1
chrM_12645 | CDS/ND5 C T 1 0j
chrM_12684 | CDS/ND5 G A 7 Uj
chrM_12705 | CDS/ND5 C T 10 T-C 18
chrM_12716 | CDS/ND5 C T 1 0j
chrM_12764 | CDS/ND5 G A 1 Uj
chrM_12773 | CDS/ND5 G A 1 0j
chrM_12810 | CDS/ND5 A G 1 uj
chrM_12811 | CDS/ND5 T c 2 uj
chrM_12937 | CDS/ND5 A G 2 uj
chrM_12957 | CDS/ND5 T C 1 uj
chrM_13036 | CDS/ND5 C T 1 j
chrM_13062 | CDS/ND5 A G 3 uj
chrM_13063 | CDS/ND5 G A 1 j
chrM_13095 | CDS/ND5 T C 6 Uj
chrM_13102 | CDS/ND5 G A 1 Uj
chrM_13105 | CDS/ND5 A G 6 G-A 19
chrM_13117 | CDS/ND5 A G 1 Uj
chrM_13158 | CDS/ND5 A G 2 0j
chrM_13169 | CDS/ND5 T C 1 Uj
chrM_13230 | CDS/ND5 CA C 1 uj
chrM_13263 | CDS/ND5 A G 1 0j
chrM_13271 | CDS/ND5 C 1 Uj
chrM_13304 | CDS/ND5 AC A 2 Uj
chrM_13336 | CDS/ND5 T C 1 Uj
chrM_13368 | CDS/ND5 G A 7 j
chrM_13385 | CDS/ND5 T C 1 Uj
chrM_13437 | CDS/ND5 T A 14 Uj
chrM_13441 | CDS/ND5 A Cc 25 uj
chrM_13528 | CDS/ND5 A G 1 Uj
chrM_13563 | CDS/ND5 AT A 8 uj
chrM_13565 | CDS/ND5 CT C 1 0j
chrM_13567 | CDS/ND5 AT A 8 4j
chrM_13570 | CDS/ND5 AC A 6 4j
chrM_13613 | CDS/ND5 T C 1 0j
chrM_13617 | CDS/ND5 T C 2 T-C 2
chrM_13681 | CDS/ND5 A G 1 uj
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chrM_13708 | CDS/ND5 G A 8 G-A 4
chrM_13759 | CDS/ND5 G A 1 G-A
chrM_13788 | CDS/ND5 C A 1 0j
chrM_13823 | CDS/ND5 T C 1 Uj
chrM_13824 | CDS/ND5 A G 1 Uj
chrM_13825 | CDS/ND5 G A 1 0j
chrM_13834 | CDS/ND5 A G 1 Uj
chrM_13846 | CDS/ND5 C A 1 0j
chrM_13857 | CDS/ND5 A G 1 uj
chrM_13965 | CDS/ND5 T C 1 j
chrM_13966 | CDS/ND5 A G 2 j
chrM_13984 | CDS/ND5 CT C 1 uj
chrM_14003 | CDS/ND5 C T 1 0
chrM_14016 | CDS/ND5 G A 1 uj
chrM_14110 | CDS/ND5 T c 2 uj
chrM_14167 | CDS/ND6 C T 1 C-T 2
chrM_14233 | CDS/ND6 A G 4 Uj
chrM_14318 | CDS/ND6 T c 1 uj
chrM_14319 | CDS/ND6 T C 1 Uj
chrM_14344 | CDS/ND6 A G 1 uj
chrM_14346 | CDS/ND6 C A 1 Uj
chrM_14435 | CDS/ND6 T Cc 1 uj
chrM_14470 | CDS/ND6 T Cc 2 uj
chrM_14587 | CDS/ND6 AC A 1 Uj
chrM_14588 | CDS/ND6 C A 1 0j
chrM_14620 | CDS/ND6 C T 2 Uj
chrM_14687 | tRNA/TRNE A G 1 Uj
chrM_14766 | CDS/CYTB C T 22 T-C 19
chrM_14783 | CDS/CYTB T C 2 Uj
chrM_14793 | CDS/CYTB A G 2 uj
chrM_14798 | CDS/CYTB T C 6 T-C 3
chrM_14893 | CDS/CYTB A G 1 uj
chrM_14905 | CDS/CYTB G A 7 0j
chrM_14925 | CDS/CYTB | CA C 10 4j
chrM_14927 | CDS/CYTB AC A 26 0j
chrM_14929 | CDS/CYTB C CTAG 5 0j
chrM_14971 | CDS/CYTB T C 1 uj
chrM_15043 | CDS/CYTB G A 3 uj
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Pozicio

Tipus/gén

Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

(n=44)

HmtDB adatbazisban 1évo
variansok (n=19)

Ref

Var

Erintett
mintak
szama

Hypophysis
adenomaban
uj variansok

Azonositott
nukleotid csere

Erintett
mintak szama

chrM_15050

CDS/CYTB

CT

N

0

chrM_15052

CDS/CYTB

AT

U

chrM_15054

CDS/CYTB

AT

0

chrM_15062

CDS/CYTB

_|

0

chrM_15172

CDS/CYTB

()

U

chrM_15204

CDS/CYTB

—
(@]

0

chrM_15218

CDS/CYTB

chrM_15245

CDS/CYTB

0

chrM_15249

CDS/CYTB

U

chrM_15299

CDS/CYTB

0

chrM_15301

CDS/CYTB

0

chrM_15314

CDS/CYTB

U

chrM_15322

CDS/CYTB

0j

chrM_15323

CDS/CYTB

RlRrRr|NRr|RrRr|NM]| O Rr|R]N

U

chrM_15326

CDS/CYTB

0j

chrM_15331

CDS/CYTB

OO O|Od|[> 0>

0

chrM_15343

CDS/CYTB

(@]
i1

U

chrM_15452

CDS/CYTB

O

C-A

chrM_15457

CDS/CYTB

O

U

chrM_15487

CDS/CYTB

0j

chrM_15607

CDS/CYTB

>

0

chrM_15620

CDS/CYTB

(@]
k1

0j

chrM_15693

CDS/CYTB

0j

chrM_15700

CDS/CYTB

0

chrM_15732

CDS/CYTB

0j

chrM_15734

CDS/CYTB

0

chrM_15750

CDS/CYTB

0j

chrM_15764

CDS/CYTB

0

chrM_15873

CDS/CYTB

0

chrM_15904

tRNA/TRNT

0j

chrM_15927

tRNA/TRNT

0

chrM_15928

tRNA/TRNT

0j

chrM_16036

D-loop/NA

0

chrM_16067

D-loop/NA

uj

chrM_16069

D-loop/NA

C-T

chrM_16086

D-loop/NA

0

chrM_16092

D-loop/NA

uj

chrM_16093

D-loop/NA
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N T I e e e R e B T e I N e B e e N R I N I I YU EENN = e
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Sajat vizsgalatunkban el6fordulé variansok

HmtDB adatbazisban 1évo

(n=44) variansok (n=19)

szima | dj variansok nukleotid csere | mintak szama
chrM_16126 | D-loop/NA T C 13 T-C 4
chrM_16129 | D-loop/NA G A 5 A-G 19
chrM_16134 | D-loop/NA C T 2 Uj
chrM_16148 | D-loop/NA C T 1 0j
chrM_16162 | D-loop/NA A G 1 0j
chrM_16163 | D-loop/NA A G 3 0
chrM_16164 | D-loop/NA A G 0 0j
chrM_16182 | D-loop/NA A AC 1 0
chrM_16183 | D-loop/NA A C 2 A-C 1
chrM_16185 | D-loop/NA c CT 1 uj
chrM_16186 | D-loop/NA c T 2 uj
chrM_16189 | D-loop/NA T C 9 C-T 19
chrM_16192 | D-loop/NA C T 3 C-T 1
chrM_16193 | D-loop/NA C T 1 C-T 1
chrM_16194 | D-loop/NA A G 1 uj
chrM_16209 | D-loop/NA T C 1 0j
chrM_16221 | D-loop/NA C T 1 0j
chrM_16223 | D-loop/NA C T 4 T-C 14
chrM_16224 | D-loop/NA T C 1 T-C 2
chrM_16234 | D-loop/NA c T 2 uj
chrM_16239 | D-loop/NA C T 1 C-T 1
chrM_16240 | D-loop/NA A G 1 uj
chrM_16256 | D-loop/NA C T 1 C-T 1
chrM_16261 | D-loop/NA C T 2 C-T 3
chrM_16263 | D-loop/NA T Cc 1 uj
chrM_16265 | D-loop/NA A T 1 Uj
chrM_16266 | D-loop/NA Cc T 1 uj
chrM_16270 | D-loop/NA C T 3 C-T 2
chrM_16278 | D-loop/NA C T 2 T-C 19
chrM_16287 | D-loop/NA Cc T 1 uj
chrM_16288 | D-loop/NA T C 1 Uj
chrM_16293 | D-loop/NA A G 0 uj
chrM_16294 | D-loop/NA C T 8 0j
chrM_16296 | D-loop/NA C T 3 0j
chrM_16297 | D-loop/NA T o 1 uj
chrM_16298 | D-loop/NA T C 4 0j
chrM_16302 | D-loop/NA A G 1 uj
chrM_16304 | D-loop/NA T C 4 T-C 1
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chrM_16311 | D-loop/NA T C 4 C-T 19
chrM_16327 | D-loop/NA C T 1 0j
chrM_16354 | D-loop/NA C T 1 0
chrM_16355 | D-loop/NA C T 1 0j
chrM_16356 | D-loop/NA T C 5 T-C 1
chrM_16362 | D-loop/NA T C 3 T-C 1
chrM_16366 | D-loop/NA C T 1 0j
chrM_16399 | D-loop/NA A G 1 0
chrM_16482 | D-loop/NA A G 1 0j
chrM_16519 | D-loop/NA T C 31 C-T 19
chrM_16526 | D-loop/NA G A 1 uj
chrM_16527 | D-loop/NA C T 1 0j
chrM_16545 | D-loop/NA T c 2 uj
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