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l. Bevezetés

A hypophysis adenomak az intrakranialis tumorok 10-15%-at alkotjak. Eléfordulasuk eléri az
1/1000 esetet, amellyel a gyakori daganattipusok kozé tartoznak. Térfoglalasuk, és az endokrin
rendszerre gyakorolt hatdsuk miatt morbiditasuk jelentés. A hypophysis adenomak
megkozelitdleg 70%-a hormondlisan aktiv, ugynevezett funkciondlis adenoma, amelyek
hormontermelésiik révén klinikai tiineteket okoznak (példaul akromegaliat, Cushing-kort), mig
30%-uk klinikailag nem-funkcionaldé (hormonalisan inaktiv) adenoma. Ezekben a sejtek
hormontermelése (GH: névekedési hormon, PRL: prolaktin, FSH: follikulus stimulalé hormon,
LH: luteinizaldé hormon, ACTH: adenocorticotrop hormon, TSH: pajzsmirigy stimulald
hormon) csak az eltavolitast koveté immunhisztokémiai vizsgalattal mutathato ki. Egyes
adenomak immunhisztokémiai vizsgalattal minden hormonra negativak (HN), mig mésok tobb

hormonra is pozitivitast mutatnak (plurihormonalis adenomak).

A hypophysis adenomdk 95%-ban sporadikus megjelenésiiek, melyek kialakuldsanak és
progresszi6janak molekularis mechanizmusa kevéssé tisztazott. Uj diagnosztikai modszerek és
terapias lehet6ségek kidolgozasa érdekében elsddleges fontossagu lenne ezen folyamatok és az

ezekben résztvevd molekuldk pontosabb megismerése.

Az eukaridta szovetekben a sejtek atlagosan 100 mitochondriummal rendelkeznek, melyek
mindegyike tobb kopiaban tartalmazhatja a 16569 bazispar hosszu cirkuléris mitochondrialis
DNS-t (mtDNS). A mitochondriumok az oxidativ foszforilacido révén biztositjak a sejtek
energidjanak nagy részét, valamint fontos szerepiik van az apoptozisban, igy a mtDNS-ben
megjelend hibdk a sejtek miikodésének zavarahoz vezethetnek. Daganatos megbetegedéssel
Osszefliggd mitchondridlis varidnsokat elsoként 1998-ban azonositottak vastagbélrakban
szenvedo betegeknél. Azdta szamos mas tumorszovetbdl is kimutattak mtDNS eltéréseket, és

felvetették ezen varidnsok tumorképzddésben betoltott lehetséges szerepét.

A miRNS-ek olyan, 19-25 nukleotid hosszu, egyszalit RNS molekulak, amelyek az alapvetd
szabalyozo funkciok finomhangolasaban vesznek részt. Vérben valo nagyfoku stabilitdsuknak
koszonhetden a keringd, extracellularis miRNS-ek az elmult években keriiltek a tumorbiologia
fokuszpontjaba, mint minimalisan invaziv biomarkerek. Egyre tobb tanulmany foglalkozik az
endokrin daganatok klinikai megjelenésével dsszefliggést mutatd, plazmaban vagy szérumban
detektalhatd miRNS-ek szintjével, azonban a keringd miRNS-ek el6fordulasat hypophysis
adenomakkal kapcsolatban eddig még nem vizsgaltak. A miRNS-ek aktiv szekrécioval, illetve
a sejtek — példaul apoptdzis révén valo — szétesésével is a keringési rendszerbe juthatnak, igy

gyakran nagyon nehéz megmondani, hogy egy adott keringd miRNS valdban a tumorsejtekbdl



szarmazik-e. Vannak olyan vizsgalatok, amelyben a tumor-asszocialt miRNS-ek emelkedett
szintjét tudtadk kimutatni a keringésben. Azonban ha a miRNS szintjének emelkedése vagy
csOkkenése a tumorral Osszefiiggésben kovetkezetesen kimutathatd, akkor a miRNS -

eredetétol fliggetleniil — jol alkalmazhatd biomarkerként.

A hypophysis adenomak koziil a prolaktin termelé daganatok esetében az elsédleges terapia a
gyogyszeres kezelés, amely altalaban dopamin agonistak adasat jelenti (példaul bromocriptin
vagy cabergoline). Az 6sszes tobbi adenoma tipusnal az els6dleges terapias lehetdség a daganat
mitéti eltavolitasa. A tumor teljes rezekcidja azonban gyakran nehézkes, kiillondsen a nagy

méretll, és a kornyezo szovetekbe terjedd daganatok esetében.

Mivel a radkos sejtek kialakuldsanak lényeges momentuma az apoptdzis folyamatdnak
karosodasa, a tumorterapiak egyik fontos agazata az apoptdzis indukalasa. Ennek egyik igéretes
modja a human rekombinans TRAIL (TNF-szerli apoptdzis indukald ligand) kezelés, amely
szelektiven, a tumorsejtekben indukalja az apoptézist anélkiil, hogy az egészséges sejteket
karositana. Szamos daganatsejtrél kimutattak azonban, hogy rezisztens a TRAIL kezelésre,

melynek hatterében részben a survivin molekula emelkedett expresszidjat azonositottak.

A survivin az apoptdzis inhibitor fehérjék (IAP) csaladjaba tartoz6 kis molekula, amelynek
mind az apopt6zis, mind a sejtciklus szabalyozasaban fontos szerepe van. A felndtt szovetekben
altalaban alacsonyan, vagy egyaltalan nem fejezddik ki, emelkedett expresszidjat viszont
rengeteg tumorszovetben leirtak. Tobb esetben is korrelaciot fedeztek fel a tumor
invazivitasaval, kezelésre valo rezisztencidjaval és a kedvezdtlen taléléssel. Mindezek alapjan

a survivin egy igéretes terapids célpont a daganatterapiakban.



Il1. Célkitiizés
Doktori munkam soran az alabbi célokat allitottam fel;

1. A hypophysis adenomak teljes mitochondridlis genomjat Gjgeneracids szekvenalassal
kivantam elemezni. Olyan varidnsok utan kutattam, melyek jelenléte segitséget nytjthat a
hypophysis adenomak kialakulasanak hatterében all6 molekularis mechanizmusok

pontosabb megértésében.

2. Célul thztem ki a hypophysis adenomaban szenvedd betegek keringd miRNS profiljanak

vizsgalatat potencialis biomarkerek felkutatasa céljabol. Ezen beliil célom volt:

a. 0Osszehasonlitani a hypophysis adenomas betegek plazméjaban eléforduld6 miRNS

¢és isomiR szekvenciakat,

b. ¢és Osszevetni a miRNS-ek valtozasat kiilonb6z6 hypophysis daganattal operalt

betegek miitét eldtti és miitét utani vérplazma mintajaban.

3. Célul tiztem ki potencidlis terapias célpontok felkutatdsat hypophysis szoveti

génexpresszios adatok alapjan. Ennek keretében:

a. azapoptozisban résztvevo survivin €s TRAIL molekula expresszios és funkcionalis

vizsgalatat,

b. a survivinen keresztiil hat6 acetil-szalicilsav (ASA) hypophysis adenoma sejtekre

gyakorolt in vitro hatasanak elemzését,

c. valamint a survivin gatlas és ASA hatas tovabbi in vivo vizsgalatdhoz xenograft

modelléallatot kivantam létrehozni az RC-4 B/C hypophysis adenoma sejtvonalbol.



111. Modszerek

I11.1. Betegmintak

Munkam soran Osszesen 102 hypophysis adenoma (26 GH termel6 (GHPA) és 76 nem-
funkcionald (NFPA)), és 10 normalis (ép) hypophysis (NH) szévetmintat, valamint 45 betegt6l
szarmaz6 149 plazmamintat, és kontrollként 2 egészséges dnkéntes plazmamintajat hasznaltam

fel.

A hypophysis adenoma szvetmintakat az Orszagos Klinikai Idegtudomanyi Intézetben 2015
¢€s 2017 kozott transsphenoidalis feltarassal végzett operaciok alkalmaval gytijtottem 6ssze. Az
egészséges hypophysis szovetmintdk korabbi kollaboraciobol (2009) (University Clinical
Centre, Belgrade, Serbia), endokrin betegségben nem szenvedd, baleseti elhunytakbdl — a halal
bedlltat kdvetd 6 oran belil — keriiltek eltdvolitdsra. A pre- és posztoperativ vérmintdk a
Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinikan hypophysis adenomaval gondozott
betegektdl szarmaznak. A betegek részletes tajékoztatast kovetden beleegyezd nyilatkozat

alairasaval jarultak hozza a mintak felhasznalasédhoz.
111.2. Extracellularis vezikula és nukleinsav izolalas

Az extracellularis vezikuldk (EV) szeparalasat mintanként 300 ul plazmabol a Total Exosome
Isolation Kit (from plasma) (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztem. A DNS izolalast
a 45 szovetmintabdl a QIAamp Fast DNA Tissue Kit-tel (Qiagen), a sejtmintakbdl pedig a
QlAamp DNA Mini Kit-tel (Qiagen) hajtottam végre. Az RNS izolalashoz a szovetek és sejtek
esetében az RNeasy és a miRNeasy Mini Kit-eket (Qiagen), a plazma és az EV mintak esetében
a miRNeasy Serum/Plasma Kitet (Qiagen) alkalmaztam, a mintakhoz az izolalas soran spike-

in kontrollként cel-miR-39-3p exogén mMIRNS (Invitrogen) adtam. A nukleinsavak

crer

I11.3.  Hagyomaéanyos és tijgeneracios szekvenalas

A mitochondridlis genom elemzéséhez a konyvtarkészitést a hypophysis adenoma szovetekbol
1zolalt genomialis DNS-bdl kiindulva, VariantProTM Mitochondrion Panel Library Preparation
Kit (VP-MIT-0048, LC Sciences, LLC) segitségével, mig a miRNS szekvenalashoz a
plazmakbol izolalt RNS-bél kiindulva QIAseq™ miRNA Library Kit-tel (Qiagen) végeztem.

Az indexelt egyedi kdnyvtarak tisztasadgat s a megfeleld méretli fragmensek jelenlétét Agilent

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) késziilékkel ellendriztem. A konyvtarak

crer

ekvimolaris mennyiségeket dsszemérve létrehoztam a tobb indexelt mintat tartalmazo, 4 nM-



os Osszemért konyvtarat (konyvtar pool). Ezt a natrium-hidroxiddal val6 denaturaléast kovetden

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

A mitochondrialis 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 szekvendldsokat mindkét esetben Illumina MiSeq késziiléken

végeztem.

A kivalasztott mitohondridlis variansokat 45 mintdban Sanger szekvenalassal is validaltam. A
fragmentumok felszaporitasahoz a nuklearis genom kizarasa érdekében mitochondrium-
specifikus primer készletet alkalmaztam. A Sanger szekvenalas el6készitése BigDye™ Direct
Cycle Sequencing Kit-tel (Thermo Fisher Scientific), a szekvenalas pedig Applied Biosystems
3130 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) gép hasznalataval tortént.

I11.4. Gén- és miRNS expresszios mérések

Az apoptozisban résztvevd gének expresszidjat 29 NFPA, 19 GHPA és 10 NH szoveten
TagMan Low Density Array (TLDA) (Applied Biosystems) kartydval, a szoveti miRNS
profilozas pedig 6 GHPA és 5 NH szoveten TLDA Human MicroRNA Panel v2 (Applied
Biosystems) kartyaval 7900 Fast Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) gépen tortént. Az

expresszio valtozasokat a ddCT moddszer alkalmazésaval hatdroztam meg.

Az egyedi génexpresszio mérésekhez High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo
Fisher Scientific), a miRNS mérésekhez pedig TagMan Advanced miRNA ¢cDNA Synthesis

Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével cDNS-t szintetizaltam.

A survivin és a miRNS-ek expresszidjat egyedi TagMan gene expression assay-K (rno-BIRC5:
Rn00574012 m1, hsa-BIRC5: Hs04194392 s1, hsa-ACTB: Hs99999903 ml, 18S:
Hs99999901 s1, 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 TagMan Universal
Master Mix (Thermo Fisher Scientific) segitségével hataroztam meg. A ciklinA2 (CCNA2) ¢és
CDK2 gének expressziojat PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific) és
egyedileg tervezett primerek (rno-CCNA2 fw: 5’-GGATGGTAGTTTTGAATCACCCC-3’,

rev: 5’-GGATGGCCCGCATACTGTTA-3’, rno-CDK2 fw: 5’-
GCTTATCAACGCAGAGGGGT-3’, rev: 5’-GGGTCACCATTTCGGCAAAG-3’, rno-
ACTB fw: 5’-AGATCAAGATCATTGCTCCTCCT-3, rev: 5’-

ACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3’) alkalmazéasaval mértem.



A méréseket Quant Studio 7 (Thermo Fisher Scientific) késziiléken, 3 technikai parhuzamos

alkalmazéséaval végeztem. Az expressziok kiszamitdsdhoz a ddCt mddszert hasznéaltam.
I11.5. Western blot analizis

A western blot elemzéshez a fehérjéket 5x sample bufferrel (Thermo Fisher Scientific)
kevertem és 99°C-on 5 percig denaturaltam. 15%-os poliakrilamid gélen mintanként azonos
mennyiségi fehérjét valasztottam szét. Ezeket PVDF (polivinilidén-difluorid) membranra
blottoltam, melynek sikerességét Ponceau festéssel igazoltam. A membrant blokkolas utan az
egy ¢jszakan at 4°C-on inkubaltam az elsddleges antitesttel: survivin (1:500; #2808), CDK2
(1:1000; #2546), p-CDK2 (1:1000; #2561) (Cell Signaling), cyclin A2 (1:1000; #MA1-154)
(Thermo Fisher Scientific). A kdvetkez6 nap a membrant tormaperoxidaz-kotott masodlagos
antitesttel inkubaltam: anti-egér (1:2000, #P044701, Agilent) vagy anti-nyal (1:2000,
#P044801, Agilent), majd SuperSignal West Pico kemilumineszcens szubsztrat (Thermo Fisher
Scientific) segitségével hivtam eld, és Kodak Image Station 4000MM miiszerrel vizualizaltam.
A normalizalashoz a mintakban — a fenticknek megfeleléen — a B-aktin mennyiségét is
meghataroztam, majd Image J szoftvert (Bethesda) segitségével denzitometriai elemzést

végeztem.
111.6. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai vizsgalathoz 16 NFPA, 9 GHPA és 5 NH szovetbdl szarmazod
formalinnal-fixalt paraffinba agyazott (FFPE) mintat hasznaltunk. A 4 um-es metszeteket, a
korabban bedllitott protokoll alapjan nyul anti-survivin elsédleges (71G4B7, Cell Signaling
Technology, 1:4000), és kecske anti-nyul masodlagos (#P0448, Agilent, 1:200) antitestek
segitségével jeloltiik. Az eléhivast DAB Chromogen Kit (Biocare Medical) alkalmazasaval
végeztiik, valamint a mintakon haematoxylin jellést is alkalmaztunk. Az elkésziilt metszeteket
nagyfelbontasu scanner (Pannoramic Scan, 3DHISTECH Kft.) segitségével digitalizaltuk, és a
CaseViewer 2.1 szoftver NuclearQuant (3DHISTECH Kft.) moduljanak segitségével tapasztalt
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 kozepes-erds festddést alkalmaztuk a csoportok kozotti

Osszehasonlitasra.

I11.7.  Sejttenyészeteken végzett in vitro vizsgalatok

Kisérleteimet az RC-4 B/C (CRL-1903) és a GH3 (CCL-82.1) patkany hypophysis adenoma

sejtvonalakon végeztem (American Type Culture Collection, ATCC).



A sejtek kezeléséhez az acetil-szalicilsav (ASA) esetében 1-5 mM, az YM155 esetében 0,1-5
uM, a TRAIL esetében pedig 2 ug/ml koncentraciokat alkalmaztam. A kezeléseket minden

méréshez legalabb 3 fiiggetlen kisérletben végeztem el.

A proliferacid vizsgalathoz 10% AlamarBlue reagenst adtam a sejtekhez, majd egy 6ra 37°C-
on vald inkubalds utdn plate reader (Thermo Fisher Scientific) segitségével mértem a

fluoreszcenciat. A sejtek €letképességének meghatarozasahoz trypan blue festést alkalmaztam.

Az apoptdzis vizsgalatdhoz a kaszpaz-3 aktivitdsat Caspase Colorimetric Protease Assay

Sampler Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével mértem, valamint a sejtekb6l izolalt DNS

crer

A kezelések sejtciklusra gyakorolt hatasat aramlasi citometriaval vizsgaltam. A sejteket 10
ng/ml propidium-jodiddal festettem, majd FACSCalibur aramlasi citométeren (BD Sciences)
elemeztem. Minden mintaban legalabb 10000 eseményt mértem. Az eredmények értékeléséhez
Cell Quest Pro és ModFit szoftvereket alkalmaztam. A korabbiakhoz hasonléan minden

kezelésnél és iddpontnal legalabb harom bioldgiai parhuzamos mintat elemeztem.

A survivin talexpresszaltatasahoz a survivin fragmentumot HindIIl és Xbal enzimek (New
England Biolabs) hasznélataval pcDNA3.1 vektorba (Thermo Fisher Scientific) klénoztam. Ezt
Escherichia coli DH5a baktériumokba transzformaltam, melyekbdl felszaporitas utdn PureLink
HiPure Plasmid Midiprep Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével nagy mennyiségben
nyertem ki a rekombinans DNS-t. Az inszert szekvenciajat €s plazmidba vald beépiilését a
plazmidon tapadd primerek segitségével, Sanger szekvenadldssal ellendriztem (a primerek
szekvencigja: fw: 5-CGAAGCTTCACCATGGGTGCTCCGGCGCTGC-3’, rev: 5’-
CGTCTAGAGTCAGCGTAAGGCAGCCAGCTG-3’). Az elkészilt plazmidot X-
tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Sigma) segitségével juttattam be az RC-4 B/C
sejtekbe. A survivin tulexpresszaltatdsanak sikerességét 48 ora eltelte utan RT-qPCR-rel és
western blottal is igazoltam. A transzfekcio hatékonysaga megkozelitleg 80%-0s volt, melyet
GFP-t (zold fluoreszcens fehérje) tartalmazo plazmid bevitelével fluoreszcens mikroszkoppal

ellen6riztem.

A survivin gén csendesitése érdekében két kiillonb6z6 survivin siRNS-sel (Silencer Select
s133761, s133762, Thermo Fisher Scientific), €s egy negativ kontrol siRNS-sel (Thermo Fisher
Scientific), Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher Scientific) reagens segitségével
transzfektaltam a sejteket 10 nM végkoncentracidban. A géncsendesités hatékonysagat western

blottal ellen6riztem.



111.8. Xenograft kisérlet

A xenograft kisérlethez 6-8 hetes, kombindlt immunhidnyos (SCID) BALB/C torzsu
beltenyésztett egerekbe szérum mentes tdpban szuszpendalt, matrigéllel (Corning) 1:1 aranyban
kevert RC-4 B/C sejteket injektaltunk. Minden kisérletben két-két egeret hasznaltunk, és
egerenként a kovetkezd sejtszamokat probaltuk ki: 5x10°, 107, 2x107. Trodalmi adatok alapjan

pozitiv kontrollként GH3 sejteket (107 sejt/egér) hasznaltunk.
111.9. Bioinformatikai és statisztikai elemzések

Az Ujgeneracids szekvenalassal kapott eredményeket komplex bioinformatikai elemzésnek
vetettilk ald. A mitochondrialis genom vizsgalata sordn referenciaként a legfrissebb human
mitochondrialis referencia szekvenciat (Revised Cambridge Reference Sequence (rCRS) of the
Human Mitochondrial DNA (NC 012920.1 gi:251831106)) hasznaltuk. A heteroplazmia

vizsgalata soran 3%-0s cut-off értéket alkalmaztunk.

A miRNS szekvenalas elmzése soran az adapterek eltavolitasa utan a kapott szekvenciakat a
miRBase online adatbazis (wWww.mirbase.org) adataira illesztettiik. Az egyedi read szamokat a
minta teljes read szamara normalizaltuk, majd ezt 10000-rel szoroztuk, igy kaptuk meg az
egyedi miRNS-ckhez tartozé normalizalt read szamokat. Az isomiR-ek elemzéséhez isomiR-

SEA algoritmust hasznaltuk.

Az eredmények elemzését és vizualizalasat az R statisztikai programmal €s a GraphPad Prism
6 (GraphPad Software Inc.) szoftverrel végeztiik. Két csoport Osszehasonlitasanal a Shapiro-
Wilk normalitas teszt eredménye alapjan Student féle T-probat, pérositott T-probat, vagy
Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk, a tobbszords dsszehasonlitasbol eredd hiba korrekcidjara
Benjamini-Hochberg (BH) moddszert hasznaltunk. Tobb csoportban Shapiro-Wilk normalitas
teszt eredményétdl fliggben egyutas varianciaelemzést (Analysis of Variance, one-way
ANOVA) kovet6 Tukey-féle post-hoc teszttel vagy Kruskal-Wallis tesztet koveté Dunn teszttel

elemeztiik. Minden elemzésnél p<0,05 értéket tekintettiink statisztikailag szignifikansnak.


http://www.mirbase.org/

V. Eredmények

IV.1. A hypophysis adenomak mitochondrialis genomjanak elemzése

A mitochondrialis genom elemzéséhez Gsszesen 12 GHPA ¢és 33 NFPA szovetet hasznéltunk

fel, utobbiak koziil a szovettani vizsgalat alapjan 22 FSH/LH+ és 11 HN adenomanak bizonyult.

Az 0jgeneracios 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. A bazisonkénti atlagos lefedettség 630+£370 (atlag=SE) read

volt.

Osszesen 496 egynukleotidos varianst (SNV-t) azonositottunk legalabb egy mintaban, melyek
kozil 269 fehérjekodolo, 227 pedig nem-kodolod régioban helyezkedett el. A fehérjekodold

variansok koziil 136 nem-szinonim, 133 pedig szinonim valtozast okozott.

Eredményeinket a HmtDB adatbazisban (http://www.hmtdb.uniba.it) fellelhet6 egyetlen

korabbi, GHPA mintédkat is elemzd vizsgéalat adataival dsszevetve megallapitottuk, hogy az

altalunk azonositott 496 varians koziil 82 mar ismert, 414 pedig teljesen 0j volt.

A detektalt variansok koziil 482 mutatott legalabb egy mintaban valamilyen mértéki, altalaban
alacsony heteroplazmiat. A kiilonb6z6 szovettani csoportok 0Osszehasonlitasa alapjan
megallapithatdo, 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. Ez a
kiilonbség akkor is megmaradt, ha a kodolo €s nem-kodolo varidnsokat kiilon elemeztiik. Nem

talaltunk kiilonbséget az alacsony (<50%) és a magas (>50%) heteroplazmiat mutatd6 mintadk

crer

Atlagosan mintanként 35 varianst azonositottunk, amely hasonlo volt a kiilonboz6 szovettani
csoportokban (GHPA: 33, FSH/LH+ adenoma: 34, HN adenoma: 40). Bar az el6fordulo
varidnsok szdma nem mutatott korrelaciot a proliferacioval, megallapitottuk, hogy szovettani
tipustol fiiggetleniil, a legtobb varidnst hordozé mintdknak volt a legmagasabb a Ki-67
proliferacios index-iik (GHPA: 8%, FSH/LH+ adenomak: 7-10%, HN adenomak: 5%).

A szdvettani csoportokat 0sszehasonlitva 143, 58, illetve 52 olyan varidnst talaltunk, amely
kizarolag a FSH/LH+, a HN vagy a GH termel6 adenomdkban fordult eld, a masik kettdben

egyaltalan nem.

Nyolc olyan varidnst azonositottunk, melyek eltérd gyakorisagot mutattak a kiilonb6z6 tipusu
adenomak kozott. Az A11251G, a T4216C, a T16126C, a C15452A, a T14798C, az A188G és
a T16093C variansok gyakorisaga eltéré volt a GHPA és a HN adenomdk kozott, mig a


http://www.hmtdb.uniba.it/

T14798C, a G185A, az A188G ¢és a T16093C variansok gyakorisaga az FSH/LH+ és a HN
adenomakban kiilonbozott. Ezek koziil négy (G185A, A188G, T16093C és T16126C) a nem-
kodold D-loop régidban foglalt helyet. A masik négy, kddolod régioban elhelyezkedd varians
koziil az A11251G szinonim valtozast okozott. Nem-szinonim variansok voltak ezzel szemben
a CYB génben elhelyezkedé T14798C és C15452A, és az ND1 génben a T4216C. Ezek a
variansok rs28357681, rs527236209 és rs1599988 néven mar ismertek voltak.

Egyetlen varidans gyakorisaga sem mutatott Osszefliggést a tumor méretével vagy
adenomadk 40%-aban (6/15) eldéfordult, a recidiv adenomakban viszont egyaltalan nem (0/11)

(p=0,021).

Két, kodold régidoban elhelyezkedd, nem-szinonim valtozast okoz6 varianst (T14798C,
T4216C) Sanger szekvenalassal is megvizsgaltunk mind a 45 mintdban, melynek soran az

ujgeneracids szekvenalassal kapott eredményeket 100%-ban sikeriilt megerdsitentink.
IV.2. Keringé miRNS biomarkerek keresése hypophysis adenomas betegekben

A keringd biomarkerek azonositasahoz hypophysis adenomaval operalt paciensek pre- ¢€s
posztoperativ plazmamintdit vizsgaltuk jgeneracids szekvenaldssal, majd egyedi RT-qPCR-
rel. Mintacsoportjaink elnevezésére a kovetkezd terminoldgiat kovettilk: GH termeld (GH+)
csoport, FSH/LH+ csoport, HN csoport, amely azon betegek plazmamintait jeloli, akiktol a
nevezett szOvettani tipusu adenoma keriilt eltavolitasra. Kontrollként két egészséges

onkéntestdl szarmazo plazmamintat hasznaltunk (N, egészséges csoport).

Els6 Iépésben 18 beteg (4 GH+, 10 FSH/LH+, 4 HN) pre- és késbi posztoperativ
plazmaparjainak, valamint 2 egészséges plazmamintanak a miRNS profiljat vizsgaltuk

ujgeneracios szekvenalassal.

Mintanként atlagosan kortilbeliil 4 millio (4 001 268) read-et kaptunk, melyeket a miRBase
adatbazisban (www.mirbase.org, miRBase v21) talalhato ismert human miRNS szekvenciakra
illesztettink. FErdekes modon azt tapasztaltuk, hogy a betegektél nyert preoperativ
plazmamintakban kevesebb volt az annotalt miRNS read, mint az egészségesekben (1,3x10°
vs. 2,3x10°; p=0,0392). Osszehasonlitottuk a kiilonbozé szdvettani csoportba tartozo betegek
preoperativ mintdit, és 29 olyan miRNS-t azonositottunk, amely alapjan elkiilonithetk a

kiilonb6z6 csoportok.


http://www.mirbase.org/

Az Gjgeneracids szekvenalas — a korabban miRNS elemzésre hasznalt modszerekkel ellentétben
— lehetdséget nyujt a miRNS-ek kiilonbozd izoformdinak (isomiR-ek) azonositdsara is. A
plazmamintakban detektalt miRNS-ek 46,2%-a isomiR szekvencia volt, az 53,8%-ban jelen
levd, tokéletesen illeszkedd (egzakt) miRNS-ek mellett, amely jol mutatja az isomiR-ek
jelentdségét. Ebbdl 40,6% 3p isomiR volt, az 5Sp és SNP isomiR-ek mindossze 1,6%-ot és 1,2%-

ot képviseltek, mig 2,8% tobbféle varidciot is tartalmazott.

A kiilonbozé csoportokba tartozd preoperativ mintdk Osszehasonlitdsa sordn 11 eltérd
gyakorisagu isomiR-t azonositottunk. Az 5p isomiR-eket tekintve a miR-140-3p gyakorisaga
szignifikansan eltért a GH+ és az egészséges mintak kozott. A miR-1-3p SNP isomiR-ek
nagyobb mennyiségben fordultak el6 a GH+, mint az FSH/LH+ és a HN plazmakban. Az egyik
ilyen SNP isomiR csak a HN mintakban fordul ¢l6, a tobbi csoportban egyaltalan nem. A miR-
184 3p isomiR-ek gyakorisagaban szignifikans kiilonbség mutatkozott a GH+ és HN csoportok
kozott. Erdekes modon a miR-184 egyik ilyen variansa csak a HN mintdkban 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.

Korébbi kozlemények alapjan az egészséges hypophysis és a hypophysis adenoma szovet
miRNS-ekben igen gazdag, ezért arra is kivancsiak voltunk, hogy a hypophysis adenoma és a
normalis hypophysis szovet kozott eltéréen expresszalodd miRNS-ek megjelennek-e a

keringésben.

Az elérhetd irodalmi adatokat (NFPA: négy, GHPA: hiarom tanulmany) és a sajat szoveti
eredményeinket (6 GHPA ¢és 5 NH szovet) Osszevetettik a jelen munkam soran
plazmamintakban mért eredményekkel. A szoveti eredményekbdl kivalasztottuk azon miRNS-
eket, amelyek legalabb két vizsgalatban egyforma iranyl expresszi6 valtozast mutattak. Az
NFPA szovetekben 31, mig a GHPA szovetekben 7 ilyen miRNS volt. Megvizsgaltuk, hogy
ezek szintje valtozik-e a pre- és posztoperativ mintaparokban. A 31 miRNS kozil 22 fordult
elé a megfeleld (FSH+ és HN) plazmamintakban. Ezekb6l harom (a miR-10b-5p, a miR-182-
5p és a miR-26a-2-3p) miRNS valtozasa ugyan olyan iranyt volt az FSH/LH+ preoperativ
mintdkban posztoperativ parjaikhoz és az egészséges plazmakhoz képest, mint a tumoros
szovetben az egészségesekhez képest. A GHPA szdvetekben azonositott 7 miRNS koziil 5
fodult el6 a GH+ plazmamintakban, és koziiliik a miR-29b-3p, a miR-432-5p és a miR-503-5p

esetében tapasztaltuk az emlitett, ugyanolyan iranyt valtozast. Ko6zos jellemzdjiik ezeknek a



szovetben és plazmaban egyez0 iranyt valtozast mutatd6 miRNS-nek, hogy a plazméban

rendkiviil alacsony mennyiségben voltak jelen.

Potencialis keringé miRNS biomarkerek azonositasa céljabol megvizsgaltuk, hogy valtozik-e
a betegek miRNS profilja a tumor eltavolitasat kovetéen. A GH+ mintakban 7, az FSH/LH+
csoportban 3, mig a HN csoportba tartozé plazmaparok esetében 66 olyan miRNS-t talaltunk,

amely szintje szignifikansan eltért a pre- és kés6i posztoperativ mintaparokban (p<0,05).

A validalas elsd l1épéseként megvizsgaltuk, hogy az ujgeneracids szekvenalassal azonositott
kevésbé abundans miRNS-ek esetében melyek érik el azt a szintet, amelyek RT-gPCR-rel
igazolhatok. A normalizalt read szamok alapjan 3 csoportot kiilonbdztettiink meg: <50, 50-100,
€s >100. Az azonositott miRNS-ek megkozelitéleg 75%-a tartozott az els6 csoportba, kozel
8% a masodikba, ¢s koriilbeliil 17% a legabundansabbak k6zé. Ezutdbbiak koziil 165 a GH+,
167 az FSH/LH+ és 170 a HN csoportban fordult el6, tehat a kiilonb6z6 mintacsoportok kozott
ebben nem tapasztaltunk Iényeges eltérést. A validalashoz mindharom csoportbol valasztottunk
ki miRNS-eket (GH+: miR-1304-3p, miR-144-5p, FSH/LH+: miR-6514-3p, miR-6850-5p,
miR-6867-5p, HN: miR-4458). Azt tapasztaltuk, hogy a legkisebb tartomanyba (<50 read)
tartozo miRNS-ek RT-gPCR technikaval nem voltak detektalhatoak.

Az ujgeneracids szekvenalas alapjan kivalasztott miRNS-eink koziil az ennél nagyobb read
szammal rendelkezék (GH+: miR-150-5p, FSH/LH+: miR-143-3p, HN: miR-26b-5p, miR-
126-5p, miR-148b-3p) jelenlétét RT-gPCR technikaval is sikeriilt megerdsiteniink. A validalas
soran a korabbi mintaszettet tovabbi, fiiggetlen mintakkal is kiegészitettiik. A vizsgalt miRNS-
ek koziil a miR-143-3p szignifikdnsan alacsonyabb szintjét tudtuk igazolni az FSH/LH+ késdi
posztoperativ mintdkban a preoperativ parjaikhoz képest (parositott t-proba, p=0,0097). Bar a
tobbi vizsgalt miRNS esetében is az ujgeneracids szekvenaldshoz hasonld eredményeket
kaptunk, ezen esetekben a RT-qPCR validalasi eredményekben a valtozas nem volt szignifikans
(p>0,05).

Megvizsgaltuk az FSH/LH+ csoportban szignifikans valtozast mutaté miR-143-3p szintjét a
tobbi csoportban is, valamint kivancsiak voltunk arra is, hogy a mutét utan kozvetleniil vett
plazmaban is csokken-e a miRNS szintje. Ezért a pre-, és késdi posztoperativ mintdk mellett
korai posztoperativ mintakat is elemeztiink. Ezen kiviil olyan plazmamintakat is bevontunk a
vizsgalatba, ahol az eltavolitott adenomak a szovettani vizsgalat soran az FSH/LH mellett mas

hormonra (PRL vagy TSH) is pozitivak voltak (plurihormonalis adenomak).



A preoperativ mintdk Osszehasonlitdsa soran azt tapasztaltuk, hogy az FSH/LH+ mintdkban
magasabb a miR-143-3p szintje, mint a tobbi csoportban, amely azt jelenti, hogy a fenti miIRNS
vizsgélatdval az FSH/LH+ betegek elkiilonitheték a mas szdvettani tipusi adenomaval

rendelkezd betegektol.

Megallapitottuk, hogy a GH+, a HN és a plurihormonélis mintak a tumor eltavolitasa utdn nem
csokken a miR-143-3p szintje, ami jelzi a miRNS csokkenésének specificitasat a FSH/LH+

csoportra.

A Kkorai posztoperativ mintakban a miR-143-3p szintje az FSH/LH+ csoportban sem valtozott
szignifikansan a preoperativ parjaikhoz képest, amely feltehetdleg annak koszonhetd, hogy a
MIRNS-nek még nem volt ideje kiliriilni a keringésbdl, és felhivja a figyelmet a mintavétel

idépontjanak fontossagara.

Az, hogy a miR-143-3p szintje magasabb az FSH/LH+ adenomaval rendelkez6 betegekben,
valamint az FSH/LH+ preoperativ plazmamintdkban a kés6i posztoperativakhoz képest, felveti
biomarkerként valé hasznalhatosaganak Ilehet6ségét, ezért ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizist végeztiink. Ennek eredménye alapjan a miR-143-3p 81,8%-0s
szenzitivitassal €s 72,7% specificitassal képes elkiiloniteni a pre-, és posztoperativ allapotot

(AUC: 0,79, p=0,024; cut-off: -dCT=-5,14).

A keringd miRNS-ek gyakran extracelluléris vezikuldkba (EV) csomagolva fordulnak el6 a
vérben. Irodalmi adatok alapjan ezen vezikuldk kiilon izolalasa a plazmanal érzékenyebb forras
is lehet a miRNS biomarkerek elemzésére, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy azon miRNS-
ek, melyek az Gjgeneracios szekvendlds sordn alacsony normalizalt read szammal rendelkeztek,
és feltehet6en alacsony szintjiik miatt RT-qPCR technikaval plazmabol nem voltak
detektalhatdk, az EV frakciobol esetlegesen kimutathatok-e.

Azt tapasztaltuk, hogy azok a miRNS-ek, amelyeket a validalas soran teljes plazmabol nem
sikertilt detektalnunk (GH+: miR-1304-3p, miR-144-5p, FSH/LH+: miR-6514-3p, miR-6850-
5p miR-6867-5p, HN: miR-4458), az exoszoma izolatumbol sem voltak kimutathatoak. Ezzel
Osszhangban, minden korabban észlelt miRNS az EV izolatumbol is mérhet6 volt (GH+: miR-
150-5p, FSH/LH+: miR-143-3p, HN: miR-26b-5p, miR-126-5p, miR-148b-3p), viszont a
plazmaban mért eredményekhez hasonldan itt sem volt szignifikdns a kiilonbség a pre-, és
posztoperativ mintak kozott. Erdekes médon, az EV frakcioban a miR-143-3p véltozasa sem

volt szignifikans az FSH/LH+ mintakban. Ez arra utalhat, hogy a miR-143-3p valtozasa els6



sorban nem az EV-asszocialt, hanem a mas formaban (példaul fehérjéhez kapcsoltan) jelenlevé

mMiRNS-eket érinti.
IV.3.  Uj terapias lehetéségek keresése hypophysis adenomakban

A TLDA kartyaval mért adatok alapjan a TRAIL csokkent expressziot mutatott az NFPA
(n=29) szovetekben a NH (n=10) szovetekhez képest, mig a GHPA (n=12) szévetekben ez a
valtozas nem volt szignifikans. A survivin mutatta a legerésebb expresszié emelkedést, amely
az NFPA ¢és a GHPA szdvetekben is szignifikans volt, &m immunhisztokémiai modszerrel
tovabb vizsgalva ez csak az NFPA szovetekben volt szignifikans. Ezen feliil megallapitottuk,
hogy a survivin fehérje mind a NH mind az adenomas szovetekben a sejtmagban lokalizalodott,

valamint, hogy a survivin mRNS és fehérje szinten sem korrelalt a tumorok méretével, vagy

crer

In vitro vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az RC-4 B/C és GH3 hypophysis adenoma
sejtek rezisztensek a humdn rekombindns TRAIL kezelésre, és ezt a rezisztenciat az acetil-
szalicilsav (ASA) eldkezelés sem irja feliil.

Kimutattuk, hogy az ASA 1d6- és dozisfiiggd modon képes csokkenteni az RC-4 B/C sejtek
sejtvonalra koncentraltunk. Megvizsgaltuk, hogy mi allhat az antiproliferativ hatas hatterében,
¢és azt talaltuk, hogy az €16 sejtek szdma csokken, mikozben a halott sejtek szdma nem
novekszik, és az apoptdzis nem indukalodik. Az dramlési citometridval valo sejtciklus elemzés
alapjan az S fazisban 1év6 sejtek szama csokkent, mig a G2/M fazisban 1évd sejtek aranya
novekedett, vagyis a proliferacios csokkenés hatterében a sejtciklus gatlasa allhat. Ez a hatas

szintén dozisfiggének mutatkozott.

Emellett azt is kimutattuk, hogy az ASA kezelés csokkenti a survivin expresszidjat mind mRNS
mind fehérje szinten. Mivel ismert, hogy a survivin fontos szerepet jatszik az apoptdzis €s
sejtciklus szabalyozasaban, ezért megvizsgaltuk, hogy az ASA antiproliferativ hatdsa a survivin
gatlasan keresztiil valosulhat-e meg. Ennek érdekében az YM155 kis molekula inhibitorral €s
kétféle siRNS-sel specifikusan gatoltuk a survivint és megvizsgaltuk, hogy ennek hatasa

mennyire hasonlit az ASA hatasara.

Igazoltuk, hogy mind az YM155, mind a survivin siRNS-ek altali survivin gatlas az ASA
hatasahoz hasonloan, az apoptdzis indukalasa nélkiil csokkentette az €16 sejtszamot hypophysis
adenoma sejteken. A sejtciklus vizsgalat soran azonban azt tapasztaltuk, hogy bar az ASA-hoz

hasonldan a specifikus survivin gatlds novelte a G2/M fazisban 1évd sejtek aranyat, az S



fazisban 1év6 sejtek aranya nem csokkent. Ez arra utal, hogy az ASA-nak van a survivin

gatlasatol fliggetlen hatésa is a sejtciklusra.

Ennek tovabbi vizsgalata érdekében megvizsgaltuk az ASA hatdsat az S fazisban és annak
atmeneteiben résztvevo ciklin A2 (CCNA2) és CDK2 molekulakra. Azt tapasztaltuk, hogy az
ASA csokkentette ezen molekuldk expressziojat mRNS ¢€s fehérje szinten is. Emellett szintén
csokkentette a foszfo-CDK2 kifejezddését, mikozben a CDK2/p-CDK2 arany nem valtozott,
vagyis az ASA a CDK2 foszforilacios allapotit nem befolyédsolja. Mindezek alapjan az
expresszio gatlasa feltehet6leg transzkripcids szinten valosul meg. Kimutattuk azt is, hogy az
YM155 és az siRNS altali survivin gatldas nem csokkentette ezen molekulak expressziojat,

amely alatamasztja, hogy ez valoban az ASA, survivin gatlastol fiiggetlen hatasa a sejtciklusra.

A survivin proliferaciora gyakorolt hatdsat tovabb vizsgdlva plazmid transzfekcioval
tulexpresszaltattuk a survivint a hypophysis adenoma sejtekben. Megallapitottuk, hogy ennek

crer

noveli tovabb a hypophysis adenoma sejtek proliferacios aktivitasat.

Az in vitro eredményeink in vivo igazolasahoz nem allt rendelkezésre gonadotroph hypophysis

sejtekbdl képzett xenograft modell, ezért ennek 1étrehozasat is célul tiiztiik ki.

Kombinalt immunhianyos (SCID) egerek bére ala RC-4 B/C sejtszuszpenzidt injektaltunk, és
a tumorok megjelenését hetente ellendriztiik. Mivel semmilyen korabbi vizsgdlatra nem
tamaszkodhattunk, tobbféle kondicidt (matrigél nélkiil, matrigéllel keverve) és sejtszamot
(5x10%, 107, 2x107) probaltunk ki, am sajnos egyik esetben sem sikeriilt az egerekben
tumorformélodast eldidézniink. Bar a 2x107 sejt esetében egy héttel az injektalds utan egy apro
(méréshatar alatti, de koriilbeliil 2,5 mm) képlet volt tapinthatd, ez a kovetkez6 héten a felére

zsugorodott, majd a harmadik hét végére teljesen felszivodott.

Az RC-4 B/C sejttel ellentétben a GH3 hypophysis adenoma sejtvonalbol 1étrehozott xenograft
modellrél mar rendelkezésre alltak szakirodalmi adatok, igy pozitiv kontrollként egy egérbe
10" GH3 sejtet tartalmazo, szintén matrigellel kevert sejtszuszpenziot injektaltunk. Az allatban
egy hét utan mar 4,5 mm-es tumor jelent meg, amely a kovetkezd héten kozel a duplajara nétt,

a harmadik hét végén pedig etikai megfontolasbdl le is kellett 6lni az allatot.



V. Kovetkeztetések

1. Ujgeneracids szekvenalas segitségével els6ként elemeztiik a kiilonbdz4 tipust hypophysis
adenomdk teljes mitochondridlis genomjat. 414 Uj mitochondridlis varianst sikeriilt
azonositanunk, melyek koziil nyolc 0sszefiiggést mutatott a daganat szovettani tipusaval,
egy pedig csak a nem recidiv adenomakban fordult eld, a recidivakbdl teljesen hidnyzott,
amely jelzi ezen varians lehetséges szerepét a kevésbé agressziv viselkedés kialakitasaban.
Eredményeink alapjan a mitochondridlis genomban bekovetkezd valtozasok nem

elsédleges tényezoi a hypophysis adenomak kialakulasanak.

2. Az altalunk hasznalt Gijgeneracios szekvenalas alapti modszer hatékonyan és megbizhatéoan

alkalmazhat6 a mitochondrialis varidnsok azonositasara.

3. Elsdként vizsgaltuk a hypophysis adenomas betegek keringd miRNS ¢és isomiR profiljat.
Megallapitottuk, hogy a betegek plazmajaban dsszességében kevesebb miRNS fordul eld,
mint az egészséges mintakban. Kimutattuk, hogy az azonositott miRNS-ek megkozelitdleg
46%-a isomiR szekvencia volt, amely felhivja a figyelmet ezek jelentOségére. Igazoltuk,
hogy a miRNS ¢és az isomiR profil egyarant alkalmas a kiilonb6zd csoportba tartozo
hypophysis adenomdval rendelkezd betegek ¢és az egészségesek plazmamintdinak

elkiilonitésére.

4. Azujgeneracios szekvenalassal valdo miRNS profilozas egy érzékeny mérés. A miRNS-ek
mennyiségi meghatarozasdhoz az eredményeket mindig validalnunk kell, amihez
aranystandardként a RT-qPCR technik4t hasznaljuk. Kimutattuk, hogy a nagyon Kkis
mennyiségben (<50 read) jelen 1év6 miRNS-ek — bar ujgeneracios szekvenalassal
detektalhatok — PCR alapti technikaval nem erdsithetdk meg, igy — egyelore —

biomarkerként sem alkalmazhatok.

5. A preoperativ és posztoperativ plazmaparok miRNS profiljdnak Osszehasonlitdsa soran
megallapitottuk, hogy a miR-143-3p potencidlis biomarkere a klinikailag nem-
funkcionald, FSH/LH+ hypophysis adenoméknak.

6. In vitro hypophysis adenoma sejteken kimutattuk, hogy az acetil-szalicilsav kezelés az
apoptozis indukalasa nélkiil, a sejtciklus gatlasan keresztiil csokkenti a sejtek
¢letképességét. Megallapitottuk, hogy az antiproliferativ hatis hatterében részben a
survivin, részben pedig a ciklin A2 és CDK2 molekuldk transzkripcionalis gatlasa allhat.
Vizsgaltuk tovabba az YMI155 survivin ihibitor hatasdt ugyanezen sejteken, és
megallapitottuk, hogy mind az acetil-szalicilsav, mind az YM155 igéretes tumorellenes

terapias szer lehet nem-funkcional6 hypophysis adenomak esetén.
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