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KOPSAVILKUMS

Hipofize ir intrakranials endokrinas sist€émas dziedzeris, kas
ietekmé& gandriz visu organu un audu darbibu. Tas hormonalo aktivitati
var ietekmé&t hipofizes neiroendokrinie audzgji (PitNET), izraisot plasu
nelabvéligu ietekmi uz kermeni. Ta ka genétiskie faktori un lidz §im
zinamie mehanismi hipofizes hormonalajas $tinas nevar izskaidrot lielako
dalu PitNET gadijumu, iesp&jams neparenhimalas $iinas varétu biit plasak
iesaistitas PitNET attistiba un funkcionalitate. Informacija par PitNET
genétisko fonu vai ta izmainam laika gaita var€tu bt noderiga terapijas
planoSana un uzraudziba, tacu PitNET intrakraniala atrasanas vieta
padara audu biopsijas lielakoties nepraktiskas. Tap&c varétu apsvert
cirkulgjoso audzgja DNS izmantosanu ka neinvazivus asins biomarkierus.

Saja promocijas darba analizétas hipofizes 3inu kultiiru
biomolekularas Tpasibas un no hipofizes izcelsmes Sinam brivas DNS
molekulu klatbtitne pacientu asins plazma. Tika konstatéts, ka viena no
Sinu kultiram ir multipotentas mezinhimali stromalas S$tnas, kas
genétiski atskiras no galvenas audz&ja masas. Tam bija loti ierobezota un
neraksturigi zema ar hipofizes organogenézi saistito génu ekspresija, un
tam netika konstateta nekada saistibas ar audzgja kliskam izpausmeém.
Misu atklajumi liecina, ka ta nav galvena PitNET Stinu populacija, bet,
iesp&jams, tai ir audz€ja darbibu atbalstosa loma. Tika noteikts, ka otra
stunu kultura ir hipofizes sferu veidojoSas Stinas, kuram bija kopigas
genétiskas iezimes ar galveno audz&ja masu un kuras ekspresgja hipofizes
parenhimalos markierus. Tas, visticamak, veido audzgja galveno audu
masu, un tas varStu talak analiz€t ka mérki jaunai PitNET
medikamentozajai terapijai. Petijuma, kura tika analiz@tas pacientu
Skidras biopsijas, tika atklats, ka PitNET audu paraugos atrastas
somatiskas mutacijas ir konstat€jamas art §tinu brivaja DNS, kas iegiita
no atbilstoSo pacientu asins plazmas. To konstat€jamiba atSkiras starp
pacientiem un starp atseviS$kam mutacijam, un vairakos gadijumos bija
parak zema praktiskai pielietoSanai kliika. Neskatoties uz pozitivu
koncepcijas pieradijumu ir jaturpina pétit citas molekularas metodes, lai
izstradatu jutigakas monitoréSanas metodes.

Atslégvardi: hipofizes neiroendokrinie audzgji, neparenhimalas
S$tinas, multipotentas mezinhimali stromalas §iinas, hipofizes sferas, Stinu
briva DNS, cirkulgjosa audzgja DNS
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IEVADS

Hipofizes neiroendokrinie audzgji (PitNET) ir nemetastazgjosi
intrakraniali audzgji. Tie var ietekmé&t dziedzera hormonalo darbibu,
tadgjadi izraisot neatgriezeniskus multisisttmu bojajumus. PitNET ir
sastopami 14,4% lidz 22,5% cilveéku no vispar&jas populacijas. Kliniski
nozimigi PitNET tiek diagnostic@ti retak - aptuveni viens gadijums uz
1000 Iidz 1300 personam. Tacu, pateicoties uzlabojumiem diagnostika,
$im skaitlim ir tendence pieaugt. Neskatoties uz plaSiem petijumiem, tikai
dalai PitNET gadijumu ir zinami genétiski c€loni, bet lielako dalu nevar
izskaidrot ar pasreiz€jam zinaSanam par molekularajiem mehanismiem.
Tadel dzilakas zinaSanas par PitNET §tinu sastavu un to funkcijam varétu
radit plasaku izpratni par PitNET c€loniem un ar tiem saistitajiem
procesiem. PitNET genétiska fona vai ta izmainu laika gaita parzinasana
varétu biit noderiga terapijas planosana vai noveroSanas laika, tacu
PitNET intrakraniala atraSanas vieta sarezgi biopsiju veikSanu. Tapéc
varétu apsvert cirkulgjoso audzeja DNS izmantoSanu ka neinvazivus
biomarkierus.

Si promocijas darba mérkis bija izpétit un raksturot primaras
PitNET S$tnu kulttras, lai izstradatu reprezentativu cilvéka hipofizes
audzgja modeli un izpétitu ctDNS noteikSanas iesp€jas PitNET pacientu
asinis neinvazivas audzgju diagnostikas un prognostikas noliukos.

Lai sasniegtu pétijuma meérki, tika izvirziti $adi uzdevumi:

1. Pielagot un aprob&t metodes adherentu un sferoidu neparenhimalo
$tinu Iiniju iegtiSanai no PitNET audiem, kuras var&tu pavairot ka $tinu
kultiiru.

2. legiit dzivotspgjigas $iinu kultiras un analizet to cilmestibu, markieru
ekspresijas modelus un funkcionalitati, lai noveérteétu to iesp&jamo
izcelsmi un iesp&ju izmantot ka PitNET modeli.

3. Analizgt iegiito $tnu kultiiru genétisko fonu un salidzinat to ar audu
paraugiem, lai analizétu kop&jo $tinu iesaisti audz&ju veidosana.

4. lerosinat un aprob@t izstradato Stinu modelu izmantoSanu
padzilinatiem PitNET $tinu funkcionalitates petfjjumiem.

5. Parbaudit iesp&ju pacientu asins plazma noteikt PitNET izcelsmes
$tnu brivas DNS.

6. AtlasTtu un izpetitu atseviskas PitNET specifiskas mutacijas saturosu
cfDNS klatbutni asinis.

7. Novertet izmantotds metodes cfDNS noteikSanai, pamatojoties uz
jutibu un klmisko pielietojamibu.



1 TEORETISKAIS PAMATOJUMS

1.1 Hipofize
Hipofize ir intrakranials endokrinais dziedzeris, kas péc

hipotalama faktoru iedarbibas producé hormonus, kuri regulé kermena
dzivibai svarigas funkcijas. Ta darbojas ka saikne starp nervu un
endokrino sistému, sanemot informativos signalus no smadzenu
izpildstruktiram un sensorajiem organiem un parnes tos uz citiem
endokrinajiem dziedzeriem un mérka audiem (Tortora and Nielsem,
2010). Parasti pieaugusa cilvéka hipofize sver aptuveni 600 mg un tas
tilpums ir 500 mm?, ta¢u tas var atSkirties atkariba no griitniecibas,
pubertates vai citu iemeslu del, kas saistiti ar hormonalam izmainam
(Pariante et al., 2004; Platta et al., 2010). Ta atrodas smadzenu pamatné
turku sedlos jeb sella turcica (Asa and Ezzat, 2009). Hipofize sastav no
divam galvenajam dalam - neirohipofizes (posterioras hipofize) un
adenohipofizes (anterioras hipofize) (Asa and Ezzat, 2002).

Adenohipofizes attistiba ir iedalita tris posmos: 1) hipofizes
organogenézes uzsakSana un hipofizes pumpura veidoSanas, 2) Ratkes
kabatas un $tinu proliferacijas evaginacija un 3) inijas noteikSana un $tinu
diferenciacija (Larkin and Ansorge, 2000). Ratkes kabatas cilmes $iinas
attistas tris sekojosos $tnu veidos, kas ekspresé T-boksa 19 (TBX19,
TPIT), kodola receptoru apaksgrupas 5, A grupas, 1. locekla (NR5A1L,
SF1) vai POU 1. klases, homeoboksa 1 (POU1F1, PIT1) génu. Sis $iinas
diferencgjas par kortikotrofajam, gonadotrofajam, tirotrofajam,
somatotrofajam un laktotrofajam Stinam, kuras Sie transkripcijas faktori
ar turpmak tiek ekspreséti. (Asa and Ezzat, 2009).

Adenohipofizes sekretoro $iinu funkcija ir atkariga no hipotalama
hormonalas iedarbibas. Hipotalams sekreteé augSanas hormonu
atbrivojos$o hormonu (GHRH), tirotropinu atbrivojo$o hormonu (TRH),
kortikotroptnu atbrivojo$o hormonu (CRH) un gonadotropinu atbrivojoso
hormonu, (GnRH), kas saistas ar atbilstoSajiem adenohipofizes Stnu
transmembranas receptoriem un induc€ signalcelus, kas nodroSina tam
raksturigo hormonu sinté€ze un sekrécija, tostarp augsanas hormona (GH),
prolaktina (PRL), tireoidstimul&josa hormona (TSH), luteiniz&josa
hormona (LH), folikulus stimulgjosa hormona (FSH) un
adrenokortikotropa hormona (AKTH). So signalcelu darbiba ir btiska
cilveka kermena homeostazei (Ooi et al.,, 2004). Pateicoties Siem
hormoniem, adenohipofize tieSi vai netieSi ietekmé gandriz katru
organisma organu vai audu (Tortora and Nielsem, 2010).



1.2 Hipofizes neiroendokrinie audzg&ji

Hipofizes neiroendokrinie audzgji (PitNET) ir labdabigi
intrakraniali audzgji. Lai gan tie tiek klasific€ti ka nemetastazgjosi
audzgji, vairuma gadijumu tie attistas no vienas no adenohipofizes §iinu
Iinijam un var ietekmét hipofizes hormonalo aktivitati. Tas savukart var
izraisit neatgriezeniskus multisistemu  bojajumus un palielinat
priekslaicigas mirstibas risku (Asa and Ezzat, 2009). PitNET var
iespiesties blakus esoSajas struktiiras, izraisot masas efektu vai izpausties
ka ektopiska slimiba vai teratomas sastavdala (Hodgson et al., 2020).
Iepriek§s PitNET tika uzskatiti par retiem, tacu diagnostikas metozu
attistiba ir paradijusi, ka to sastopamiba ir lielaka, neka ieprieks uzskatits.

PitNET prevalence dazados pétijumos ir loti atSkiriga. Kameér dazi
petijumi ir zinojusi par 115,57 gadijumiem uz 100 000 cilvekiem Islandg
(Agustsson et al., 2015) vai 94 gadijumiem uz 100 000 cilvéku Belgija
(Daly et al., 2006), metaanalize 2004. gada uzradija, ka PitNET izplatiba
bija 14,4% post-mortem pétjjumos un 22,5% radiologijas p&tijumos
(Ezzat et al., 2004). Kliniski nozimigi PitNET ir retaki - apm&ram viens
gadijums uz 1000 lidz 1300 cilvékiem (Aflorei and Korbonits, 2014).

PitNET ir saistiti ar vecumu un dzimumu. To incidence ievérojami
palielinas pacientiem p&c 45 gadu vecuma, un aptuveni divas treSdalas
PitNET gadijumu ir sastopami sievieteém (Gruppetta et al., 2013; Monson,
2000). Tiek uzskatits, ka PitNET ir monoklonala izcelsme un rodas
primaras hipofizes $tinu anomalijas d&l. Agrins tumorgenézes notikums
notiek viena §iina, ka rezultata rodas hipofizes $iinu kloniska populacija
ar patologisku proliferaciju (Alexander et al., 1990; Herman et al., 1990;
Jacoby et al., 1990). Lielaka dala PitNET rodas sporadiski, bet gimenes
jeb iedzimtie PitNET veido aptuveni 5% gadijumu un biezi tie rodas
pacientiem jaunaka vecuma un ir agresivaki (Aflorei and Korbonits,
2014; Marques and Korbonits, 2017; Shen et al., 2019).

Ir pieradits, ka PitNET ir vidg&ji 3,5 lidz 4,3 somatiskas mutacijas
uz vienu audz&u. Mutacijam vairakos genos, piemeéram, menina |
(MENL1), aril ogliidenraza receptoru mijiedarbibas proteina (AIP), GNAS
kompleksa lokusa (GNAS) un citos génos ir c€lonsakariba ar audzgja
attistibu, tacu lielaka dala PitNET atrasto mutaciju ir unikalas un reti
atkartojas starp audzgjiem (Delemer, 2012; Hayward et al., 2001; Newey
et al., 2013; Pepe et al., 2019; Song et al., 2016). Vairakos PitNET
pEtijumos ir konstatéta izmainita audz€ju supresoru génu, onkogénu, $tinu
cikla regulatoru, transkripcijas regulatoru un epigenoma modifikatoru
ekspresija, tacu to rezultati biezi ir pretrunigi (Caimari and Korbonits,
2016; Hauser et al., 2019; Salomon et al., 2018)




1.3. Adenohipofizes un PitNET S$iinu sastavs

Lidzigi ka normala adenohipofize, PitNET var saturét
somatotrofas, laktotrofas, kortikotrofas, gonadotrofas un tirotrofas $tnas,
kas ekspresé tam raksturigos hormonus (attiecigi GH, PRL, AKTH, LH,
FSH un TRH). Daudzos gadijumos tas izraisa patologiski paaugstinatu
konkréta hormona Iimeni PitNET pacienta asinsrites sist€éma, izraisot
talakas veselibas problémas (Tortora and Nielsem, 2010).

Folikulostelatu $inas (FSC) ir zvaigznveida folikulu-veidojoSas
endotelija Stnas, kas sastada 5-10% no adenohipofizes. FSC ir
savstarpgji saistitas, veidojot plasu tris-dimensiju tiklu, kas ir iesaistits
baribas vielu, jonu un atkritumu produktu mikrocirkulacija, ka art
neiroendokrino §finu parakrinaja regulésana (Cukuranovi¢ Kokoris et al.,
2017; Delfin et al., 2021).

Marginalo $tnu slanis ir vienas $tinas slanis, kas atrodas ap Ratkes
kabatas cistam. Stinam $aja slani ir raksturiga visparatzitu cilmes $tnu
markieru, pieméram, POU 5. klases, homeoboksa 1 (POU5F1) un SRY-
boksa transkripcijas faktora 2 (SOX2), ekspresija. Marginalas $tinas in
vitro apstaklos spgj veidot sféras un diferencéties visos adenohipofizes
endokrino $tnu veidos. Tiek uzskatits, ka marginalo $tnu slanis ir cilmes
$tnu nisa, kas kalpo, lai atjaunotu hipofizes $iinas organisma dzives laika
(Garcia-Lavandeira et al., 2015, 2009).

Hipofizes sanu populacijas (SP) Stinas ir raksturigas ar to spgja
izvadit no sevis Hoechst 33342, kas, domajams, ir cilmes vai progenitoro
§tnu Ipasiba (van Rijn et al., 2012). SP $tnas nav jauzskata par vienu
vienojosu §tinu tipu, bet gan par dazadiem §tinu tipiem, kuriem ir kopigas
ipasibas (Wolmarans et al., 2018).

Mezenhimalas cilmes Stnas (MSC) ir multipotentas stromalas
Stnas. Tas ir atrodamas lielakaja dala audz&ju, un tam ir izSkiroSa nozime
audzgja mikrovides veidosanas un tas darbibas ietekmésana (Atiya et al.,
2020). MSC ir plastmasas-adherentas, un tam ir specifisks proteinu
ekspresijas modelis, ka arT diferenciacijas sp&jas (Dominici et al., 2006).
Sadas $iinas ir atklatas PitNET, tadu to lidzdaliba tumorgenéze un audzgja
darbiba ir nepietickami pétita (Caffarini et al., 2018).

PitNET primaras $iinas laboratorijas apstaklos var veidot sferoidus,
kas tiek uzskatita par pasatjauno$anas sp&jas pazimi. STs sféras veidojosas
Stinas var ekspresét SOX2 génu, kas ir saistits ar cilmes $tinu pluripotenci
un hipofizes plastiskumu. Tomér to iesaisti§anas PitNET tumorgenézé un
to funkcionalitaté nav skaidra (Castinetti et al., 2011; Fauquier et al.,
2008; Vankelecom and Gremeaux, 2010; Wiirth et al., 2020).




1.4 PitNET diagnostika un klasifikacija

Agrina PitNET diagnostika liela méra ir atkariga no pacientu
simptomu novert&juma. Tas ir sakotngji noveérojamas PitNET izpausmes,
kas dod pamatojumu turpmakai pacienta izmekléSanai. Pamatojoties uz
att€lveidoSanas izmekl&jumiem, PitNET iedala mazos (mikroPitNET <
10 mm), lielos (makroPitNET > 10 mm) un gigantiskos (gigantPitNET >
40 mm) audzgjos (Trouillas et al., 2020). To invazivitati apkartgjas
strukturas liela mera raksturo, izmantojot Knosp gradacijas sistému,
iedalot tos pakapés no 0 Iidz 4 (Knosp et al., 1993; Micko et al., 2015).

PitNET tiek klasificeti p&c to hormonala profila un transkripcijas
faktoru ekspresijas. Tie satur §tinu Iinijas, par kuram zinams, ka tas ir
atkarigas no hipofizes transkripcijas faktoru PIT1, TPIT un SF1
ekspresijas, kas regulé $tinu diferenciaciju somatotrofajas, laktotrofajas,
tirotrofajas, kortikotrofajas un gonadotrofajas $iinas, ka arT sekojosu GH,
PRL, TSH, AKTH, LH un FSH producg&sanu un sekrécija (Mete and Asa,
2020; Neou et al., 2020).

Somatotrofi PitNET satur PIT1 ekspres€joSas somatotrofas $iinas,
un tie veido 10-15% no visiem PitNET. Tiem ir raksturigs paaugstinats
insulinam lidziga augsanas faktora 1 (IGF-1) limenis un paaugstinata GH
sintéze un sekrécija, kas var izraisit akromegaliju vai gigantismu (Mete
and Lopes, 2017; Osamura et al., 2008). Laktotrofi PitNET satur PIT1
ekspresgjosas laktotrofas Stnas, un tie veido gandriz 50% no visiem
PitNET. Tie visbiezak rodas sievietem vecuma no 20 lidz 50 gadiem, un
tiem raksturigs paaugstinats PRL Iimenis asinis. (Molitch, 2017).
Tirotrofi PitNET satur PIT1 ekspresgjosas tirotrofas $iinas, un tiem
raksturigs paaugstinats TSH Iimenis, kas var izraisit vairogdziedzera
disfunkciju. (Asa and Ezzat, 2009). Kortikotrofi PitNET satur TPIT
ekspresgjosas kortikotrofas Siinas. Tie sastada aptuveni 15% no visiem
PitNET, un tiem ir raksturigs paaugstinats AKTH Itmenis. Pacientiem
parasti ir novérojamas blakusslimibas, kas saistitas ar hiperkortizolismu
(Molitch, 2017). Aptuveni 20% no visiem kortikotrofo PitNET
pacientiem attistas Kusinga slimibas biokimiskas un kltniskas izpausmes
(Mete and Lopes, 2017; Osamura et al., 2008). Gonadotrofie PitNET
satur SF1 ekspresgjosas gonadotrofas $inas. Sie PitNET satur FSH un/vai
LH, un pacientiem var konstatét paaugstinatu $o hormonu Iimeni (Mete
and Lopes, 2017). Nefunkcionalie PitNET (NFPitNET) ir definéti ka
labdabigi adenohipofizes audzgji, kas nav saistiti ar hormonalas
hipersekrécijas biokimiskajam vai kliniskajam pazimém. (Yavropoulou
et al., 2020). Tie veido 14-54% no visiem diagnosticétajiem PitNET
(Ntali and Wass, 2018).




1.5. Cirkul&joSie biomarkieri un PitNET terapija

Hormonali aktivo PitNET gadijuma asinsrit€ cirkul&josie hormoni
sniedz lielisku iespgju PitNET diagnostikai, ka arT ta augSanas un
funkcionalitates uzraudzibai noverosanas laika. Tomeér attieciba uz
nefunkcionalajiem vai klus€josajiem PitNET cirkulgjosie mikroRNS
(miRNS) un, iespgjams, cirkul&josa audz&ja DNS (ctDNS) var€tu biit
noderigi ka neinvazivi biomarkieri. (Beylerli et al., 2020).

miRNS ir mazas, nekodgjosas RNS, kas ir iesaistitas
fundamentalos $inu procesos, un to patologiska ekspresija dazados
audzgjos, tostarp PitNET (Beylerli et al., 2020; Rupaimoole et al., 2016).
Lidz §im dazi miRNS, piem&ram, miRNA-423-5p, miR-143-3p, miR-16-
5p un miR-7g-5p, ir identificéti ka ticami PitNET markieru kandidati. Ir
pieradits, ka to ekspresijas Iimeni mainas atkariba no PitNET klatbttnes,
un to funkcijas ir saistamas ar tumorgenézes procesiem (Belaya et al.,
2020; J et al., 2015; Németh et al., 2019; Zhao et al., 2019). Stnu briva
DNS (cfDNS) ir fragmentgta DNS, ko asinsrit€ izdala mirusas $iinas.
cfDNS, ko izdala mirusas audzgja $tnas (ctDNS) (Diehl et al., 2005)
parasti satur tadas pasas mutacijas ka audzgjs un var atspogulot audzgja
ta briza genétisko fonu (Gossing et al., 2020). To noteikSana ir
izradijusies noderiga vairakiem véza veidiem (Hirsch et al., 2006;
Takeshita et al., 2017). Neskatoties uz potencialo lietderibu, pétijumi $aja
virziena ir reti. Tapéc ir nepiecieSams vairak petijjumu, lai novertetu
ctDNS izmantosanu PitNET gadijuma.

Kirurgiska rezekcija, somatostatina vai dopamina analogu terapija
un staru terapija ir primaras PitNET terapijas iesp&jas. Tas var papildinat
viena otru, un kopé&ja arstéSanas stratégija var but atkariga no PitNET
veida un funkcionalitates (Molitch, 2017). Kirurgiska rezekcija ir galvena
terapijas izvele lielakajai dalai PitNET gadijumu (Zhang et al., 2020).
Remisijas ITmeni var sasniegt 40% lidz 90% pacientu (Molitch, 2017).
Somatostatina (SST) analogus un dopamina receptoru agonistus plasi
izmanto galvenokart somatotrofo un laktotrofo PitNET gadijumos. SST
un ta analogi, pieméram, oktreotids un lanreotids, vai dopamins un ta
analogi, pieméram, bromokriptins un kabergolins, iedarbojas uz PitNET
$tinam caur somatostatina un dopamina receptoriem. To aktivizé€Sana var
izraisit dazadus signalcelus atkariba no apakstipa un agonista Tpasibam.
Kopuma 1idz 52% pacientu var panakt audzgja izméra samazinasanos un
slimibas biokimisko kontroli (Cakir et al., 2010; lyer and Molitch, 2011,
Molitch, 2017).




2 MATERIALI UN METODES

2.1 Paraugu ievakSana un saistitie procesi

Visi paraugi un kliniska informacija iegtita no pacientiem, kuriem
tika veiktas planotas PitNET rezekcijas Paula Stradina Kliniskaja
universitates slimnica un Rigas Austrumu universitates slimnica. Visi
pacienti tika ieklauti Valsts iedzivotaju genoma datu baze (VIGDB), kas
ir valsts finanséta nacionala biobanka (Rovite et al., 2018). Gan biobankas
ietvaros veiktas darbibas, gan PitNET pétijumus ir apstiprinajusi Latvijas
Centrala medicinas etikas komiteja. Paraugu iegiiSanas un izp&tes process
atbilst Helsinku deklaracijai. Klmisko informaciju, kas attiecas uz
petijumiem, ieguva apmaciti klinikas specialisti.

Genomiska DNS paraugu iegtSanai pilnasinu paraugi tika ievakti
etiléndiamintetraetikskabes (EDTA) vakutaineros no pacientiem pirms
rezekcijas un ar1 24 stundas p&c rezekcijas. Serums, plazma un baltas
asins Stinas tiek atdalitas 2 dienu laika no ievakSanas dienas. Genomiska
DNS (gDNS) tika iegiita no baltajam asins S$tnam standartiz&tos
biobankas procesos (Rovite et al., 2018). Plazmas paraugi tika iegiti,
centrifuggjot pilnasinis 10 miniites pie 2000 g istabas temperatiira. Péc
tam augs€jie plazmas slani tika parnesti uz jauniem 15 ml stobriniem un
centrifugéti 10 mindites pie 4000 g istabas temperatiird. ¢fDNS tika
izdalita no 2 ml plazmas, izmantojot QlAamp Cirkul&joso nukleinskabju
reagentu komplektu (Qiagen, Vacija), ievérojot razotaja noradijumus.

Pec rezekcijas kirurgs riipigi ar skalpeli atdalija PitNET audu
paraugus no visiem pievienotajiem audu veidojumiem. Katrs paraugs tika
sadalits divas dalas. Viena dala tika iegremdéta Dulbeko modificéta Igla
barotné¢ (DMEM) (Thermo Fisher Scientific, ASV), kas satur 1x
penicilina/streptomicina $kidumu (GIBCO, ASV) S§tnu kultiras
petijumiem, bet otra dala tika iegremdéta RNAlater skiduma (Thermo
Fisher Scientific, ASV) DNS un RNS ekstrakcijai. 20 Iidz 30 mg audu
paraugi no operacijas materiala, kas paredzeti somatiskas DNS (sDNS)
un RNS ekstrakcijai, vai 4 x 10° kultivétas $iinas tika lizétas, izmantojot
liz€Sanas matriksu D un FastPrep-24 homogenizatoru (MP Biomedicals,
ASYV). sDNS un RNS tika izdalitas no homogenizéta lizata, izmantojot
AllPrep DNA/RNA Mini reagentu komplektu (Qiagen, Vacija) vai
mirVana™ miRNA izol&Sanas reagentu komplektu (Thermo Fisher
Scientific, ASV), ievérojot raZotaja noradijumus. Plazmas, seruma, balto
asins §tnu un DNS alikvotas tika uzglabatas -80°C temperattra. Qubit™
fluorometrs (Thermo Fisher Scientific Inc., ASV) tika izmantots precizai
DNS un RNS kvantifikacijai.
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2.2. PitNET $anu kultiru izveide

Audu paraugi tika sadaliti ar skalpeli, skaloti DMEM barotng ar 1x
Gibco antibiotisku-antimikotisku $kidumu (Thermo Fisher Scientific,
ASV)un talak sadaliti pipetgjot. Audzgja Siinas tika atbrivotas no audiem,
fermentativi apstradajot ar akutazes Skidumu (Thermo Fisher Scientific,
ASV) 20 minttes +37°C uz rotgjosas platformas paaugstinata mitruma
atmosfera, kas uzturéta pie 5% CO.. Inkubacijas beigas Stnas tika
suspendetas, centrifuggjot (5 minites, 360 g). Lai samazinatu sarkano
asins $tinu piesarnojumu, suspendetas §tnas 10 miniites inkubgja sarkano
asins §tinu lizes buferskiduma (154 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM
EDTA, pH 7.,4). Paraugu centrifuggja, un suspendetas Siinas divreiz
skaloja, lai nonemtu sarkano asins §tinu atliekas.

Lai iegiitu multipotentas MSC, suspend@tas un skalotas $iinas tika
audzétas DMEM-F12 (Thermo Fisher Scientific, ASV) ar 1% L-
glutaminu (Thermo Fisher Scientific, ASV), 10% liellopu augla serumu
(FBS), ES stnu kvalificétu ( Thermo Fisher Scientific, ASV), 1% ITS
Premix universalo kultiru piedevu (Corning, ASV) un 0,5% primocinu
(InvivoGen, ASV) lidz konfluences sasniegianai. Stinu kultiiras tika
pavairotas un pasazas vismaz 2—6 reizes, un $iinas sakot ar treSo pasazu
tika izmantotas turpmakiem eksperimentiem. Visas Stnu kulttru
kultivéSanas un inkubacijas visa pétijuma laika tika veiktas +37°C
temperattra, pie 95% gaisa un 5% COs.

Lai iegtitu no PitNET atvasinatas brivi peldosas sferas, Stnas tika
audzétas DMEM-F12 (Thermo Fisher Scientific, ASV), kas satur 1x
penicilina/streptomicina  $kidumu, 20 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich,
Vacija), 10 ng/ml pamata fibroblastu augsanas faktoru (bFGF) (Sigma-
Aldrich, Vacija) un 1x B27 piedevu (GIBCO, ASV), primaras hipofizes
sferas tika kultivetas sferas veicinosa vide 1idz 2 menesiem.

2.3. Imiincitokimija un imiinhistokTmija

PitNET audu IHC(P) analize veikta sadarbiba ar Paula Stradina
Kliniskas universitates slimnicas Patologijas institiitu. Papildus parastajai
hematoksilina un eozina krasosanai audu paraugi tika analizgti arT ar
$adam antivielam: anti-GH, anti-PRL, anti-ACTH, anti-TSHp, anti-LHf,
anti-FSHp, anti-FSHa, anti-SSTR2, anti-SSTR5, anti-AlP, anti-CK8 un
anti-TBX19. Krasosana tika veikta ar automatizétu Dako ITHC Stain
sistému. Protemu ekspresiju novertgja apmaciti histopatologi, izmantojot
0-3 atzimju sistemu (1 = <30% pozitivo §tinu; 2 = 30-70% pozitivo Stnu;
3 = >70% pozitivo siinu). Tika veiktas papildu piezimes par proteinu
ekspresijas modelu Tpasibam.
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MSC imunofluorescgjosai krasoSanai Siinas tika mazgatas ar
fosfata buferSkidumu (PBS) un fiksétas ar 4% paraformaldehidu 15
minites istabas temperatira. Permeabilizacijai tika izmantots 0,1%
Triton X-100. Nespecifisko antivielu saistiSanas tika blokéta, inkubgjot
paraugus 30 minttes PBS ar 2% liellopu seruma albuminu (BSA).
Paraugi tika analiz&ti ar sekojosam antivielam: anti-VIM, anti-NES, anti-
GFAP, anti-ATXN1, anti-TUBB3, anti-A2B5, anti-OLIG2 un anti-
SLC1A3. Paraugi tika iekrasoti ar 4,6-diamidino-2-fenilindolu (DAPI) un
ievietoti Prolong Diamond pretizbaléSanas reagenta (Thermo Fisher
Scientific, ASV).

Hipofizes sferas tika ievaktas uz mikroskopa priekSmetstikliniem,
citospin centrifugacijas laika pie 110 g 6 miniites un fiksétas 50/50
acetona/metanola 20 minites -20°C  temperatira. Siinas tika
permeabilizétas ar 0,1% Triton X-100/PBS $kidumu. Nespecifisko
antivielu saistiSanas tika bloketa, inkubgjot paraugus 30 mintites PBS ar
2% BSA. Paraugi tika analizéti ar sekojosam antivielam: anti-Pit-1, anti-
NES, anti-CD15, anti-GFRa2, anti-NR5AL, anti-SOX2 un anti-CD90.
Paraugi tika iekrasoti ar DAPI un ievietoti Prolong Diamond
pretizbaléSanas reagenta (Thermo Fisher Scientific, ASV). Markieru
ekspresija sferas tika uzskatita par pozitivu, ja vismaz dazas Stinas sfera
uzradija pozitivu imunofluorescences signalu. Markieru ekspresija sferas
tika uzskatita par negativu, ja nevienai no sféras §tinam nebija pozitivas
imunofluorescences signals.

MSC raksturoSanai ar plismas citometriju, $tinu virsmas antigéna
fenotipa noteik3ana tika veikta §inam 3.—6. pasaza. Sinas tika atdalitas,
izmantojot 0,2% tripsina $kidumu, un skaititas. Siinas tika sadalitas
stobrinos pa 1-5 x 10° §inam, suspendétas un resuspendétas 100 ul PBS,
pH 7,4, kas satur 0,5% BSA. Paraugi tika analiz&ti ar sekojo$am
antivielam: CD34 PE konjugats, CD90 FITC konjugats, CD45 V450
konjugats, CD44 APC konjugats, CD105 PE konjugats un CD133 APC
konjugats. Stinas tika suspendétas, divas reizes skalotas ar PBS-BSA
buferskidumu un atkartoti resuspendetas 100 pl buferskiduma. Sekojosa
FACS analize tika veikta ar BD Biosciences FACSAria plusmas
citometru (BD Biosciences, ASV).

2.4. Stinu eksperimenti

Stinu proliferacijas tika parbaudita ar Cell Counting Kit-8 (Sigma-
Aldrich, ASV) un mérita pie 450 nm, izmantojot mikroplasu lasitaju
Victor3™ (Perkin Elmer, ASV). Dati tika izteikti ka optiska blivuma
(OB) attieciba noteikta laika punkta salidzinajuma ar sakotngjo OB.
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Stinu hormonalais profils tika parbaudits, inkubgjot nas 24
stundas DMEM-F12 ar 1% L-glutaminu un 1% ITS Premix universalo
kultiiras piedevu, kam sekoja 6 stundu inkubacija barotngé ar 10 nM
GHRH somatotrofo PitNET kultiiram vai TRH (GenWay Biotech, ASV)
laktotrofo PitNET kulttiram. Barotne tika mainita ik péc 30 mintitém. Lai
parbaudttu atbilstoSo hormonu klatbiitni, $iinu kultiras péc inkubacijas
tika analiz&tas ar sekojosam antivielam: anti-GH un anti-PRL.

Stinu  osteogéna diferenciacija tika ierosinata, izmantojot
osteogénas diferenciacijas reagentu komplektu (PromoCell, Vacija).
Rezultgjosa stnu mineralizacija tika novertéta, krasojot Stnas ar 40 mM
Alizarin Red S (pH 4,2) péc fiksacijas 10% formalina. Stinu adipogéna
diferenciacija tika veikta, izmantojot adipogénos modulatorus.
Diferenciacija tika veikta serumu un albuminu nesaturo$a DMEM-F12
barotn€, kas papildinata ar 2 pmol/l rosiglitazonu, 25 nmol/l
deksametazonu, 0,5 mmol/l metilizobutilksantinu, 0,1 pmol/l kortizolu,
0,01 nmol/l transferinu, 0,2 nmol/l trijodtironinu un 20 nmol/l cilvéka
insulinu. Péc 4 dienam barotne tika mainita, un $tinas tika talak kultivétas
DMEM-F12, kas papildinats ar 0,1 pmol/l kortizolu, 0,01 mg/ml
transfertnu, 0,2 nmol/I trijodtirontnu un 20 nmol/l cilvéka insulinu. Lipidu
uzkrasanas tika noverteta pec 10 dienam, krasojot trigliceridus ar Oil Red
O krasvielu (Sigma-Aldrich, ASV). Neiralajai un glialajai diferenciacijai
Stnas tika uzs€tas uz Geltrex® substrata (Thermo Fisher Scientific,
ASV), KnockOut™ DMEM-F12 barotné (Thermo Fisher Scientific,
ASV) ar 1% L-glutaminu, 0,5% primocinu, StemPro® NSC SFM (
Thermo Fisher Scientific, ASV), un 20 ng/ml EGF un bFGF. Péc divam
dienam barotne tika nomainita pret $tnu tipam specifisku diferenciacijas
barotni. Neiralajai diferenciacijai barotne tika nomainita uz Neurobasal®
barotni (Thermo Fisher Scientific, ASV) ar 1% L-glutaminu un 2% B-
27® bez-seruma piedevu. Astrocitu diferenciacijai tika izmantota DMEM
barotne ar 1% L-glutaminu, 1% FBS un 1% N-2 piedevu (Thermo Fisher
Scientific, ASV). Oligodendrocitu diferenciacijai tika izmantota
neurobazala barotne ar 1% L-glutaminu, 2% B-27® bez-seruma piedevu
un 30 ng/ml trijod-L-tirontnu (Sigma-Aldrich, ASV). Barotne tika
mainita divas reizes ned¢la, Iidz tika nove€rotas pirmas izmainas $inu
morfologija.

2.5. Uz PCR un sekvencéSanu balstiti eksperimenti

MSC genu ekspresija tika noverteta ar qPCR. Totala RNS (1 pg)
tika reversi transkribéta komplementaraja DNS (kDNS), izmantojot
randoma heksaméra primeri un RevertAid HMinus First Strand cDNS
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sintézes reagentu komplektu. Readla laika PCR analize tika veikta,
izmantojot VIIA™7 un TagMan® geénu ekspresijas testus géniem:
SSTR1, SSTR2, SSTR3, SSTR4, SSTR5, DRD2, PROP1, PITX1, ISL1,
POU1F1, POU5F1, SOX2 un YWHAZ (Thermo Fisher Scientific, ASV).
Rezultati tika analizeti, izmantojot salidzino%o (272¢) metodi.

Hipofizes sféru visa genoma amplifikacijai (VGA) un eksomu
sekvencésanai atseviskas sféras tika manuali ievaktas ar mikropipetes
galu zem mikroskopa un parnestas 4 ul PBS. Siinu lizes un VGA reakcijas
tika veiktas, izmantojot Repli-g Single Cell reagentu komplektu (Qiagen,
Vacija). DNS bibliotekas tika gatavotas ar Illumina Nextera TruSeq
Exome reagentu komplektu, un sekvencésana tika veikta ar Illumina
NextSeq 500/550 High Output v2 reagentu komplektu (150 cikli).
Eksomu regionu defing$anai tika izmantots Illumina eksomu mérka
manifests TruSeq Rapid Exome TargetedRegions v1.2 (lllumina, ASV).
Datu analizei tika izmantota lietotne Illumina Basespace Enrichment
(v3.0.0) ar noklus€juma iestatijumiem. Visi paraugi no viena pacienta tika
salidzinati mutacijas vieta, ko noteica ar Starling.

Sangera sekvences$ana tika veikta pacientu sDNS un gDNS, lai
noveértétu GNAS ¢.601C>T un ¢.680A>T variantu klatbttni. DNS tika
amplificéta, izmantojot atbilsto$a regiona primerus, un sekvencéta,
izmantojot BigDye kimiju un ABI PRISM 3130xl1 genétisko analizatoru
(Thermo Fisher Scientific, ASV). Konkurétspgjiga al€les-specifiska
TagMan PCR tika veikta sDNS un cfDNS no atlasitajiem paraugiem,
izmantojot GNAS 27887 mu/c.601C>T/TagMan® mutacijas detekcijas
mutantas alléles parbaudi un ViiA7 (Thermo Fisher Scientific, ASV).
Reakcija tika izmantoti 20 ng sDNS vai 2 pl ¢fDNS paraugu.

Varianti, kas ir atrasti pacientu SDNS, bet ne gDNS, tika parbauditi
attieciba uz to klatbiitni atbilsto$ajos cfDNS paraugos. Atbilstosie cfDNS
regioni tika amplificéti, izmantojot HOT FIREPol R® (Solis BioDyne,
Igaunija). NGS bibliotekas tika sagatavotas, izmantojot lon Plus
fragmentu biblioteku reagentu komplektu. Veidnes-pozitivo Ion PI™ Ion
Sphere™ dalinu sagatavosana tika veikta ar lon OneTouch™ 2
instrumentu un Ton PI™ Hi-Q™ OT?2 Solutions 200 reagentu komplektu.
Sagatavotas bibliotékas tika sekvencétas, izmantojot Ion PI™ Hi-Q™
Sequencing 200 Solution reagentu komplektu, Ion PI™ Chip Kit V3 un
Ion Proton Sisteému (Thermo Fisher Scientific, ASV).
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3 REZULTATI UN DISKUSIJA

Sis darbs raksturo divas funkcionali atskirigas nehormonalas
primaras $inu kultiiras un parada iesp&u noteikt PitNET somatiskos
variantus pacientu cfDNS. Stnu kultiiras tika iegitas no izdalitiem
PitNET audu paraugiem, izmantojot selektivas augsanas principu dazadas
$tunu kulturas barotnes. Tika veikta turpmaka eksperimentala analize, lai
veiktu §tinu tipu funkcionalo un genétisko raksturojumu un novértétu to
iesp&jamo izcelsmi. cfDNS paraugi tika iegiiti no asins plazmas un
parbauditi, izmantojot vairakas metodes ar dazadu jutiguma Iimeni

PitNET audu paraugos ir zinama.

3.1 Multipotentas mezenhimali stromalas Stinas

Lai analizeétu PitNET §tnu saturu, audu paraugi tika iegtti no
planotam PitNET rezekcijam. P&c audu dezintegracijas un fermentativas
apstrades $tinu masas paraugi tika audzgti dazados apstaklos, lai veicinatu
dazadu §tinu tipu augSanu. Pirmaja gadijuma S$tnas tika audz&tas DMEM-
F12 barotng, kas papildinata ar L-glutammu, FBS un ITS Premix
universalo kultiiru piedevu. Sie apstakli izraisTja plastmasas-adherentu
Stnu kultiiras augSanu ar fibroblastiem lidzigu morfologiju. Lai izvairitos
no iesp&jamas fibroblastu augSanas pétljuma sakuma, neliels paraugu
skaits tika parbaudits paral€li, izmantojot DMEM barotni, kas satur L-
valinu pret D-valinu, kas, ka zinots, novér§ fibroblastu augSanu
(Hongpaisan, 2000), tacu netika novérotas atSkiribas to aug$anas Ipasibas
un morfologija.

legiitas Stinas bija spgjigas plasi proliferét neatkarigi no to
sakotngja audzgja veida, kliniskajam izpausmém vai pacientu vecuma.
Inkubgjot tas vide ar hipotalama hormoniem, kas dabiski izraisa hipofizes
hormonu veidoSanos, Stnas, kas ieglitas no somatotrofiem un
laktotrofiem PitNET, nespgja izraisit to izcelsmei atbilstoso specifisko
hormonu producésanu. Atskiriba no audu paraugiem, $tinu kultdras
uzradija tikai tik tikko konstatgjamu hipofizes parenhimalo $iinu markieru
PROP1, PITX1, ISL1 un POU1F1 ekspresiju, noradot, ka §is Stnas,
visticamak, nav c€lusas no Ratkes kabatas.

Turpmaka eksomu analize paradija, ka $tinu kultliras nav nevienas
no genétiskajam mutacijam, kas tika konstat&tas attiecigajos PitNET audu
paraugos. Tas norada, ka, lai gan MSC atrodas audzgja audos, no kuriem
tas ir ekstrah@tas, tas veido tikai nelielu dalu no tiem. Ir nepiecieSami
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turpmaki pétijumi, lai analiztu cita veida Stinas audzgja, to proporcijas
un funkcijas.

Geénu ekspresijas analize uzradija, ka Stinas ekspresé mezenhimalo
cilmes $tnu markierus CD44, CD90, CD105 un VIM. Turpmakie §tinu
diferenciacijas eksperimenti uUzradija, ka §is Siinas ir spgjigas
diferencéties osteoblastos, adipocitos un dalgji arT nervu un glialajas
sanas. Sie rezultati noradija, ka iegitas $Gnu kultras, visticamak, ir
mezenhimalas cilmes veida stromalas $inas, kas atrodas PitNET. Stnu
proliferacijas un pasatjaunoSanas analize liecinaja, ka, lai gan §tinam ir
noteikta multipotence, to cilmes ipasibas ir apSaubamas. Sie rezultati
atbilst Orciani un kolégu atklajumiem (Orciani et al., 2015) bet misu
rezultati par parenhimalajiem markieriem un somatiskajam mutacijam
liecina, ka §Ts $iinas neatspogulo audzgju.

Vesturiski MSC ir identific€tas un iegiiti no kaulu smadzeném, un
tas tiek uzskatiti par zelta standarta MSC pétjjumiem. Lai gan paSlaik
Stnas, kas atbilst plasajam MSC aprakstam, ir identificétas praktiski visos
postnatalajos organos un audos, tam ir dokumentgtas atSkiribas
proliferacija, plasticitaté, virsmas markieros, transkripcijas un
proteomiskaja profila no dazadiem avotiem. Tas norada uz dazadu MSC
apakspopulaciju esamibu ar atSkirigiem ekspresijas profiliem un
funkcionalajam 1pasiba (Galland and Stamenkovic, 2020). Tapéc
sagaidams, ka MSC populaciju ar dazam raksturigam atSkiritbam varétu
atrasties ar hipofizes audos.

Kopuma MSC ir sp&jigas migrét uz audzgja atrasanas vietam. Sada
MSC mobilizacija ir noveérota vairakos véza veidos. Kad MSC ir
mobiliz&tas, audzgja raditie signali var modulét $o audzgju rekruteéto MSC
fenotipu, kuras p&c tam kliist par audzgja masas sastavdalam un satur
pazimes, kas atSkiras no normalu S$inu TipaSibam (Galland and
Stamenkovic, 2020; Kidd et al., 2009). PitNET gadijuma m&s nevaram
stingri apstiprinat, ka §1s $linas ir migr&jusas audz&ja no citam strukttram,
tacu atsSkiribas starp PitNET audu paraugiem un atvasinatajam MSC
kultiram mutaciju un hipofizes parenhimas markieru ekspresijas profilos
norada uz 3adu iespju. Sis genétiskas atikiribas atbilst ari visparéjai
tendencei literatira, analizg§jot MSC saistiba ar audzgjiem, kur MSC
galvenokart tiek paraditas ka blakus esoSas Stinas, kuras audzgji ietekme
un mobiliz&, nevis pasas galvenas audzgju veidojosas stnas. (Galland and
Stamenkovic, 2020; Kucerova et al., 2015; Nwabo Kamdje et al., 2017,
Poggi and Giuliani, 2016; Xing et al., 2013). Ir nepiecieSami turpmaki
petijumi, lai noskaidrotu o MSC izcelsmi, ka arT to lomu PitNET.
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3.2 Hipofizes sféras veidojosas Siinas
Otraja méginajuma ieght $tnu kulttiru péc audu dezintegracijas un
fermentativas apstrades S§tnu masas paraugi tika audzeti serumu
nesaturosa DMEM-F12 barotng, pievienojot EGF, bFGF un B27 piedevu.
Sie apstakli rezultatgjas no PitNET audiem iegiitu brivi peldosu sferu
kultiiras augsana.
A

PAO3

PAO5

A& 2 ¥ ) PR PN
1. attels. No PitNET paraugiem izoléto sferu un MSC morfologija.
Reprezentativi fazes-kontrasta attéli no istermina (4 dienas) kultivétam hipofizes
sferam (A, C) un pirmas pasazas MSC kultiiras (B, D), kas izol&ti no pacienta
PitNET audu paraugiem PAO3 (A, B) un PAO5 (C, D). 200x palielinajums
hipofizes sferam un 400x palielinajums MSC.

Sferu veidosSanas spgja arvien vairak tiek uzskatita par cilmes Stunu
pazimi. Spgja veidot sferas biezi tiek izmantota, lai raksturotu dazadus
cilmes Stnu markierus ekspresgjoso Stnu faktiskas cilmes Stnam
raksturigas Tpasibas. (Ando et al., 2018; Roose et al., 2017; Wiirth et al.,
2017). Neskatoties uz to, PitNET hipofizes sféras veidojoSo S§tnu
faktiskas Tpasibas ir nepietiekami pétitas, lai noskaidrotu to lomu PitNET
tumorgengze.

Visi analizétie sferu paraugi ekspres€ja hipofizes parenhimas
markierus PIT1 vai SF1, kas atbilst sakotngo PitNET paraugu
histologiskajiem un kliniskajiem tipiem. Sie atklajumi liecina, ka sféras
veidojosajam S§tnam, visticamak, ir vienads izcelsmes modelis ar
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hipofizes parenhimalajam $inam. Lielaka dala analiz€to hipofizes
paraugu ekspres€ja glia fibrilari skabo proteinu (GFRa2), kas, ka
pieradits, tiek ekspresets hipofizes cilmes/progenitorajas Siinas, kuras
sp€j veidot sféras un diferencéties par hormonalajam stinam (Vankelecom
and Gremeaux, 2010). Visi analizétie hipofizes sferu paraugi ekspreséja
CD15. Kameér audos CD15 ekspresija tika noverota galvenokart izol&tas
Stunas vai mazos klasteros, ta ekspresija sféras bija visaptveroSaka.
leprieks ir ticis pieradits, ka CD15 ekspresgjosajam PitNET §tnam ir
sferu veidoSanas, ka ar audzgja ierosinasanas sp&ja (Manoranjan et al.,
2016). Sie atklajumi kopa liek domat, ka iegiitas hipofizes sféras
veidojosas Siinas rodas no hipofizes un ka tas ir iesaistitas audzgja
veidoSana.

Eksomu sekvenc@Sanas datu analize atklaja zemu somatisko
mutaciju skaitu katra audzgja eksoma (vidgjais = 5, 2, diapazons 3-7).
Salidzinot to ar rezultatiem no attiecigajiem PitNET atvasinatajiem MSC
un sferu paraugiem, tika konstatets, ka PitNET atvasinatas MSC nesatur
mutacijas, kas raksturigas originalajiem audu paraugiem, ka mingéts 3.1
nodala. Tikmer originalajos audzgja audu paraugos atrastas mutacijas var
atrast un tas sakrit ar mutacijam, kas konstatétas hipofizes sferas. Tas
norada, ka hipofizes sféras genétiski atbilst PitNET audiem, kas nozimg,
ka hipofizes sferas saturos$as Stnas, iesp&jams, veido galveno audzgja
audu masu.

Sie atklajumi kopa norada, ka, lai gan MSC atrodas PitNET un tas ir
salidzino$i viegli kultivet, ir jaturpina analizgt to ietekmi uz audzgju
veidoSanos un funkcijam, ka ari pielietojamibu PitNET pétijumos
kopuma. Tikmeér hipofizes sfeéras var izmantot ka PitNET veidojoso Stunu
cilvéku modelus.

Nesen Zhang un kolégi izveidoja cilvéka PitNET audz&ja modeli,
kas uztur Joti diferencétu AKTH sekretgjoso kortikotrofo audzgju kulttru
fenotipu (Zhang et al., 2021). Lidz Sim publicétie rezultati norada uz
iesp&ju, ka Sis audz&ja modelis varétu biit noderigs, lai analiz&tu $iinas,
kas veido PitNET hormonalo $tinu grupu. Tikm&r musu hipofizes sferu
modeli var€tu izmantot, lai analiztu $tGnas, kas veido galveno audzgja
masu. Lai gan §is modelis neietver audzgja parenhimalas $tinas, varétu
bt noderigi turpinat pétit ta ietekmi uz kop&o audzgja augSanu un
izmantot ka terapeitisku meérki, lai samazinatu audz€ja apjomu pirms
citam, iesp&jams, kirurgiskam intervencém.
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3.3 PitNET cirkul&jo8a audz&ja DNS

cfDNS kopuma un ctDNS jo 1pasi ir plasi pétitas ka perspektivs
Skidro biopsiju markieris audzgja prognostikai un uzraudzibai. To
noteikSana ir izradijusies noderiga vairakiem véza veidiem (Hirsch et al.,
2006; Takeshita et al., 2017), taéu ctDNS nav plasi pétita PitNET
konteksta. Dalgji tas ir tapec, ka PitNET parasti ir 1&ni augosi audzgji,
tapec sagaidams, ka tiem bis zema ctDNS koncentracija asinis, taCu,
attistoties molekularas test€Sanas metodém, §1 probléma kliist mazak
aktuala. Turklat dalgji tas ir ar1 tapec, ka PitNET parasti ir zems mutacijas
slogs, ka minéts 3.2 nodala.

Pirmaja m&ginajuma analiz€t ctDNS no PitNET promocijas darba
ietvaros tika izvélets labi zinams bieZi sastopams somatiskais variants
(c.601C>T) GNAS. Ir zinots, ka mutacijas Saja géna lokusa ir aptuveni
40% no visiem somatotrofajiem PitNET (Hayward et al., 2001; Véliméaki
et al., 2019). Variants tika identificéts sDNS paraugos no trim
somatotrofajiem PitNET audu paraugiem, un ta nebija attiecigo pacientu
gDNS. Lai noteiktu $o variantu ¢fDNS, kas iegiits no attiecigo pacientu
plazmas, tika izmantoti cast-PCR un alélém specifiski TagMan testi. Ta
ka cfDNS daudzums, ko vargja ieglt no pacientu plazmas paraugiem,
neatbilda cast-PCR razotaja prasibam, katrai reakcijai tika izmantots
maksimalais cfDNS daudzums neatkarigi no ta koncentracijas.
Neskatoties uz salidzinosi augsto cast-PCR varianta noteikSanas robezu
0,1-1,0% (Han et al., 2017), analiz&tais variants netika atklats neviena no
cfDNS paraugiem. Teoretiski var€tu spriest, ka atSkirigus rezultatus
varétu iegiit, ja cfDNS koncentracija atbilstu cast-PCR razotaja prasibam,
bet pétijuma tika izmantotas metodes, kuram $ada gadijuma butu
nepiecieSams parak liels sakotngjais asins parauga tilpums praktiskai
adaptacijai kliiskaja prakse.

Otraja méginajuma analizét ctDNS no PitNET tika atlasiti 24
genétiskie varianti. Visi varianti tika atklati PitNET pacientu sDNS, bet
to nebija attiecigo pacientu gDNS. cfDNS fragmenti, kas provizoriski
satur Sos variantus, tika talak amplificeti, ieglistot labas kvalitates PCR
fragmentus 17 no Siem variantiem no seSiem pacientiem. No Siem
amplikoniem tika sagatavotas nakamas paaudzes sekvencéSanas
bibliotekas un sekvencétas ar lon Torrent platformu. Devini no Siem
variantiem nebija nosakami parliecino$a Itmeni, bet trTs varianti tika
konstatéti 0,5-5,0% no kopéja nolastjumu skaita. Sie varianti ietvéra
€.601C>T GNAS géna, ko nevargja ieprieks identificét ar cast-PCR un
aleles specifisko TagMan testu.
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1. tabula. NGS rezultatu kopsavilkums. wt — savvalas tipa aléle, alt —
alternativa aléle, treknraksta noradits alternativo al€lu parklajums, slipraksta
norada savvalas tipa al€lu parklajumu.

Pacienta _ Mutacijas Wt/alt Totalais Piarklijums
I Gens pozicija alele parklajums A C G T
Alternativa aléle sastida no 40,00 % Iidz 60,00 % no kop&ji nolasijumu skaita

HA065 VPSI13D chrl:12368563 C/T 10585 6 3420 11 5148 (48.63 %)
HA065 LDLRAD2 chrl:22150575 CT 7641 3 4033 8 3597 (47.07 %)
HA065 SPEN chrl:16256795 AIG 444 225 0 218 (49.10 %) 1

HA066 GPATCH4 chrl:156565233 cT 8726 9 3611 1 5105 (58,50 %)
HA066 G6PC2 chr2:169764546 C/IG 1567 0 869 697 (44.48 %) 1

Alternativi aléle sastida no 0,50 % lidz 5,00 % no kopéji nolasijumu skaita

HAO073 MPRIP chrl7:17068722 CT 3066 0 2949 5 112 (3.65 %)
HAO070 RYRI chr19:38964226 G/A 882 20(2.27 %) 0 862 0

HA090 GNAS chf20:58909365  C/T 1744103 76 1730527 118 13382 (0.77 %)

Nav alternativas aléles vai ir ar tidu pasu frekvenci ki tehnologiskas kladas

HAO070 CLECIB chrl2:10149329 GIA 2560 0 0 2539 1

HA073 ATF4 chr22:39918305 C/A 1336 0 0 1336 0
HA067 CLCNKA chrl: 16358671 CIG 1666 0 1664 0 2

HA067 SMARCADIL chr4:95174031 AIG 8968 8938 2 8 0
HA067 PDE3A - G/A 13014 5 1 13008 0
HA067 MTFMT 5 AT 5964 3950 0 13 1

HA070 CcCcDhCl3g chr2:109473249 G/A 4833 4 0 829 0
HAO070 FXR1 chr3: 180633413 T/A 3117 1 6 1 3109
HA067 PRPF8 chrl7:1563731 AIG 8239 8227 0 12 0

Var secinat, ka ctDNS koncentracija PitNET gadijuma atrodas uz
detekcijas robezas noteikSanai ar pusvaditaiju sekvenc&Sanas
tehnologijam. ST iemesla dél, lai gan ar izmantoto metodi ir iesp&jams
iegiit pozitivus rezultatus, tas padara tas pielietojumu audzgja variantu
novéroSanai kliniska vide apSaubamu. Citas molekularas metodes,
pieméram, digitalo pilienu PCR, var€tu turpinat analizet, lai izstradatu
jutigakas uzraudzibas metodes.

Diviem pacientiem pieci no analizétajiem variantiem tika atklati
40%-60% nolastjumu. Japiemin, ka So pacientu audzgjos bija lielaks
somatisko variantu skaits (272 un 671), neka parasti novérots PitNET,
taCu netika noverotas kliniskas izpausmes, kas liecinatu par paaugstinatu
agresivitati vai recidivu. Vargtu izvirzit hipotézi, ka lielais geng&tisko
izmainu daudzums $ajos PitNET var veicinat mehanismus, kas ir iesaistiti
ctDNS izdali§ana, vai arT Sie varianti varétu biit sastopami ari citos
pacientu kermena audos.

Sie atklajumi kopuma norada, ka, lai gan pacientu asins plazma ir
iespgjams noteikt PitNET somatiskos variantus, ir jaturpina analizet
jutigakas metodes, lai tas biitu izmantojamas kliniskajos apstaklos.
Jaturpina analiz@t arT to, vai konstat€to cfDNS variantu avots ir PitNET.
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SECINAJUMI

PitNET satur MSC, kas genétiski atSkiras no $unam, kas veido galveno
audz&ja masu, un kuram trokst audz&jam raksturigas vispargjas
funkcionalas 1pasibas.

MSC klatbiitne PitNET un to proliferacijas sp&ja nav saistita ar
sakotngja audzgja kliniskajam izpausmeém vai pacientu vecumu.
PitNET satur Stnas ar sféru veidosanas sp&ju, kuram, visticamak, ir
kopigs izcelsmes modelis ar hipofizes parenhimalajam §tinam.
Hipofizes sféras genétiski atbilst PitNET galvenajai audz&ja masai, un
tas var izmantot ka PitNET audzgja $tinu funkcionalitates modeli.
Somatiskas mutacijas, kas atrodas PitNET audos, ir atrodamas
atbilstoSos pacientu plazmas cfDNS paraugos, tacu to detekt€jamiba
atSkiras starp pacientiem un arl starp viena un ta paSa pacienta
mutacijam.

Ir nepiecieSams izpétit efektivakas cfDNS izolacijas metodes un
jutigakas mutaciju noteikSanas metodes, vienadojot cfDNS mutaciju
noteikSanu starp pacientiem un atseviskam mutacijam, lai izstradatu
uz ctDNS balstitu testu PitNET pacientiem.

AIZSTAVAMAS TEZES

MSC neatspogulo PitNET funkcionalitati, un to pielietojamiba ka
PitNET §tinu modelim ir apSaubama.

PitNET satur Stnas ar sféru veidoSanas sp&ju, kas, iesp&jams, veido
audzg&ju ierosinosas Stnas.

Hipofizes sféru modeli varétu izmantot ka cilvéka PitNET modeli $o
audzgju padzilinatai izpéetei.

Somatiskas mutacijas, kas atrodas PitNET audos, var atrast attiecigo
pacientu asins plazmas Skidrajas biopsijas.

PitNET neinvaziva diagnostika, izmantojot asins plazmas cfDNS,
varétu bt iesp&jama, péc metodes jutiguma palielinaSanas un
kltniskas validacijas.
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