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SANTRUMPOS

A — adeninas

AKTH — adrenokortikotropinis hormonas

ALT — alternatyvus telomery ilginimas

C — citozinas

cAMP — ciklinis adenozino monofosfatas

CST — telomery replikacijos kompleksas

CTC1 — CST telomery replikacijos komplekso komponentas 1
DNR — deoksiribonukleortigstis

EDTA — etilendiaminotetraacto riigstis

FSH — folikulus stimuliuojantis hormonas

G — guaninas

GH — augimo hormonas

GS — galimybiy santykis

GWAS — viso genomo asociacijos analizé (angl. Genome-wide association study)
HA — hipofizés adenoma

HCC — hepatoceluliné karcinoma

HWE — Hardzio—Vainbergo pusiausvyra

ILK — inksty Igsteliy karcinoma

IQR — interkvartilinis plotis

JAK — Januso kinazés

LD — porinés sasajos disbalansas (angl. linkage disequilibrium)
LH — liuteinizuojantis hormonas

MAF — minorinio alelio daznis

NET — neuroendokrininiai navikai

PBC — pirminé tulZies cirozé

PRL — prolaktinas

PsA — psoriazinis artritas

PSO — Pasaulin¢ sveikatos organizacija

RNR — ribonukleornigstis

SLTI — santykinis leukocity telomery ilgis

SN — standartinis nuokrypis

SSTR1 — somatostatino receptorius 1

SSTR2 — somatostatino receptorius 2

SSTR3 — somatostatino receptorius 3

SSTR4 — somatostatino receptorius 4

SSTRS — somatostatino receptorius 5

SSTR5-AS1 — SSTRS antisensinis RNR transkriptas 1
STAT4 — signaly perdavimo ir transkripcijos aktyvatorius 4
T — timinas

TEP1 — su telomeraze susij¢s baltymas 1

TERC — telomerazés RNR komponentas

TERF1 — telomeriniy pasikartojimy suris§imo faktorius 1
TERF2 — telomeriniy pasikartojimy suri§imo faktorius 2
TERT — telomerazés reversiné transkriptazé

TNKS2 — tankirazé 2

TSH — skydliauke stimuliuojantis hormonas



UML — Gminé mieloidiné leukemija

VNV — vieno nukleotido variantas
VS. — palyginti (lot. versus)
ZNF676 — cinko pir$to baltymas 676
v — chi kvadrato testas



IVADAS

Hipofizés adenomos (HA) sudaro apie 14,1 proc. visy pirminiy smegeny
naviky ir yra viena dazniausiy jy formy [1]. Nors HA dazniausiai priskiriamos
gerybiniams navikams [2], daliai jy biidingas invazyvus augimas, sukeliantis
hipopituitarizma ar regos lauko sutrikimus. Pagrindinis gydymo metodas —
chirurginé rezekcija [3]; taciau iki tre¢dalio atvejy nustatomas ligos atkrytis,
tiek funkcionuojan¢ioms, tiek nefunkcionuojan¢ioms HA. Todél atkrycio
pasireiskimo galimybés nustatymas yra labai svarbus ilgalaikiam stebéjimui
ir gydymo planavimui [1].

Klinikinéje praktikoje HA klasifikuojamos pagal dydj (mikroadenomos
< 10 mm, makroadenomos > 10 mm; milziniSkos adenomos > 40 mm), pagal
funkcionaluma (funkcionuojancios ir nefunkcionuojancios) bei invazyvuma
[4, 5]. Funkcionuojancios HA (pvz., prolaktinomos, somatotropinomos, kor-
tikotropinomos, tirotropinomos ar gonadotropinomos) sukelia hormony
hipersekrecijai budingus klinikinius simptomus, o nefunkcionuojancios
daznai diagnozuojamos véliau ir neretai btina kliniskai agresyvesnés dél ma-
sés efekto [6—8]. Vienas svarbiausiy prognoziniy poZymiy yra invazyvumas:
naviko plitimas i aplinkines struktiiras siejamas su sudétingesne chirurgija,
didesne komplikacijy bei atkrycio rizika [5, 9].

HA patogeneze yra daugiafaktoriné ir apima genetinius bei epigenetinius
poky¢ius, tokius kaip geny mutacijos, chromosomy anomalijos, DNR metili-
nimas, mikroRNR reguliavimas bei transkripcijos veiksniy moduliavimas [7,
10, 11]. Naviko prognozavimui svarbis ir proliferacijos rodikliai — Ki-67
proliferacijos indeksas laikomas vienu svarbiausiy HA biologinio aktyvumo
ir prognozés Zymeny [12—-14].

Telomeros — eukarioty chromosomy galuose esantys nukleoproteiny
kompleksai, kuriy ilgis trumpéja su amziumi, o progresuojantis trumpéjimas
siejamas su lagsteliy sen¢jimu, apoptoze ir onkogenine transformacija [15].
Trumpesnis telomery ilgis siejamas su didesniu sergamumu ir prastesnémis
iSgyvenamumo prognozémis [16]. Telomery vientisumg palaiko Shelterino
kompleksas, formuojantis T-kilpy struktiiras ir apsaugantis chromosomy ga-
lus nuo klaidingo DNR pazaidos atpazinimo [17, 18]. Telomery reguliacijoje
taip pat svarbus telomery replikacijos (CST) kompleksas, dalyvaujantis telo-
mery replikacijoje ir genomo stabilumo palaikyme [19]. Tarp svarbiy telo-
mery ilgio reguliatoriy minimi telomeriniy pasikartojimy suriSimo faktoriai
TERFI ir TERF2 bei tankirazé 2 (TNKS2), kuriy raiskos pokyciai gali biti
susije su telomery ilgio reguliacija ir navikine transformacija [20, 22]. Be to,
CST telomery replikacijos komplekso komponentas 1 (CTC1) dalyvauja telo-
mery ilgio reguliacijoje ir genomo stabilumo palaikyme [23]. Pastaraisiais



metais aktyviai tiriami mazy molekuliy inhibitoriai, nukreipti i Shelterino ir
CST kompleksus, siekiant vertinti jy terapinj potencialg su telomeromis
susijusiy patologijy gydyme [24].

Telomery palaikyme svarbi telomerazé — ribonukleoproteininis holo-
enzimas, sudarytas i§ katalizinio subvieneto telomerazes reversines transkrip-
tazés (TERT), telomerazés RNR komponento (TERC) ir su telomeraze
susijusio baltymo 1 (TEP1). TERT, naudodamas TERC kaip Sablona, pailgi-
na telomery 3’ galus, o TEP1 dalyvauja telomerazés komplekso stabilizavime
[15, 20].

Pastaraisiais metais daug démesio skiriama ir cinko pirSty baltymui 676
(ZNF676), kuris gali dalyvauti telomery palaikymo procesuose reguliuoda-
mas su telomeromis susijusiy geny raiska [23-26].

Kita svarbi kryptis — signaly perdavimo ir transkripcijos aktyvatoriaus 4
(STAT4) vaidmuo naviko mikroaplinkoje. STAT4 aktyvuojamas JAK (Janu-
so kinaziy) signalizacijos keliu ir dalyvauja imuninio atsako bei uzdegimo
reguliacijoje, kurie laikomi svarbiais naviky vystymosi veiksniais [27-29].

Svarbig kliniking reikSm¢ HA kontekste turi ir somatostatino receptoriai
(SSTR1-SSTRS), ypac SSTR2 ir SSTRS, bei su arilo angliavandenilio
receptoriumi sgveikaujantis baltymas (AIP). SSTR reguliuoja lasteliy
signalizacijg per adenilciklazés slopinima, jony kanaly moduliacijg ir tirozino
fosfataziy aktyvacija [30, 31]. Neuroendokrininiuose navikuose SSTR
ekspresija gali buti reguliuojama epigenetiniais mechanizmais, o padidéjusi
SSTR2 membraniné raiska laikoma svarbiu terapiniu taikiniu [32, 33]. AIP
yra supresorinis genas, kurio mutacijos nustatomos tiek Seiminiuose, tiek
sporadiniuose hipofizés neuroendokrininiuose navikuose (PitNET) [34-38].

Atsizvelgiant | HA biologinj heterogeniskumg bei molekulinius pagrin-
dus, Siame darbe tiriami telomery reguliacijoje ir naviko signaliniuose keliuo-
se dalyvaujantys zymenys (TERT, TERC, TEP1, TERFI/TERF2, TNKS2,
CTC1, ZNF676, STAT4, SSTR2, SSTRS, AIP), telomery ilgis bei Ki-67
proliferacijos indeksas, vertinant jy ry$j su HA pasireiSkimu. Toks
integruotas vertinimas gali padéti geriau suprasti HA biologija ir sudaryti
prielaidas individualizuotai pacienty stebésenai bei gydymo planavimui.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas

Ivertinti telomery biologijos, JAK-STAT ir somatostatino signaliniy
keliy genetiniy varianty, jy koduojamy baltymy bei santykinio leukocity
telomery ilgio sasajas su hipofizés adenomos pasireiskimu ir naviko biolo-
giniu elgesiu (aktyvumu, invazyvumu, atkry¢iu ir dydziu).



UZdaviniai

1. Nustatyti TERC, TEPI, TERT geny vieno nukleotido varianty ir
santykinio leukocity telomery ilgio sgsajas su hipofizés adenoma bei
su hipofizés adenomos aktyvumu, invazyvumu, atkryc¢iu ir dydziu.

2. Nustatyti TNKS2, CTCI, ZNF676, TERFI1, TERF2 geny vieno
nukleotido varianty, TNKS2, CTCI1, ZNF676, TERF1, TERF2
baltymy, santykinio leukocity telomery ilgio sasajas su hipofizés
adenoma bei su hipofizés adenomos aktyvumu, invazyvumu, atkry-
¢iu ir dydziu.

3. Nustatyti STAT4 vieno nukleotido varianty ir STAT4 baltymo bei
haplotipy sasajas su hipofizés adenoma bei su hipofizés adenomos
aktyvumu, invazyvumu, atkryc€iu ir dydziu.

4. Nustatyti SSTR2 rs2236750, SSTR5 1s34037914 ir AIP rs267606574
vieno nukleotido varianty ir baltymy sasajas su hipofizés adenomos
pasireiSkimui ir naviko proliferaciniu aktyvumu, vertinamu pagal
Ki-67 proliferacijos indeksa.

Mokslinis naujumas

Molekuliniai Zymenys apibiidinami kaip molekulinio lygmens rodikliai,
atspindintys organizme vykstancius biologinius ir patologinius procesus bei
organizmo reakcija | taikomg farmakologinj gydyma, todél jie gali biti
svarbis ligos diagnozei bei jos prognozei [39]. HA atsiradimag lemiantys
patogeneziniai mechanizmai gali biiti genetiniai ar epigenetiniai, dél kuriy
gali atsirasti lasteliy reguliacijos sutrikimai, signaliniy keliy defektai arba
naviko slopinimo faktoriy praradimas [11]. Siame darbe atlikta kompleksiné
HA molekuliniy Zzymeny analizé, apimanti telomerazés ir telomery biologijos
mechanizmus, su uzdegiminiu atsaku susijusius genetinius veiksnius ir
somatostatino receptorius.

Atlikus keturis nuoseklius tyrimus, Lietuvoje pirma kartg kompleksiskai
jvertintos telomery ir telomerazés biologijos, imuninés signalizacijos bei
somatostatino receptoriy sistemos genetinés sgsajos su HA. Nustatytos Sios
statistiSkai reikSmingos s3sajos:

»  Telomerazes ir telomery biologijos kontekste identifikavome TERC
r$35073794 kaip stipriausiai su HA susijusi VNV: AG genotipas
statistiSkai reikSmingai siejasi su didesne HA pasireisSkimo galimybe
ir makro HA, taCiau su mazesne aktyviy, neaktyviy, invaziniy,
neinvaziniy ir mikro HA pasireiSkimo galimybe.

* HA grupéje nustatytas ilgesnis santykinis leukocity telomery ilgis
(SLTI); be to, TERF1 rs1545827 T alelis siejamas su mazesne
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trumpy telomery pasireiskimo galimybe, o CTCI rs3027234 TT
siejamas su ilgy telomery fenotipu. Kraujo serume HA pacientams
nustatyta padidéjusi TERF2, sumazéjusi TERF1 ir CTC1 koncentra-
cija. TNKS?2 rs10509637 (G/GG) siejami su didesne HA pasireis-
kimo galimybe (taip pat su HA atkryciu), o TERFI rs1545827 — su
mazesne HA pasireiskimo galimybe.

*  Imuninés signalizacijos lygmeniu STAT4 rs7574865 (GT+GGQ) sie-
jamas su didesne HA pasireiskimo galimybe; vyrams papildomai
reikSmingas rs10168266 (CC+CT). Taip pat nustatyta didesné
STAT4 koncentracija kraujo serume HA grupéje lyginant su kontro-
line grupe.

*  SSTR2 rs2236750 AG siejamas su didesne HA pasireiSkimo gali-
mybe. SSTR2/SSTRS5/AIP koncentracijos kraujo serume tarp grupiy
nesiskyre.

*  Ki-67 daugumai pacienty buvo mazesnis nei 1 proc., o reikSmingy
s3sajy su invazyvumu, aktyvumu, atkry€iu, dydziu ar tirtais VNV
nenustatyta.

Gauti rezultatai papildo esamas zinias apie genetiniy ir molekuliniy
veiksniy sgsajas su HA biologiniu elgesiu, pirmg kartag kompleksiSkai
jvertinant telomery biologijos, imuninés signalizacijos ir somatostatino
receptoriy sistemos Zymenis vienoje pacienty kohortoje, ir sudaro prielaidas
tolesniems tyrimams, skirtiems ligos eigos vertinimui.

Atlikus sistemingg literatiiros paieska ,,PubMed®, ,MEDLINE®“ bei
kitose tarptautinése mokslinése duomeny bazése, publikacijy, kompleksiskai
analizuojanciy minéty molekuliniy sistemy sasajas su HA, aptikti nepavyko.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Hipofizés adenomos: klinikiné reikSmé,
klasifikacija ir patogenezé

Hipofizés adenomos (HA) sudaro apie 14,1 proc. visy pirminiy smegeny
naviky ir yra vieni dazniausiy Sios lokalizacijos naviky [1]. Jos klasifikuo-
jamos pagal dydj (mikroadenomos, makroadenomos), histologing kilme ir
hormoninj aktyvuma. Kliniskai skiriamos funkcionuojancios ir nefunkcio-
nuojancios HA [8]. Palyginti su funkcionuojanc¢iomis, nefunkcionuojancios
HA yra agresyvesnés ir sunkiau atpazjstamos, nes jos daznai besimptomés ir
iSryskéja tik tada, kai HA padidéja ir pradeda spausti aplinkines struktiras
[7]. Funkcionuojancios HA didina specifiniy adenohipofizés hormony (pvz.,
augimo hormono (GH), skydliaukg¢ stimuliuojan¢io hormono (TSH), adreno-
kortikotropinio hormono (AKTH), folikulus stimuliuojanc¢io hormono (FSH),
liuteinizuojancio hormono (LH)) sekrecijg [6, 40]. Jei HA neiSskiria pakan-
kamo kiekio hormony, kad jie biity aptinkami kraujyje arba sukelty kliniki-
nius pozymius, ji priskiriama nefunkcionuojanc¢ioms [41-43]. Prolaktinomos
sudaro 40-57 proc. visy HA; toliau pagal daZznj seka nefunkcionuojancios
HA (28-37 proc.), augimo hormong iSskirianc¢ios HA (11-13 proc.) ir su
AKTH susijusios HA; FSH, LH ar TSH sekretuojancios HA nustatomos retai
[41]. Navikai taip pat skirstomi pagal dydj: > 10 mm dydzio laikoma makro-
adenoma, mazesné nei 10 mm — mikroadenoma; milziniSkos adenomos
> 40 mm. Mikroadenomos nustatomos kiek dazniau nei makroadenomos
(57,4 proc. ir 42,6 proc.) [41, 42].

Nors HA priskiriamos nevéziniams dariniams [2], dalis jy pasizymi
invaziniu augimu ir gali sukelti komplikacijas, tokias kaip hipopituitarizmas
ar regos lauko sutrikimai dél aplinkiniy strukttiry suspaudimo. Pagrindinis
gydymo metodas yra chirurginé rezekcija, dazniausiai atlieckama transfe-
noidiniu biidu [3]. Vis délto, nepaisant chirurginés intervencijos, iki trecdalio
atvejy pasireiSkia atkrytis, pasitaikantis tiek funkcionuojancioms, tiek
nefunkcionuojanc¢ioms HA; todél atkrycio rizikos nustatymas yra itin svarbus
priimant sprendimus dél ilgalaikio stebéjimo ir adjuvantinio gydymo [1].

Viena svarbiausiy HA savybiy — invazyvumas, susijes su aplinkiniy
strukttiry destrukcija, komplikacijomis ir blogesne prognoze [9]. Literattiros
duomenimis, HA budingas atkrytis, taciau i§samiy tyrimy apie jo daznj ir
susijusius klinikinius veiksnius yra nedaug [4]. HA klinikinés charakteris-
tikos apraSytos 1.1.1 lenteléje.
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1.1.1 lentelé. Hipofizés adenomy klinikinés charakteristikos

Savybé Kategorijos / apibréztys Klinikinés pastabos
Dydis Mikroadenoma: < 10 mm; Mikroadenomos nustatomos kiek
Makroadenoma: > 10 mm dazniau; makroadenomos dazniau
sukelia masés efekta ir regos
sutrikimus.
Funkcionalumas | Funkcionuojancios HA: Funkcionuojanc¢ios HA diagno-
* Prolaktinoma (PRL) zuojamos anksciau dél hormoniniy
* Somatotropinoma (GH) sutrikimy; Nefunkcionuojanc¢ios HA
» Kortikotropinoma (AKTH) neretai atpazjstamos véliau ir gali
* Tirotropinoma (TSH) atrodyti agresyvesnés dél masés
* Gonadotropiné (FSH/LH) efekto.

Nefunkcionuojancios HA: kliniskai/
biochemiskai reikSmingos sekrecijos néra

Invazyvumas Neinvazyvios HA: nepasireiskia plitimas | Invazyvumas siejamas su sudé-
Invazyvios HA (pvz., kaverninio sinuso ar | tingesne chirurgija, komplikacijomis
kity strukttiry jaugimas) ir prastesne prognoze.

Atkrytis Po chirurginés rezekcijos Gali pasireiksti tiek funkcionuo-
janc¢ioms HA, tiek nefunkcionuo-
janc¢iosm HA; aprasoma iki trecdalio
atvejy, todel bitinas ilgalaikis
stebéjimas ir adjuvantiniy
intervencijy svarstymas.

Saltiniai lentelés turiniui: [1,4-7,9,41,42].

HA patogenez¢ daugiafaktoriné — ja lemia geny mutacijos, chromosomy
anomalijos, DNR metilinimas, mikroRNR reguliacija ir transkripcijos veiks-
niy moduliacija. Nenormali lgsteliy ciklo geny raiska, onkobaltymy aktyva-
cija arba slopinamyjy veiksniy praradimas hipofizéje gali iSbalansuoti augi-
mo veiksniy signalizavima [7, 10, 11]. Siy procesy kaita lemia lasteliy ciklo
kontrolés praradima, sekrecijos fenotipo susiformavimg ir audiniy invazija,
kuri kliniskai pasireiskia naviko augimu, hormony hipersekrecija ar hiposek-
recija ir atkry¢iu po gydymo [7, 9—11]. Todél sublasteliniy mechanizmy
supratimas yra aktualus identifikuojant naviko agresyvumo Zymenis ir plé-
tojant naujus tikslinius gydymo metodus [11].

Prognoziskai reikSmingi proliferacijos rodikliai: kai agresyviuose atve-
juose mitozeés retos, Ki-67 proliferacijos indeksas tampa svarbiu prolifera-
cijos rodikliu ir pagal naujausig Pasaulinés sveikatos organizacijos (PSO)
klasifikacijg iSlieka reikSmingu HA prognozés veiksniu. Nuo XX a. devintojo
desimtmecio Ki-67 rySys su naviko dydZziu, tipu, invazyvumu, atkryCiu ir
piktybiskumu tirtas placiai, o nuosekliausiai patvirtinta sgsaja su invazyvumu
[12-14].
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1.2. Telomeros ir telomery homeostazé HA kontekste

Telomeros — nukleoproteiny kompleksai, lokalizuoti eukarioty chromo-
somy galuose. Jos su amziumi trumpéja, o progresuojantis trumpejimas sie-
jamas su somatiniy lasteliy senéjimu, apoptoze ar onkogenine transformacija
[15]. Trumpesnis telomery ilgis siejamas su didesniu sergamumu ir bloges-
némis i§gyvenamumo prognozeémis [16]. Telomeros glaudziai saveikauja su
shelterino kompleksu, kuris saugo chromosomas nuo galiniy jung¢iy susijun-
gimo ir skilimo, formuodamas T-kilpy strukttras [17, 18]. Taip jos apsau-
gomos nuo klaidingo atpazinimo kaip DNR dvigubos grandinés luziy, palai-
kant chromosomy stabilumg [44]. Kitas svarbus telomery reguliacijos ele-
mentas — CST kompleksas, slopinantis telomerazés aktyvuma, besijungiantis
prie viengrandés DNR ir skatinantis atsilickancios grandinés sinteze [19].
Tiesioginiai telomery ilgio slopintojai TERF1 ir TERF2, jungdamiesi prie
telomeriniy pasikartojimy, veikia kaip telomerazes inhibitoriai [20]. Per dide-
1¢ jy raiska lemia telomery trumpéjimg, o sumazéjusi — pailgéjima [21].
Tankirazés 2 (TNKS2) per didelé raiska navikinése Igstelése gali buti susijusi
su telomery pailgéjimu ir galimu onkogeniniu vaidmeniu [22]. CTCI, pri-
klausantis CST kompleksui, taip pat susijes su leukocity telomery ilgio regu-
liacija ir genomo stabilumo palaikymu [23]. Siuo metu tiriamos maZosios
molekulés, nukreiptos i Shelterino ir CST kompleksa, siekiant jvertinti jy
potencialg gydant su telomeromis susijusias patologijas [24].

Telomery palaikymga lemia telomerazé — ribonukleoproteininis fermen-
tas, kurio pagrindiniai komponentai yra TERT (katalizinis subvienetas),
TERC (RNR komponentas, teikiantis Sablong TTAGGG pasikartojimams) ir
TEP1 (komplekso architektiiros/stabilizacijos baltymas). TERT, naudodamas
TERC kaip 3ablong, pailgina telomery 3’ galus. Sj procesa papildomai ko-
ordinuoja su telomeromis susieti baltymai bei DNR antrinés strukttros (pvz.,
G-kvadrupleksai), galintys riboti polimerazés prieiga. TEP1, nors katalizinei
reverstranskripcijai néra bitinas, gali daryti jtaka telomerazés komplekso
surink¢iai ir funkcijai in vivo [15, 20]. Be telomerazés kelio, kai kuriuose
navikuose veikia alternatyvus telomery ilginimas (ALT) — rekombinacinis
mechanizmas, kurio aktyvuma taip pat veikia shelterino/CST pusiausvyra
[20].

ZNF676 — transkripcijos reguliatorius, turintis reikSmés telomery
homeostazei. Telomery disfunkcija yra svarbus vézio vystymosi veiksnys,
siegjamas su genomo nestabilumu ir lgsteliy ciklo kontrolés praradimu [25].
Taciau ZNF676 poveikio telomery ilgiui mechanizmai tebéra neaiskis [26].
Teoriskai ZNF676 gali moduliuoti telomery ilgj dviem biidais:

+ tiesiogiai prisijungdamas prie DNR ir reguliuodamas telomery palai-

kyme dalyvaujanciy geny raiska bei jy potransliacinius pokycius;
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» skatindamas viengrandés telomerinés DNR susilankstyma i G-kvad-
rupleksa, kuris telomery 3’ gale slopina telomery ilginimg telome-
razés pagalba [23].

Siy sasajy schema pateikta 1.2.1 paveiksle.
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1.2.1 pav. Molekuliniai Zymenys, dalyvaujantys telomery ilgio
reguliacijos procesuose (adaptuota pagal [17-20, 45, 46])

Atsizvelgiant | glaudy telomery reguliacijos rysi su onkogeneze, Siame

darbe tiriame, ar su telomeromis susij¢ genai ir baltymai sietini su HA
i$sivystymu.
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1.3. JAK-STAT, SSTR ir AIP: papildomi mechanizmai
HA patogenezéje

1.3.1. STAT4 ir JAK-STAT signalizacija

Signaly perdavimo ir transkripcijos aktyvatorius 4 (STAT4) — JAK—
STAT kaskados transkripcijos veiksnys, valdantis citokiny (ypa¢ IL-12)
indukuota geny raiska ir formuojantis Th1/NK imuninj atsakg bei uzdegimine
mikroaplinka [27-29]. Pagrindinis aktyvatorius — IL-12: per IL-12R[p2/
IL-12RB1 kompleksa suaktyvinami JAK2/TYK?2, kurie fosforilina STAT4;
Sis dimerizuojasi ir branduolyje inicijuoja transkripcija [47, 50, 51]. STAT4
gali buti aktyvuojamas ir I tipo interferony (IFN-o/f) per IFNAR-JAK1/
TYK2 kelia, o silpnesnis signalas gaunamas per IL-23; taip moduliuojamos
CDS8* T ir NK lasteliy efektorinés funkcijos [47-51].

Létinis uzdegimas yra zinomas vézio i8sivystymo rizikos veiksnys:
padidéjes uzdegimo lygis kuria mikroaplinka, palankig naviko augimui ir
progresavimui [29]. Todél STAT4 disbalansas (hiperaktyvumas ar sutrikusi
kontrol¢) gali prisidéti prie onkogenezei palankios uzdegiminés bikles.
STAT4 atlieka svarby vaidmen] reguliuojant geny raiskg ir moduliuojant
imunings sistemos atsaka j citokiny ir interferony signalus [47]. Jis priklauso
STAT baltymy Seimai, dalyvaujanciai signaly perdavime ir transkripcijos
aktyvinime reaguojant j Siuos mediatorius [48].

JAK—STAT signalinis kelias yra esminis imunings sistemos reguliavimui
ir tokiems Igsteliy procesams kaip proliferacija, diferenciacija ir apoptoze; jo
veiklos pokyciai prisideda prie navikogenezés [49]. Nesant citokiny, JAK
baltymai iSlicka neaktyviis ties receptoriy vidulgsteliniais domenais; citokinui
prisijungus, suaktyvinti JAK fosforilina STAT4, kuris dimerizuojasi ir bran-
duolyje inicijuoja proliferacijoje dalyvaujanciy geny transkripcija [50, 51].
Sio kelio hipersignalizacija palaiko létinj uzdegima, audiniy remodeliavima,
angiogenez¢ ir imuning naviko ,,apsauga®, o tai siejama su naviko biologiniu
elgesiu. PrieSingai, efektyvus STAT4-IFN-y kelio aktyvumas gali skatinti
antinavikinj imuninj atsakg [28, 29, 54].
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1.3.1.1 pav. JAK-STAT signalinio kelio sgsajos su HA issivystymu
(scheminé santrauka pagal [50, 51])
JAK-STAT4 signalo kelias apima JAK baltymus, kurie, nesant citokiny, licka neaktyviis Salia vidu-
lasteliniy receptoriy domeny. Citokinui prisijungus prie receptoriaus, JAK baltymai vykdo reciproky
receptoriaus fosforilinimg ir fosforilina STAT4. STAT4 dimerizuojasi ir translokuojasi j branduolj, kur
inicijuoja lasteliy proliferacijoje dalyvaujan¢iy geny transkripcija. JAK: Januso kinazés baltymas;
STAT: signaly perdavéjai ir transkripcijos aktyvatoriai.

Pastaraisiais deSimtmeciais atlikti in vivo ir in vitro tyrimai parod¢, kad
STAT4, regulivodamas daugelj imuninio atsako aspekty, gali skatinti uzde-
gima, slopinti naviko augima arba, prieSingai, prisidéti prie naviko progresa-
vimo [54]. Be to, STAT4 reguliuoja navikiniy lasteliy migracijg ir prolifera-
cijg [47]. Kadangi jis aktyvuojamas tiek naviko, tiek imuninése Igstelése,
tikétina, kad STAT4 moduliuoja naviko lasteliy ir Seimininko imuniteto
sgveika [55].

1.3.2. Somatostatino receptoriai (SSTR) ir AIP

Somatostatino receptoriai (SSTR) veikia jvairiais biidais, iskaitant ade-
nilciklazés slopinima, rektifikuojanciy K* kanaly stimuliavima, Ca?" kanaly
laidumo mazinima ir tirozino fosfatazés aktyvumo didinima [30]. Visi penki
potipiai (SSTR1-SSTRYS) yra su G-baltymais susije¢ receptoriai, jy aktyvacija
mazina cAMP/PKA signalizacija, moduliuoja MAPK/ERK ir PI3K/AKT
kelius bei skatina SHP-1/2 tirozino fosfataziy aktyvumga, tai lemia anti-
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sekrecinj, anti-proliferacinj ir pro-apoptozinj poveikj [30, 31]. Sie SSTR poti-
piai yra placiai iSreiksti tiek grauziky, tiek Zmogaus audiniuose, o jy raiska
stebima centrinéje nervy sistemoje ir pagumburyje [31]. Neuroendokrininiy
naviky (NET) kontekste 5 somatostatino receptoriy potipiui (SSTRS) tenka
reik§mingas vaidmuo, taciau jo reguliavimo mechanizmai dar néra iki galo
iStirti. Pedraza-Arevalo ir kt. atliktas tyrimas suteikia naujy jzvalgy ir rodo,
kad SSTRS raiSka hipofizés NET gali biiti epigenetiniu biidu reguliuojama —
antisensiniu transkriptu SSTR5-AS1 ir DNR metilinimu [32]. Epigenetinis
SSTRS ekspresijos reguliavimas gali paaiskinti tarptumorinj jautrumo soma-
tostatino analogams (SSA) kintamuma, ypac¢ pasireotidui, turin¢iam didelj
afiniteta SSTRS [31, 32]. Literatiros duomenimis, SSTR2 membraniné
raiSka NET Iastelése, palyginti su nepakitusiomis lgstelémis, padidéja
mazdaug 20 karty, todél SSTR2 laikomas potencialiu terapiniu taikiniu [33].

Arilvandenilio receptoriy sgveikaujanc¢io baltymo (AIP) mutacijos buvo
i§samiai iStirtos, ypac asmeny, kurie turi polinkj sirgti Seimyniniais ir sporadi-
niais hipofizés navikais [34]. AIP, veikiantis kaip supresorinis genas, koduoja
330 aminoriig§¢iy ilgio baltyma, dalyvaujanti cAMP fosfodiesterazés signali-
niame kelyje [35]. AIP saveika su HSP90/AHR kompleksu ir PDE4 izoformy
stabilizacija slopina cAMP kaupimasi, todél AIP funkcijos pokyciai gali
skatinti somatotropiniy lasteliy proliferacijg ir GH sekrecija [35-37]. Labiau-
siai paplite AIP variantai apima nonsens ir missense mutacijas, mutacijas
splaisingo vietoje ir promotoriuje, taip pat dideles delecijas [36]. Dél Siy
varianty daznai susidaro sutrumpgj¢s baltymas arba reciau — tetratrikopeptidy
pasikartojimo (TPR) domenai arba C-galiné a spiralé [37]. Be to, pacientams
nustatytas heterozigotiSkumo praradimas navikiniame audinyje AIP geno
vietoje, 11q13 srityje [35]. Kai kurie AP variantai yra reti genetiniai varian-
tai, neturintys patogeninio poveikio ir nekei¢iantys baltymo funkcijos. Siy
dviejy aspekty atskyrimas yra svarbus, nes reti genetiniai variantai gali buti
nustatomi ir kontrolinés grupés asmenims [36]. Nors yra Zinoma nedaug Sei-
miniy mutacijy, lemian¢iy paveldimg hipofizés naviky rizika, naujausi duo-
menys rodo A/P geno mutacijy svarba Seiminiais atvejais ir jy galimg
vaidmen] sporadiniy somatotropinomy atveju. Daliai pacienty biidinga
ankstyvesne ligos pradzia ir didesnés apimties navikai [34-37]. Be to, duo-
meny apie genetines sasajas su akromegalija ir SSTR literattiroje yra nedaug
[38].

Siy duomeny sintezé pagrindzia, kodé¢l Siame darbe greta SSTR
dvi glaudziai susijusias aSis — G-baltyminiais receptoriais perduodama signa-
lizacija ir ciklinio adenozino monofosfato (cAMP) homeostaze — potencialiai
lemiancias hipofizés NET molekulines ir funkcines savybes bei atsaka i
gydyma [30-38].
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1.4. Vieno nukleotido variantai tiriamy genu paneléje

[Sanalizave moksling literatiirg ir atliktus mokslinius HA genetiniy
zymeny tyrimus, savo darbui pasirinkome jvertinti geny TEP/ rs1713418,
151760904, TERC rs12696304, rs35073794, TERT 1s2736098, rs401681,
TNKS2 1510509639, rs10509637, CTCI 1s3027234, ZNF676 rs412658,
TERFI 1510107605, rs1545827, TERF2 1s251796, STAT4 rs10181656,
157574865, rs7601754, 1s10168266, SSTR2 rs2236750, SSTRS rs34037914,
AIP 15267606574 VNV ir atitinkamy baltymy koncentracijas bei jy sasajas
su HA pasireiskimo galimybe. Sie genetiniai Zymenys iki §iol nebuvo nagri-
néjami atliekant molekuliniy zymeny tyrimus, aisSkinantis HA patogeneze
molekuliniame lygmenyje.

Atsizvelgdami | HA patogenezés daugiasluoksniSkuma, suformavome
VNV panelg, atspindincia:

» telomery biologija (TERT, TERC, TEPI, TERFI, TERF2, TNKS2,

CTCI, ZNF676);
* imuning signalizacija (STAT4);
* neuroendokrininius taikinius (SSTR2, SSTRS5, AIP).
Pasirinkti VNV aprasyti 1.4.1 lentel¢je.

1.4.1 lentelé. Pasirinkty VNV aprasymas

Lokusas Genominé Funkciné &ores s .
VNV Genas (GRCh38) sritis anotacija Saltinis (duomeny bazé)
rs1713418 |TEPI 14ql11.2 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)

rs1760904 | TEPI 14ql11.2 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];

(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)

1512696304 | TERC 3926.2 intergeninis / | reguliacinis dbSNP [56]; Ensembl [58];
promotoriaus UCSC [60]; GTEx [62]
regionas

rs35073794 | TERC 3q26.2 promotoriaus | reguliacinis/ | dbSNP [56]; RefSeq
regionas ncRNA sekos | (TERC ncRNA) [57];

variantas Ensembl [58]; UCSC [60]

rs2736098 | TERT 5p15.33 egzonas sinoniminis dbSNP [56]; RefSeq [57];

(p-Glu441=) | Ensembl [58]; UCSC [60]
rs401681 TERT- 5p15.33 intronas reguliacinis dbSNP [56]; Ensembl [58];
CLPTMIL UCSC [60]; GTEx [62]
rs10509639 | TNKS?2 10g23.31 |intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)
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1.4.1 lentelé. Pasirinkty VNV aprasymas

Lokusas Genominé Funkciné &otess .
VNV Genas (GRCh38) sritis anotacija Saltinis (duomeny bazé)
rs10509637 | TNKS2 10g23.31 |intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)
rs3027234 | CTCI 17p13.1 egzonas reguliacinis dbSNP [56]; RefSeq [57];
Ensembl [58]; UCSC [60]
rs412658 ZNF676 19p13.12 | intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
variantas Ensembl [58]; UCSC [60]
rs10107605 | TERF1 8q24.12 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)
1s1545827 | TERFI 8q24.12 reguliacinis / | introninis dbSNP [56]; Ensembl
intronas (galimas [58]; UCSC [60]; GTEx
reguliacinis) | [62]
1s251796 TERF?2 16g22.1 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)
rs10181656 |STAT4 2q32.2 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60];
reguliacinis) | GTEx [62]
187574865 | STAT4 2q32.2 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60];
reguliacinis) | GTEx [62]
1s7601754 | STAT4 2q32.2 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)
rs10168266 |STAT4 2q32.2 intronas introninis dbSNP [56]; RefSeq [57];
(galimas Ensembl [58]; UCSC [60]
reguliacinis)
rs2236750 | SSTR2 17q24.3 egzonas kodavimo dbSNP [56]; RefSeq [57];
srities Ensembl [58]; UCSC [60]
variantas
rs34037914 | SSTRS 16p13.3 intronas introninis dbSNP [56]; Ensembl
(galimas [58]; UCSC [60]; GTEx
reguliacinis) | [62]
15267606574 | AIP 11q13.3 egzonas patogeninis / | dbSNP [56]; RefSeq [57];
missense Ensembl [58]; UCSC [60];
ClinVar [61]

VNV koordinatés ir anotacijos nurodytos pagal GRCh38 — naujos kartos zmogaus genomo pamating
surinktj (angl. Genome Reference Consortium Human Build 38).
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2. TYRIMO METODIKA

Doktorantiiros tyrimas atliktas Lietuvos sveikatos moksly universiteto
NI Oftalmologijos laboratorijoje, turint Kauno regioninio biomedicininiy
tyrimy etikos komiteto leidimus (protokolo Nr. BE-2-47, leidimas gautas
2016 m. gruodzio 14 d. (1 priedas); Nr. BE-2-140 leidimas gautas 2025 m.
gruodzio 30 d. (2 priedas)). Darbe pateikti paveikslai ir lentelés yra originaliis
arba adaptuoti.

2.1. Tyrimo struktiira ir tiriamasis kontingentas

Tyrimas atliktas 2021-2025 m. Visa tyrimo imtj sudaré¢ 507 tiriamieji:
139 pacientai, sergantys HA, ir 368 sveiki asmenys — referentiné¢ grupé.
Grupés buvo suderintos pagal lytj ir amziy.

HA grupés veninio kraujo méginiai surinkti Lietuvos sveikatos moksly
universiteto ligoninés Kauno kliniky (toliau — Kauno kliniky) Neurochirur-
gijos klinikoje. Diagnozé nustatyta remiantis klinikiniy tyrimy duomenimis
atlikus magnetinio rezonanso tomografija (MRT) ir histologing verifikacija
Kauno kliniky Patologijos klinikoje. Pacientai, sergantys HA, papildomai
buvo suskirstyti | pogrupius pagal klinikinius ir biologinius poZzymius: pagal
ligos eigg (su atkryc€iu ir be atkrycio), pagal naviko dydj (mikro ir makro HA),
pagal invazyvuma (invazyvios ir neinvazyvios HA) bei pagal funkcinj akty-
vumg (funkcionuojancios ir nefunkcionuojancios HA).

Tiriamyjy jtraukimo j HA grupe kriterijai:

* Pacientai, kuriems diagnozuota HA, diagnozé patvirtinta MRT

tyrimu;

*  Amzius > 18 mety;

»  Sutikimas dalyvauti tyrime.

Tiriamyjy nejtraukimo ] HA grupe kriterijai:

*  Onkologiniy ligy diagnoze;

+  Umios ar létinés infekcinés ligos;

+ Sisteminiai CNS veikianiy vaisty preparatai, galintys paveikti

tirlamus biomarkerius;

*  Amzius < 18 mety;

*  Anksciau taikytas operacinis gydymas;

*  Nesutikimas dalyvauti tyrime.

Referentinés grupés veninio kraujo méginiai surinkti Kauno kliniky Akiy
ligy klinikoje.
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Tiriamyjy jtraukimo j referenting grupe kriterijai:

Tiriamyjy nejtraukimo j referenting grupe kriterijai:

Neturi diagnozuotos onkologinés ligos;
Amzius > 18 mety;
PasiraSytas informuotas sutikimas.

Onkologiniy ligy diagnoz¢ ar gydymas;
Umios ar létinés infekcinés ligos;

Vartojami centring nervy sistema veikianciy vaisty preparatai,

Amzius < 18 mety;
Néstumas/zindymas;
Nesutikimas dalyvauti tyrime.

Tyrimo strukttira pateikiama 2.1.1 lenteléje ir 2.1.1 paveiksle. Demogra-
finiai rodikliai ir suderinamumas pagal amziy bei lytj pateikiami Rezultaty

skyriuje.

2.1.1 lentelé. Tyrimo struktiira

vieno nukleotido varianty ir baltymy sasajos su hipofizés
adenomos pasireiskimu ir naviko proliferaciniu aktyvumu,
vertinamu pagal Ki-67 proliferacijos indeksg [66]

Tiriamieji
Tyrimas Pavadinimas HA |Referentiné| I$
grupé grupé viso
1 TERC, TEP1, TERT geny vieno nukleotido varianty ir 126 368 494
leukocity telomery ilgio sasajos su HA bei su HA aktyvumu,
invazyvumu ir atkry¢iu [63]
2 TNKS2, CTC1, ZNF676, TERFI, TERF?2 geny vieno 130 320 450
nukleotido varianty ir baltyymy sasajos su HA ir su HA
aktyvumu, invazyvumu ir atkry¢iu [64]
3 STAT4 vieno nukleotido varianty ir STAT4 baltymo bei 139 357 496
haplotipy sasajos su HA bei su HA aktyvumu, invazyvumu
ir atkryciu [65]
4 SSTR2 152236750, SSTRS 1534037914 ir AIP 15267606574 128 272 400

Pastaba. Tyrimy imtys iS dalies persidengia; skirtumus 1émé tiriamyjy duomeny/meéginiy prieinamumas
konkretiems tyrimams.
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2.1.1 pav. Tiriamyjy pasiskirstymas

Pavaizduota bendra tiriamuyjy imtis ir jos paskirstymas j keturis atskirus tyrimus, nurodant kiekvieno
tyrimo imties dydj bei HA ir referentinés grupiy pasiskirstyma. Pazymétina, kad tyrimy imtys i§ dalies
persidengia.

2.2. Tyrimo metodai

Vykdant doktoranttiros baigiamojo darbo tyrimus, tiriamiesiems nusta-
tytas SLTI, KI-67 PI, geny VNV (TEPI rs1713418, rs1760904, TERC
1512696304, rs35073794, TERT rs2736098, rs401681, TNKS2 rs10509639,
1510509637, CTCI 1s3027234, ZNF676 1s412658, TERFI rs10107605,
rs1545827, TERF2 1s251796, STAT4 1s10181656, rs7574865, rs7601754,
1510168266, SSTR2 rs2236750, SSTRS5 1s34037914, AIP rs267606574) ir
TEP1, TNKS2, CTCI1, ZNF676, TERF1, TERF2, STAT4, SSTR2, SSTRS,
AIP baltymy koncentracijos kraujo serume sgsajos su HA.

2.2.1. DNR iSskyrimas ir koncentracijos jvertinimas

Veninio kraujo meéginiai DNR iSskyrimui buvo surinkti j vakuuminius
meégintuvelius su antikoaguliantu EDTA (etilendiamintetraacetatu), siekiant
iSvengti kraujo kre$¢jimo ir mikrokresuliy susidarymo. Genomin¢ DNR buvo
i8skirta i§ periferinio kraujo leukocity taikant drusky nusodinimo metoda
(angl. DNA salting-out).

Pirmuosiuose DNR iSskyrimo etapuose svarbu slopinti nukleaziy akty-
vuma, kad bty iSvengta nukleoriigs¢iy degradacijos. Tai pasiekiama naudo-
jant buferinius tirpalus ir atliekant procediiras Zemoje temperatiiroje (apie
4 °C). Isskirta DNR 1ilgalaikiam saugojimui laikyta —70 °C temperatiiroje.

Drusky nusodinimo metodas apima kelis pagrindinius etapus. Pirmiausia
eritrocitai buvo liziuojami naudojant lizés I buferj (155 mM NH4Cl, 10 mM
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KHCOs, 1 mM EDTA), o méginiai centrifuguoti 6 min., esant 2500-3000
aps./min. Sis plovimo etapas kartotas 4—5 kartus, siekiant pasalinti eritrocitus
ir i8skirti leukocity nuosédas.

Leukocity nuosédos buvo suspenduojamos lizés II buferyje (10 mM
Tris-HCI, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA). Lasteliy membranos buvo suardo-
mos naudojant 10 proc. natrio dodecilsulfato (SDS) tirpala, o baltymai hidro-
lizuojami proteinaze K, méginius inkubuojant 56 °C temperattroje 10 min.

Toliau | méginius pridétas 6 M NaCl tirpalas baltymy denatiiracijai ir
chloroformas deproteinizacijai. Po to méginiai centrifuguoti 5 min. esant
3200 aps./min., susidarant dviem fazéms. VirSutin¢ vandenin¢ faz¢, kurioje
buvo istirpusi DNR, buvo perkelta i naujus mégintuvélius.

DNR buvo iSsodinama naudojant Salta 96 proc. etanolj santykiu 1:1.
Susidariusi DNR nuoséda buvo perplauta 70 proc. etanoliu ir centrifuguota
1-2 min., esant 14680 aps./min. Po centrifugavimo etanolis paSalintas, o
DNR i8dziovinta 37 °C temperatiiroje. Galiausiai DNR istirpinta TE bufe-
ryje, o jos koncentracija ir grynumas buvo jvertinti naudojant UV—Vis
spektrofotometra ,,Agilent Cary 60“. Méginiai matuoti vandeniniuose ar
buferiniuose tirpaluose, registruojant absorbcijg ties 260 nm (nukleortigstys),
280 nm (baltymai) ir 230 nm (organinés bei druskinés priemaisos: fenolis,
guanidino druskos, EDTA, angliavandeniai). Dvigrandés DNR grynumui
vertinti taikyti A260/A280 ir A260/A230 santykiai. A260/A280 = 1,8 rodo
minimalias baltymy/fenolio priemaisas, o A260/A230 = 2,0-2,2 — organiniy
reagenty ar drusky liekanas; reikSmingi nukrypimai nuo S§iy riby laikyti
indikacija pakartotiniam meéginiy i§gryninimui [71, 72].

2.2.2. Vieno nukleotido varianty nustatymas

Geny varianty tyrimas buvo atliktas naudojant TL-PGR gausintuva
,»StepOne Plus® sistema (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Singaptiras).

TL-PGR procediira apima tris cikliSkus etapus, kurie lemia eksponen-
tiSkg DNR kiekio did¢jima:

» Denatiiracija: 95 °C, 15 sekundziy; nutriiksta vandenilinés jungtys

tarp azotiniy baziy ir atsiskiria DNR grandinés.

»  Pradmeny hibridizacija (anilinimas): 60 °C, 60 sekundziy; pradme-

nys prisijungia prie komplementariy DNR seky.

» FElongacija: 72 °C, Taq polimeraz¢ sintetina komplementaria DNR

granding.
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ParuoSimas:

*  ParuosStas miSinys iSpilstomas | 96 Sulinéliy plokstele po 9 pl.

* 195 Sulinélius jpilama po 1 pul genominés DNR, o i paskutinj Sulinélj
NTC — sterilus H-0.

*  Plokstel¢ uzklijuojama optine plévele, centrifuguojama 30 sekun-
dziy 3000 aps./min. grei¢iu, jdedama j TL-PGR gausintuva palei-
dziama genotipavimo programa.

TL-PGR miSinio sudétis bei PGR reakcijos salygos pateiktos 2.2.2.1 ir

2.2.2.2 lentelése.

2.2.2.1 lentele. TL- PGR misinio sudétis

Reagentai 1 méginys, pl | 96 méginiai, pl
Buferis (TagMan Universal PCR Master Mix II, no UNG, 5 480
,,Thermo Fisher Scientific®, Lietuva)
Pradmenys su zondais (Genotyping Assay (20x), 0,5 48
,»,Thermo Fisher Scientific*, Didzioji Britanija)
Sterilus H,O be nukleaziy (,,Thermo Fisher Scientific*, 3,5 336
Didzioji Britanija)

2.2.2.2 lentelé. Optimalios TL-PGR programos genotipavimo sqlygos

Genas, VNV Genotipavimo rinkinys | PGR salygos
TEPI rs1713418, rs1760904 ,,Thermo Fisher 95 °C,
TERC 1512696304, 135073794 Scientific* patentas 10 min.
TERT 152736098, rs401681 45 ciklai:
TNKS?2 rs10509639, rs10509637 92°C15s
CTC1 13027234 60°C60s
ZNF676 15412658
TERFI rs10107605, rs1545827
TERF2 rs251796
STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754, rs10168266
SSTR2 152236750
SSTRS5 1s34037914
AIP 15267606574

Genotipai nustatomi pagal fluorescencijos signaly santykj i§ dviejy alelj
atpazjstan¢iy zondy, pazenklinty VIC ir FAM dazais. X aSyje vaizduojamas
VIC signalo intensyvumas, Y asyje — FAM (2.2.2.1 pav.). Méginiai grupuo-
jasi ] tris tipinius klasterius (VIC-homozigotai, heterozigotai, FAM-homo-
zigotai); neigiama kontrol¢ (be DNR) patenka j Zemo signalo sritj. Automa-
tinés klasterizacijos rezultatai perzitirimi ir, jei reikia, koreguojami pagal
kontroliniy méginiy padét]. Galutiniai genotipai eksportuojami statistinei
analizei.
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2.2.2.1 pav. Aleliy nustatymo (VIC/FAM) klasteriai

Meélyni/raudoni taskai zymi homozigotinius méginius, zali — heterozigotinius. X asis — VIC signalo
intensyvumas, Y asis — FAM; NTC kontrolé — juoda spalva.

2.2.3. Baltymuy koncentracijos nustatymas

Veninio kraujo meéginiai buvo surinkti j vakuuminius mégintuvélius be
antikoagulianto ir laikomi kambario temperatiiroje iki kreSulio susidarymo.
Véliau meginiai centrifuguoti 10 min., esant 3000 aps./min., siekiant atskirti
serumg. Gautas serumas buvo perkeliamas | sterilius mikrocentrifuginius
ependorfus ir laitkomas —80 °C temperatiiroje iki analizés. Siekiant iSvengti
baltymy degradacijos, buvo vengiama pakartotiniy uzsaldymo ir atSildymo
cikly.

Baltymy koncentracijai kraujo serume nustatyti atlikta imunofermentiné
analizé (angl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), naudojant ko-
mercinius ,,sandwich* tipo rinkinius TEP1, TNKS2, CTC1, ZNF676, TERF1,
TERF2, STAT4, SSTR2, SSTRS ir AIP baltymams nustatyti. Naudoti ELISA
rinkiniai, jy gamintojai ir katalogo numeriai pateikti 2.2.3.1 lenteléje.

ELISA analiz¢ atlikta pagal gamintojy pateiktas instrukcijas. 96 Suliniy
mikroplokstelés buvo i§ anksto padengtos specifiniais ,,capture® antikiinais
prie§ tiriamus baltymus. | Sulinius buvo pipetuojami standartai, kontroliniai
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meéginiai ir serumo meéginiai ir inkubuojami pagal gamintojo rekomenduo-
jamas salygas. Po inkubacijos buvo pridétas biotinilintas ,,detection anti-
kiinas, specifiSkai prisijungiantis prie analizuojamo baltymo, o véliau — strep-
tavidinu konjuguotas horseradiSo peroksidazés (HRP) kompleksas.

Fermentin¢ reakcija buvo vizualizuota naudojant tetrametilbenzidino
(TMB) substrata. Reakcija sustabdyta riigSties tirpalu, susidarius geltonos
spalvos produktui. Optinis tankis (OD) buvo matuojamas 450 nm bangos
ilgyje mikroploksteliy skaitytuvu (modelis: Multiskan FC Microplate Photo-
meter, gamintojas: Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Tiriamy baltymy koncentracijos buvo apskaiciuotos pagal standarting
kreive, naudojant keturiy parametry logistinj modelj (4PL). Visi méginiai ir
standartai analizuoti dviem pakartojimais. Priimtinas vidinis variacijos
koeficientas (intra-assay CV) buvo < 10 proc., o tarp tyrimy variacijos koefi-
cientas (inter-assay CV) < 15 proc. Analitinis matavimo diapazonas, méginiy
skiedimai ir koncentracijy vienetai atitiko gamintojo rekomendacijas. Tyrimo
metu buvo naudojami tusti Suliniai (blank) ir teigiamos bei neigiamos
kontrolés méginiai.

2.2.3.1 lentelé. ELISA rinkiniai, naudoti baltymy koncentracijai serume

nustatyti

Baltymas ELISA rinkinys Gamintojas Katalogo Nr.

TEP1 Human TEP1 (Telomerase Protein Novus Biologicals, NBP3-40190
Component 1) ELISA JAV

TNKS2 Tankyrase 2 (TNKS2) Antibody ELISA | Abbexa, Cambridge, abx037908

Jungtiné Karalysté

CTC1 Human CST Complex Subunit CTC1 Abbexa, Cambridge, abx509040
(CTC1) ELISA Kit Jungtiné Karalysté

ZNF676 Human Zinc Finger Protein 676 Abbexa, Cambridge, abx554903
(ZNF676) ELISA Kit Jungtiné Karalysté

TERF1 Human Telomeric Repeat-Binding Abbexa, Cambridge, abx153252
Factor 1 (TERF1) ELISA Kit Jungtiné Karalysté

TERF2 Telomeric Repeat Binding Factor 2 Abbexa, Cambridge, abx027648
(TERF2) Antibody ELISA Jungtiné Karalysté

STAT4 Signal Transducer and Activator of Abbexa, Cambridge, abx 156860
Transcription 4 (STAT4) ELISA Kit Jungtiné Karalysté

SSTR2 Human Somatostatin Receptor 2 Abbexa, Cambridge, abx251546
(SSTR2) ELISA Kit Jungtiné Karalysté

SSTRS Somatostatin Receptor 5 (SSTRS) Abbexa, Cambridge, abx002253
Antibody ELISA Kit Jungtiné Karalysté

AIP Human Aryl Hydrocarbon Receptor Abbexa, Cambridge, abx 168881
Interacting Protein (AIP) Protein ELISA | Jungtiné Karalysté
Kit
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2.2.4. Santykinio leukocity telomery ilgio nustatymas

Periferinio kraujo leukocity telomery ilgis buvo vertinamas taikant kie-
kybinés tikro laiko PGR (TL-PGR) metodika, aprasyta Richard M. Cawthon
[67]. Sis metodas leidzia nustatyti SLTI, apskai¢iuojant telomeriniy seky (T)
ir referentinio vienos kopijos geno (angl. single copy gene) — albumino (S) —
santykj. Kiekvieno méginio telomery seky ir albumino geno kiekiai buvo
nustatomi atliekant po du techninius pakartojimus.
SLTI nustatymas buvo atliekamas naudojant TL-PGR analiz¢ tuo paciu
prietaisu, kuris buvo taikytas ir genotipavimo tyrimuose — ,,StepOne Plus*
TL-PGR gausintuvu. Kalibraciniam (referentiniam) méginiui buvo naudoja-
mas dviejy atsitiktinai pasirinkty tiriamyjy DNR miSinys. Teigiama kontrolé
buvo DNR, i$skirta i§ komercinés zmogaus lasteliy linijos 1301, pasiZymin-
Cios labai ilgomis telomeromis (,,Sigma-Aldrich®, JAV), o neigiama kontro-
1¢ — sterilus vanduo (NTC).
Tyrime naudotos Sios pradmeny sekos:
« Telg: 5'- ACA CTA AGG TTT GGG TTT GGG TTT GGG TTT
GGG TTA GTG T- 3'

« Tele: 5' - TGT TAG GTA TCC CTA TCC CTA TCC CTA TCC
CTA TCC CTA ACA-3'

* Albd: 5' - GCC CGG CCC GCC GCG CCC GTC CCG CCG GAA
AAG CAT GGT CGC CTG TT- 3'

* Albu: 5' - CGG CGG CGG G GCG GCG CGG GCT GGG CGG
AAA TGCTGC ACA GAA TCC TTG- 3'

Darbo eiga:
1. Paruostas miSinys 96 Suliniy plokstelei (reagenty kiekiai — 2.2.5.1
lenteléje).

2. I kiekvieng Sulin¢lj supilta po 17 pl miSinio. | 78 Sulinius jpilta po
3 pl tiriamyjy DNR (20 ng/pl): 39 méginiai x 2 pakartojimai.

3. Kiekvienoje plokstel¢je i§ kalibracinio méginio parengta 4-5 tasky
dviguby skiedimy serija standartinei kreivei ir efektyvumui jvertinti;
jtrauktos teigiama ir neigiama kontrolés.

4. Plokstele uzklijuota optine plévele, trumpai centrifuguota (~30 s,
3000 aps./min.) ir jdéta | TL-PGR aparatg (temperatiiriné progra-
ma — 2.2.4.2 lenteléje).

PGR produkty specifiSkumas ir tapatumas buvo jvertinti atliekant lydy-
mosi kreivés analiz¢ (angl. melting curve analysis). Nustatyta, kad telomery
79 bp amplikono lydymosi temperatiira siekia apie 75 °C, o albumino 98 bp
produkto — apie 87 °C. Aptikus papildomus pikas, méginiai vertinti kritiskai
ir prireikus kartoti.
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2.2.4.1 lentele. TL-PGR misinio sudétis

Reagentai Pradiné Galutiné 1 |
cagental koncentracija koncentracija pVZ, 1t
Reakcijos misinys PowerUp SYBR Green 2X 1X 10 pl
Master Mix (,,Applied Biosystems®, Lietuva)
Pradmenys:
Forward (Telg arba Albu) 20 uM 0,9 uM 0,9 ul
Reverse (Telc arba Albd) 1ul
Sterilus H>O (,,ZYMO RESEARCH®, JAV) - - 5,1l
DNR méginys 20 ng/pl 3 ng/ul 3ul
I8 viso: - - 20 pl
2.2.4.2 lentelé. TL-PGR temperatiuriné programa
Etapai Temperatiira Trukmé Ciklai
AmpliTaq Gold DNR polimerazés aktyvinimas 95 °C 10 min. 1
Denatiiracija 95 °C 15s 35
Pradmeny hibridizacija, elongacija 60 °C 60 s
Lydymosi kreivés (,,melting curve*) analizé 60-95 °C laipsniskai didinant 1
temperatuirg
Inkubacija 4°C 0 1

2.2.5. TL-PGR reakciju efektyvumas

Pries analizuojant TL-PGR duomenis, kiekvienam méginiui jvertintas
amplifikacijos efektyvumas ir linijiSkumas, kad btity atmestos pipetavimo ar
plokstelés surinkimo klaidos. IS referentinés DNR buvo paruosti dvigubi
koncentracijos skiedimai (20 ng/pl, 10 ng/pl, 5 ng/ul, 2,5 ng/ul ir 1,25 ng/ul),
sudarytos standartinés kreivés, Ct reikSmes vaizduojant logaritmingje kon-
centracijos skal¢je. Ct (angl. threshold cycle) — ciklas, kuriame fluorescencija
vir§ija nustatyta slenkstj; skai¢iavimams naudota techniniy pakartojimy
vidutin¢ Ct reikSmeé.

Kokybés kriterijai optimizuotai reakcijai:

* linijiné standartiné kreivé: r> 0,990 (arba R? > 0,98);

» efektyvumas 90-105 proc.;

+  geras pakartojamumas.

Amplifikacijos reakcijos efektyvumas (E) buvo jvertintas pagal standar-
tinés kreivés nuolydzio koeficienta (angl. slope), taikant formule:

E= lo—l/tiesés krypties koeficientas

Idealiu atveju E = 2 (dvigubé¢jimas kas cikla). Tokiu atveju optimalus
tiesés krypties koeficientas ~—3,32; priimtinas intervalas ~—3,6 iki — 3,2 [68].
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Kompiuterinés programos efektyvumo vertinimg dazniausiai pateikia pro-
centais, kuris apskai¢iuojamas pagal Sig formulg:

E, proc. = (E — 1) x 100 proc.

Idealios reakcijos atveju efektyvumas 100 proc., o vertinamas interva-
las — 90—-105 proc., rezultatai, nepatenkantys | Sias ribas néra vertinami [68].

Techniniy pakartojimy Ct ver¢iy standartinis nuokrypis (SN) turéjo biiti
<0,30; ji virSijus, analizé buvo kartojama. Tyrimo viduje (angl. Intra-assay)
bei tarp tyrimy (angl. Inter-assay), variacijos koeficientai, apskaiciuoti i$
referentinio ir teigiamos kontrolés meginiy Ct, buvo < 10 proc., rodydami
gera procediros reprodukuojamuma [69].

2.2.6. Santykinio leukocity telomery ilgio apskai¢iavimas

TL-PGR duomenys gali biiti analizuojami absoliuciosios arba santykinés
kiekybinés analizés metodais. Siame tyrime taikyta santykiné analize.

SLTI buvo apskaiciuojamas pagal Kenneth J. Livak ir Thomas D.
Schmittgen santykinés analizés metodg (SLTI = 2744CY) [70], prie§ tai
patikrinus, kad telomery (T) ir vienos kopijos referentinio geno (albumino, S)
amplifikacijos efektyvumai yra pakankami (90-105 proc.) ir tarpusavyje
nesiskiria > 5 proc. [68].

Skaiciavimas:

1. ACt=Ctm —Cts)
2. AACt=Ct (tiriamojo méginio) — Ct (referentinio méginio)
3. SLTI=2-Aact

Referentinis méginys — to paties eksperimento standartinei kreivei nau-
dotas DNR meginys, matuotas tomis paciomis saglygomis kaip ir tiriamieji
meéginiai (20 ng/pl). Visos Ct reikSmés naudotos kaip techniniy pakartojimy
vidurkiai.

2.2.7. Ki-67 nustatymas

Ki-67 proliferacijos indeksas (PI) buvo nustatytas atliekant imunohisto-
cheming analiz¢ naudojant monokloninj antikiing prie§ Ki-67 (klonas SP6;
Spring Bioscience Corporation). Sis indeksas parodo teigiamai nudaZyty
naviko Igsteliy procenting dalj.

Audiniai fiksuoti 10 proc. neutraliame formaline 24-48 val., jlieti |
parafing; pjiviy storis 3—4 um. DaZzymai atlikti Kauno kliniky Patologinés
anatomijos klinikoje ,,Ventana BenchMark XT* platformoje (Ventana Medi-
cal Systems, Tucson, AZ, JAV), laikantis gamintojo protokolo: pjiiviai nu-
vaskuoti ,,Ventana“ reagentais; antigeny demaskavimas — Cell Conditioning
(pH 8,4), 60 min., 100 °C; pirminis antikiinas inkubuotas 32 min., 37 °C;
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vizualizacijai naudotas ,,Ventana iVIEW DAB Detection Kit*“. Kontrastavi-
mas atliktas Gill hematoksilinu, ,,blueing® — li¢io karbonato buferiu, pjiviai
uzdengti.

Kaip teigiama kontrol¢ naudotas tonzilés/limfmazgio audinys; neigiama
kontrolé — pjuviai be pirminio antikiino.

PI skaiciuotas karS¢iausiuose taskuose x400 didinimu, suskai¢iuojant
> 500-1000 navikiniy Igsteliy (> 3 laukus) ir iSreiSkiant procentais. Artefak-
tiniai plotai (nekrozé, kraujosruvos) nevertinti. Vertinimg atliko kvalifikuotas
patologas, esant neaiSkumams, atliktas pakartotinis jvertinimas.

2.3. Statistiné duomeny analizé

Duomenys analizuoti naudojant IBM SPSS Statistics for Windows,
v29.0 (IBM Corp., JAV). Skirstiniy normalumas vertintas Sapiro—Vilko testu
(n <2000) ir, prireikus, Kolmogorovo—Smirnovo. Normaliai pasiskirs¢iu-
siems kintamiesiems pateiktas vidurkis ir standartinis nuokrypis (SN),
nenormaliai — mediana ir interkvartilinis plotis (IQR).

Genotipy pasiskirstymas referentinéje grupé¢je tikrintas pagal Hardzio—
Vainbergo pusiausvyrg (HWE), taikant tikslyji (angl. exact) testa. Genotipy
dazniy homogeniSkumui tarp grupiy vertinti naudoti y* arba Fisher tikslaus
kriterijaus testai (kai laukiamieji dazniai <5).

Norint jvertinti VNV rysj su HA pasireiSkimu, taikyta dvinaré logistiné
regresija, pateikiant galimybiy santykius (GS) ir 95 proc. pasikliautinuosius
intervalus (PI). Tyrime buvo vertinami keli genetinio paveldimumo modeliai:

*  kodominantinis modelis — lyginami heterozigotai su laukinio tipo

homozigotais bei homozigotai, turintys retesnj alelj, su laukinio tipo
homozigotais;

* dominantinis modelis — heterozigotai ir homozigotai su retesniu

aleliu analizuojami kartu ir lyginami su laukinio tipo homozigotais;

* recesyvinis modelis — homozigotai, turintys retesnj alelj, lyginami

su laukinio tipo homozigotais ir heterozigotais;

+ virSdominantinis modelis — heterozigotai lyginami su abiejy tipy

homozigotais (laukinio tipo ir turinéiais retesnj alelj);

+ adityvinis modelis — vertinamas kiekvieno retesnio alelio indélis ]

HA i8sivystymo rizika.

Optimalus modelis kiekvienam VNV parinktas pagal Akaike informacinj
kriterijy (AIK) (maziausia AIK reikSmé nusako labiausiai tinkantj genetinj
modelj). Regresijos modeliai buvo koreguoti pagal amziy ir lytj.
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Skirtingy grupiy SLTI palyginimui ir, kai duomenys neatitiko normaliojo
skirstinio, buvo taikytas Manno—Vitnio (Mann—Whitney) U testas. Statisti-
néms hipotezéms tikrinti reikSmingumo lygmuo nustatytas 0,05.

Visuose tyrimuose pirmiausia pateikiamos nekoreguotos p reikSmés (o=
0,05), po to jvertinama daugybiniy testy jtaka taikant Bonferoni korekcija,
nes kiekviename tyrime buvo i$ anksto (a priori) parinktas fiksuotas VNV
skaiCius (m). Bonferoni taikyta taip:

* l-asis tyrimas (m = 6 VNV): a* = 0,05/6 = 0,0083.
* 2-asis tyrimas (m =7 VNV): o* = 0,05/7 = 0,0071.
e 3-iasis tyrimas (m =4 VNV): o* = 0,05/4 = 0,0125.
* 4-asis tyrimas (m =3 VNV): o* = 0,05/3 = 0,0167.

2.4. Tyrimo imtis

Imties dydis buvo planuotas siekiant patikimy, reprezentatyviy rezultaty,
atsizvelgiant | numatytas analizes (genetines s3sajas, serumo biomarkerius,
SLTI palyginimus) ir daugybiniy palyginimy korekcija. A priori imties
skaiCiavimui jprastai galima taikyti galios skaiCiuokles (pvz., G*Power ar
genetinéms sgsajoms pritaikytas programas), tafiau genetiniuose atvejo —
kontrolés tyrimuose galia pirmiausia priklauso nuo retesniojo alelio daznio
(MAF), pasirinkto genetinio modelio (adityvinis/dominantinis/recesyvinis),
prognozuojamo efekto dydzio (pvz., GS) ir a lygmens (ypa¢ kai taikoma
Bonferoni korekcija).

Nepriklausomoms grupéms, modeliuojant dvejetaing baigti taikant
logisting regresija (o = 0,05; siekiant 80 proc. galios), esant tikétinam efekto
dydziui GS = 2,2, reikéty apie 120-130 tiriamyjy kiekvienoje grupéje. Tiks-
lus imties dydis priklauso nuo MAF ir pasirinkto genetinio modelio. Sis
pavyzdys pateikiamas kaip orientacinis; tikslios reik§meés kinta keiciantis
MATF ir pasirinktai korekcijai del daugybiniy testy.

Praktiniame darbe imtis suformuota pagal realy prieinamumag ir atrankos
kriterijus. Galuting analiz¢ sudaré 507 tiriamieji (HA grupé n =139, refe-
rentiné grupé n = 357-368, priklausomai nuo analizés ir trikstamy duome-
ny), kas uztikrino pakankamg statisting galig pirminiams palyginimams bei
logistinéms asociacijoms pagal suplanuotus modelius. Visose analizése
aiSkiai nurodéme faktines analizés imtis.
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3. REZULTATAI

3.1. Pirmasis tyrimas

TERC, TEPI ir TERT geny vieno nukleotido varianty bei leukocity
telomery ilgio sasajos su HA bei su HA aktyvumu, invazyvumu,
atkry¢€iu ir dydZziu

Atvejo—kontrolés tyrime dalyvavo 494 tiriamieji, suskirstyti j dvi grupes:
referenting (n = 368) ir pacienty, serganciy HA, grupe (n = 126). Nors bendra
Sio darbo imtj sudaré¢ 507 tiriamieji, atskiruose tyrimuose analizuoty
tirlamyjy skaiCius skyresi. | kiekvieng analiz¢ buvo jtraukti tik tie méginiai,
kuriems buvo prieinami visi reikalingi genetiniai duomenys bei uztikrinta
tinkama méginiy kokybé. Dalis méginiy nebuvo jtraukti dél riboto biologinés
medziagos kiekio ar techniniy analizés apribojimy.

Tiriamiesiems buvo nustatyti TEPI rs1760904, rs1713418, TERC
1512696304, rs35073794, TERT rs2736098 ir rs401681 varianty genotipai.

HA grupe sudaré 126 pacientai: 51 vyras (40,5 proc.) ir 75 moterys
(59,5 proc.). Pacienty amziaus mediana buvo 53 metai, IQR — 23. Referentine
grupe sudaré 368 asmenys: 151 vyras (41 proc.) ir 217 motery (59 proc.). Jy
amziaus mediana sieké 57 metus, IQR — 37.

SLTI buvo nustatytas 52 HA sergantiems tiriamiesiems ir 226 referen-
tinés grupés dalyviams. StatistiSkai reikSmingy skirtumy tarp grupiy pagal
lytj, amziy ir SLTI nenustatyta (atitinkamai p =0,913; p=0,615; p=0,901).
Tiriamyjy demografiniai duomenys pateikti 3.1.1 lenteléje.

3.1.1 lentelé. Demografinés pirmojo tyrimo charakteristikos

e Grupé
Charakteristikos . P
HA Referentiné
Lytis Vyrai, n (proc.) 51 (40,5) 151 (41,0) 0,913
Moterys, n (proc.) 75 (59,5) 217 (59,0)
Amziaus mediana (IQR) 53 (23,0) 57 (37,0) 0,615*
SLTI 0,645 (1,112) 0,603 (0,635) 0,901

*Naudotas Stjudent T testas.

TEPI 151760904, rs1713418, TERC 1512696304, rs35073794, TERT
rs2736098 ir rs401681 genotipy bei aleliy dazniai buvo nustatyti HA ser-
ganciy pacienty ir referentinéje grupéje. StatistiSkai reikSmingy skirtumy tarp
genotipy ir aleliy pasiskirstymo nenustatyta Siems VNV: TEP] rs1760904,
rs1713418, TERC 1512696304, TERT rs2736098 ir rs401681.
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ReikSmingas rySys nustatytas tik 7ERC rs35073794: AG genotipas daz-
nesnis HA grupéje nei referentinéje grupéje (84,9 proc. ir 57,6 proc.,
p <0,001), o GG genotipas HA grupé¢je buvo statistiskai reikSmingai retesnis
nei referentingje grupéje (0,8 proc. ir 42,4 proc., p < 0,001) (3.1.2 lentel¢).
Sie skirtumai i§liko taikant Bonferroni korekcija (a* = 0,0083).

3.1.2 lentelé. Vieno nukleotido varianty (TEPI rs1760904, rs1713418, TERC
rs12696304, rs35073794, TERT rs2736098, rs401681) genotipy ir aleliy

dazniy pasiskirstymas HA ir referentinéje grupése

Genas, VNV Genotl.pas, HA grupé, Referentiné grupé, p
alelis n (proc.) n (proc.)

TEPI 151760904 AA 33 (26,2) 95 (25,8) 0,845
AG 66 (52,4) 185 (50,3)
GG 27 (21,4) 88 (23,9)
I8 viso 126 (100,0) 368 (100,0)
A 132 (52,4) 375 (51,0) 0,695
G 120 (47,6) 361 (49,0)

TEPI 1s1713418 AA 45 (35,7) 136 (37,0) 0,120
AG 69 (54,8) 172 (46,7)
GG 12 (9,5) 60 (16,3)
I8 viso 126 (100,0) 368 (100)
A 159 (63,1) 444 (60,3) 0,437
G 93 (36,9) 292 (39,7)

TERC 1512696304 CC 64 (50,8) 199 (54,1) 0,687
CG 54 (42,9) 142 (38,6)
GG 8(6,3) 27(7.3)
I8 viso 126 (100) 368 (100)
C 182 (72,2) 540 (73,4) 0,723
G 70 (27,8) 196 (26,6)

TERC 1535073794 GG 1(0,8)! 156 (42,4)" < 0,001
AG 107 (84,9)? 212 (57,6)
AA 18 (14,3) 0(0,0)
I8 viso 126 (100) 368 (100)
G 109 (43,3) 524 (71,2) < 0,001
A 143 (56,7) 212 (28,8)

TERT rs2736098 CC 72 (57,1) 221 (60,1) 0,223
CT 38(30,2) 119 (32,3)
TT 16 (12,7) 28 (7,6)
I8 viso 126 (100) 368 (100)
C 182 (72,2) 561 (76,2) 0,204
T 70 (27,8) 175 (23,8)
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3.1.2 lentelés tesinys

Genas, VNV Genotl.pas, HA grupé, Referentiné grupé, p

alelis n (proc.) n (proc.)

TERT 15401681 CC 47 (37,3) 126 (34,2) 0,732
CT 60 (47,6) 177 (48,1)
TT 19 (15,1) 65 (17,7)
I8 viso 126 (100) 368 (100)

C 143 (56,7) 429 (58,3) 0,075
T 77 (43,3) 307 (41,7)

'p<0,001 (GG vs. AA+AG); ?p <0,001 (AG vs. GG+AA). Bonferroni koreguotas reik§mingumo
lygmuo o* = 0,0083.

Dvinarés logistinés regresijos analizé parodé, kad TERC rs35073794 AG
genotipas pagal kodominantinj modeli, AG+AA genotipas pagal dominantinj
modelj, AG genotipas pagal virSdominantinj model;j ir A alelis pagal adityvinj
model; statistiSkai reik§mingai didina HA pasireiSkimo galimybe: atitinkamai
79 kartus (GS = 78,736; 95 proc. PI: 10,872-570,221; p < 0,001), 92 kartus
(GS=91,981; 95 proc. PI: 12,717-665,277; p < 0,001), 4 kartus (GS =4,144;
95 proc. PI: 2,439-7,040; p < 0,001) ir 114 karty (GS = 114,329; 95 proc. PI:
15,941-819,982; p < 0,001) (3.1.3 lentel¢). Po Bonferroni korekcijos (a* =
0,0083) Siems skirtumams statistinis reik§Smingumas buvo nustatytas.

TEPI rs1760904, rs1713418, TERC 1s12696304, TERT 1s2736098 ir
rs401681 geny varianty analizé neatskleidé statistiSkai reikSmingy skirtumy
tarp HA ir referentinés grupés.

3.1.3 lentelé. Dvinarés logistinés regresijos analizé pacientams, sergantiems
HA, ir referentinés grupés tiriamiesiems

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) | p | AK

TERC1s35073794

Kodominantinis | AG vs. GG 78,736 (10,872-570,221) | <0001 | 423,120

AAvs. GG - -

Dominantinis AG+AA vs. GG 91,981 (12,717-665277) | <0,001 | 458,571
Recesyvinis AA vs. GG+AG - - -
Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 4,144 (2,439-7,040) <0,001 | 529,245
Adityvinis A 114,329 (15,941-819,982) | <0001 | 421,856

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0083.

TEPI, TERC ir TERT geny VNV buvo analizuojami siekiant jvertinti jy
sasajg su HA aktyvumu, invazyvumu ir atkry¢iu. TEPI rs1713418 varianto
analiz¢ parode¢ statistiSkai reikSmingus rezultatus lyginant aktyvios HA grupe
ir referenting grupe, atitinkamai AA, AG ir GG (34,3 proc., 59,7 proc. ir
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6,0 proc. vs. 37,0 proc., 46,7 proc. ir 16,3 proc., p = 0,046). Taciau po
Bonferroni korekcijos (a* = 0,05/6 = 0,0083) statistinis reikSmingumas ne-
buvo pasiektas.

Analizé parodé, kad TERC rs35073794 yra susij¢s tiek su aktyvia, tiek
su neaktyvia HA forma. GG genotipas statistiSkai reikSmingai retesnis
aktyvios HA grup¢je nei referentingje grupéje, taip pat neaktyvios HA
grupéje nei referentingje grup¢je (atitinkamai 1,5 proc. vs. 42,4 proc., p <
0,001; 9,1 proc. vs. 42,4 proc., p < 0,001). AG genotipas dazniau pasireiské
tiek aktyvios HA grupéje nei referentinéje grupéje (79,1 proc. vs. 57,6 proc.,
p = 0,001), tiek neaktyvios HA grupéje nei referentinéje grupéje (90,9 proc.
vs. 57,6 proc., p < 0,001). Taikant Bonferroni korekcijg (a* = 0,0083), Siems
skirtumams statistinis reikSmingumas buvo pasiektas.

TEPI 151760904, TERC rs12696304, TERT rs2736098 ir rs401681
varianty genotipy bei aleliy pasiskirstymo analizéje nenustatyta statistiSkai
reikSmingy skirtumy tarp pacienty, serganciy aktyvia ar neaktyvia HA, ir
referentinés grupés (3.1.4 lentelé).

3.1.4 lentelé. TEP1, TERC ir TERT geny vieno nukleotido varianty genotipy
ir aleliy dazniy pasiskirstymas hormony atzvilgiu aktyvios ir neaktyvios
hipofizés adenomos bei referentinéje grupése

Genotinai Referentiné | Aktyvios Neaktyvios
Genas, VNV enotipat, grupeé, HA grupé, p HA grupé, p
aleliai
n (proc.) n (proc.) n (proc.)

TEPI rs1760904 AA 95 (25,8) 17 (25,4) | 0,997 15 (27,3) 0,815
AG 185 (50,3) 34 (50,7) 29 (52,7)
GG 88(23,9) 16 (23,9) 11 (20,0)
I8 viso 368 (100) 67 (100) 55 (100)
A 375 (51,0) 68 (40,7) | 0,960 59 (53,6) 0,672
G 361 (49,0) 66 (49,3) 51 (46,4)

TEPI rs1713418 AA 136 (37,0) 23 (34,3) | 0,046 22 (40,0) 0,776
AG 172 (46,7) 40 (59,7) 26 (47,3)
GG 60 (16,3) 4 (6,0) 7(12,7)
I8 viso 368 (100) 67 (100) 55 (100)
A 444 (60,3) 86 (64,2) | 0,457 70 (63,6) 0,576
G 292 (39,7) 48 (35,8) 40 (36,4)

TERC 1512696304 CcC 199 (54,1) 31(46,3) | 0,687 30 (54,5) 0,581
CG 142 (38,6) 30 (44,8) 23 (41,8)
GG 27(7,3) 6(9,0) 2 (3,6)
I8 viso 368 (100) 67 (100) 55 (100)
C 540 (73,4) 92 (68,7) | 0,308 83 (75,5) 0,729
G 196 (26,6) 42 (31,3) 27 (24,5)
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3.1.4 lentelés tesinys

Genotinai Referentiné | Aktyvios Neaktyvios
Genas, VNV enotipat, grupé, HA grupé, p HA grupé, p
aleliai
n (proc.) n (proc.) n (proc.)

TERC 135073794 GG 156 (42,4)3 1(1,5" [<0,001 5(9,1) <0,001
AG 212 (57,6)>* | 53(79,1) 50 (90,9)*
AA 0(0,0) 13 (19,4) 5(09,1)
I8 viso 368 (100) 67 (100) 55 (100)
G 524 (71,2) 55(41,0) |<0,001 60 (50,0) | <0,001
A 212 (28,8) 79 (59,0) 60 (50,0)

TERT 152736098 CC 221 (60,1) 33(49,3) | 0,209 35 (63,6) 0,105
CT 119 (32,3) 26 (38,8) 12 (21,8)
TT 28 (7,6) 8(11,9) 8 (14,5)
IS viso 368 (100) 67 (100) 55 (100)
C 561 (76,2) 92 (68,7) | 0,080 82 (74,5) 0,791
T 175 (23,8) 42 (31,3) 28 (25,5)

TERT rs401681 CC 126 (34,2) 24 (35,8) | 0,859 23 (41,8) 0,542
CT 177 (48,1) 33 (49,3) 23 (41,8)
TT 65 (17,7) 10 (14,9) 9(16,4)
I8 viso 368 (100) 67 (100) 55 (100)
C 429 (58,3) 81(60,4) | 0,710 69 (62,7) 0,436
T 307 (41,7) 53 (39,6) 41 (37,3)

'p <0,001 (GG vs. AA+AG); 2p = 0,001 (AG vs. GG+AA); 3p < 0,001 (GG vs. AA+AG); “p < 0,001
(AG vs. GG+AA). Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0083.

Dvinarés logistinés regresijos analizé parode, kad TEPI rs1713418 GG
genotipas, palyginti su AA + AG, pagal recesyvinj modelj yra susij¢s su
3 kartus didesne aktyvios HA pasireiskimo galimybe (GS = 3,068; 95 proc.
PI: 1,076-8,748; p = 0,036). Vis délto, taikant Bonferroni korekcija (a* =
0,0083), statistinis reikSmingumas nebuvo pasiektas.

TERC 1535073794 AG genotipas pagal kodominantinj model] mazina
aktyvios HA pasireiskimo galimybe 38 kartus (GS = 0,026; 95 proc. PI:
0,004-0,187; p <0,001), 0o AG+AA genotipas pagal dominantinj modelj ma-
zina aktyvios HA pasireiskimo galimybe 47 kartus (GS = 0,021; 95 proc. PI:
0,003-0,150; p <0,001). AG genotipas pagal virSdominantinj modelj maZzina
aktyvios HA pasireiskimo galimybg apie 3 kartus (GS = 0,359; 95 proc. PI:
0,192-0,670; p = 0,001), o A alelis pagal adityvini modelj mazina aktyvios
HA pasireiskimo galimybg¢ 91 karta (GS = 0,011; 95 proc. PI: 0,002—-0,082;
p < 0,001). Be to, TERC rs35073794 AG genotipas, palyginti su AA+GG
genotipais pagal dominantinj modelj, 7 kartus mazina neaktyvios HA pasi-
reiSkimo galimybe (GS = 0,136; 95 proc. PI: 0,053-0,349; p < 0,001) (3.1.5
lentelé). Taikant Bonferroni korekcija (a* = 0,0083), Siems skirtumams
statistinis reikSmingumas buvo pasiektas.
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Analizuojant TEPI rs1760904, TERC 1s12696304, TERT rs2736098 ir
rs401681 statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatéme.

3.1.5 lentelé. Dvinarés logistinés regresijos analizé, vertinant aktyvios ir
neaktyvios hipofizés adenomos pasireiskimo galimybe, palyginti su referen-

tine grupe
Modelis | Genotipas /alelis |  GS@5proc.P) | p | AIK
Aktyvi HA
TEPI rs1713418
Kodominantinis AGvs. AA 0,727 (0,415-1,273) 0,265 370,706
GG vs. AA 2,537 (0,841-7,654) 0,099
Dominantinis AG+GG vs. AA 0,892 (0,516-1,541) 0,681 375,603
Recesyvinis GG vs. AA+AG 3,068 (1,076-8,748) 0,036 369,971
Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,592 (0,349-1,006) 0,053 371,947
Adityvinis A 1,183 (0,803-1,743) 0,395 375,043
TERC rs35073794
Kodominantinis AG vs. GG 0,026 (0,004-0,187) <0,001 281,319
AA vs. GG - -
Dominantinis AG+AA vs. GG 0,021 (0,003-0,150) <0,001 318,336
Recesyvinis AA vs. GG+AG - - -
Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,359 (0,192-0,670) 0,001 363,936
Adityvinis A 0,011(0,002-0,082) <0,001 280,958
Neaktyvi HA
TERC 135073794
Kodominantinis AGvs. GG - - -
AA vs. GG - -
Dominantinis AG+AA vs. GG - - -
Recesyvinis AA vs. GG+AG - - -
Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,136 (0,053-0,349) <0,001 301,980
Adityvinis G - - -

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0083.

Analizuojant VNV genotipy ir aleliy pasiskirstymg tarp invazyvios/
neinvazyvios HA ir referentinés grupiy, nustatyta, kad 7TERC rs35073794 yra
susijgs su invazyvia ir neinvazyvia HA. Nustatyta, kad AG genotipas yra
daznesnis invazyvia HA serganCiyjy grupéje nei referentinéje grup¢je, taip
pat daznesnis neinvazyvia HA serganciy grupéje nei referentingje grupéje
(86,4 proc. vs. 57,6 proc., p <0,001; 81,8 proc. vs. 57,6 proc., p = 0,002,
atitinkamai). Sie skirtumai i§liko taikant Bonferroni korekcija (a* = 0,0083).
Be to, TERT 152736098 TT genotipas buvo daznesnis invazyvia HA sergan-
¢iyjy grupéje nei referentinéje grupeje (16,0 proc. vs. 7,6 proc., p = 0,017),
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taciau pritaikius Bonferroni korekcija Sis rySys statistiSkai reikSmingas
neisliko.

TEPI11s1760904, rs1713418, TERC 1512696304, TERT 1s401681 analizé
neparod¢ statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp pacienty, serganciy invazyvia
ar neinvazyvia HA, ir referentinés grupés (3.1.6 lentel¢).

3.1.6 lentelé. TEPI, TERC ir TERT geny vieno nukleotido varianty genotipy
ir aleliy dazniy pasiskirstymas invazyvia ir neinvazyvia HA serganciyjy ir
referentinéje grupése

Genotipai Referentiné | Invazyvios Neinvazyvios
Genas, VNV ap grupé, HA grupé, P HA grupé, p
aleliai
n (proc.) n (proc.) n (proc.)
TEPI 151760904 AA 95 (25,8) 24 (29,6) 0,538 8 (18,2) 0,538
AG 185 (50,3) 42 (51,9) 24 (54,5)
GG 88 (23,9) 15 (18,5) 12 (27,3)
I8 viso 368 (100) 81 (100) 44 (100)
A 375 (51,0) 90 (55,6) 0,288 40 (45,5) 0,330
G 361 (49,0) 72 (44,4) 48 (54,5)
TEPI 1s1713418 AA 136 (37,0) 30 (37,0) 0,098 15 (34,1) 0,772
AG 172 (46,7) 45 (55,6) 23 (52,3)
GG 60 (16,3) 6(7,4) 6 (13,6)
I8 viso 368 (100) 81 (100) 44 (100)
A 444 (60,3) 105 (64,8) 0,289 53 (60,2) 0,986
G 292 (39,7) 57 (35,2) 35(39,8)
TERC 1512696304 | CC 199 (54,1) 43 (53,1) 0,431 20 (45,5) 0,453
CG 142 (38,6) 35 (43,2) 19 (43,2)
GG 27(7,3) 33,7 5(11,4)
I8 viso 368 (100) 81 (100) 44 (100)
C 540 (73,4) 121 (74,7) 0,730 59 (67,0) 0,208
G 196 (26,6) 41 (25.3) 29 (33,0)
TERC 1535073794 |GG 156 (42,4) 0(0,0) < 0,001 1(2,3) < 0,001
AG 212 (57,6)52 | 70 (86,4)! 36 (81,8)°
AA 0(0,0) 11 (13,6) 7 (15,9)
I8 viso 368 (100) 81 (100) 44 (100)
G 524 (71,2) 70 (43,2) | <0,001 38(43,2) | <0,001
A 212 (28,8) 92 (56,8) 50 (56,8)
TERT rs2736098 CC 221 (60,1) 45 (55,6) 0,057 26 (59,1) 0,963
CT 119 (32,3) 23 (28,4) 15 (34,1)
TT 28 (7,6)° 13 (16,0 3(6,8)
I8 viso 368 (100) 81 (100) 44 (100)
C 561 (76,2) 113 (69,8) 0,085 67 (76,1) 0,986
T 175 (23,8) 49 (30,2) 21(23,9)
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3.1.6 lentelés tesinys

Genotipai Referentiné | Invazyvios Neinvazyvios
Genas, VNV e grupé, HA grupé, p HA grupé, P
aleliai
n (proc.) n (proc.) n (proc.)
TERT rs401681 CC 126 (34,2) 33 (40,7) 0,524 14 (31,8) 0,870
CT 177 (48,1) 36 (44,4) 23 (52,3)
TT 65 (17,7) 12 (14,8) 7(15,9)
I8 viso 368 (100) 81 (100) 44 (100)
C 429 (58,3) 102 (63,0) 0,273 51 (58,0) 0,952
T 307 (41,7) 60 (37,0) 37 (42,0)

'p <0,001 (AG vs. AA+GQG); %p = 0,002 (AG vs. AA+GG); 3p = 0,017 (TT vs. CC+CT). Bonferroni
koreguotas reikSmingumo lygmuo o* = 0,0083.

Atlikta dvinarés logistinés regresijos analiz¢ tarp invazyvios bei neinva-
zyvios HA ir referentinés grupés tiriamyjy. Nustatyta, kad 7EP/ rs1713418
GG, palyginti su AA+AG, pagal recesyvinj modelj, yra susijes su 2,4 karto
didesne invazyvios HA pasireiskimo galimybe (GS = 2,435; 95 proc. PI:
11,014-5,849; p = 0,047), taiau pritaikius Bonferroni korekcija (a* =
0,0083), statistinis reikSmingumas nebuvo pasiektas.

TERC 1s35073794 AG, palyginti su AA+GG, pagal dominantinj modelj,
yra susijes su 5 kartus sumazejusia invazyvios HA pasireiskimo galimybe
(GS =0,214; 95 proc. PI: 0,109-0,417; p < 0,001); rysSys isliko taikant Bon-
ferroni korekcija.

TERT rs2736098 TT, palyginti su CC, yra susij¢s su apie 2,3 karto ma-
zesne invazyvios HA pasireiskimo galimybe (GS = 0,439; 95 proc. PI: 0,211
0,912; p = 0,027), o pagal recesyvinj modelj TT, palyginti su CC+CT, yra
susijgs su apie 2,3 karto maZesne invazyvios HA pasireiSkimo galimybe
(GS =0,431; 95 proc. PI: 0,212-0,874; p = 0,020), taciau pritaikius Bonferro-
ni korekcijg statistinis reikSmingumas nebuvo pasiektas.

Be to, TERC 1535073794 AG genotipas pagal kodominantinj modelj,
AG+AA genotipas, pagal dominantinj modelj, AG genotipas pagal virSdomi-
nantinj modelj ir G alelis pagal adityvyjj modelj sumazino neinvazyvios HA
pasireiskimo galimybe atitinkamai 26 kartus (GS = 0,038; 95 proc. PI: 0,005—
0,278; p = 0,001), apie 31 karta (GS = 0,032; 95 proc. PI: 0,004-0,232; p =
0,001), apie 3,3 karto (GS = 0,302; 95 proc. PI: 0,137-0,668; p = 0,003) ir
apie 62 kartus (GS = 0,016; 95 proc. PI: 0,002-0,116; p < 0,001); po Bon-
ferroni korekcijos Siems skirtumams statistinis reikSmingumas buvo nusta-
tytas (3.1.7 lentele).

Analizuojant TEPI rs1760904, TERC rs12696304 ir TERT rs401681
statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp invazyvia ir neinvazyvia HA serganciy
asmeny bei referentinés grupés nenustatyta.
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3.1.7 lentelé. Dvinareés logistinés regresijos analizé invazyvia HA, neinvazy-

via HA serganciyjy ir referentinéje grupése

Modelis | Genotipas/alelis | GS(©5proc.P) | p AIK

Invazyvi HA

TEPI 151713418

Kodominantinis | AG vs. AA 0,843 (0,504-1,409) 0,515 422,616
GG vs. AA 2,206 (0,872-5,578) 0,095

Dominantinis AG+GG vs. AA 1,003 (0,610-1,651) 0,989 425,857

Recesyvinis GG vs. AA+AG 2,435 (1,014-5,849) 0,047 421,042

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 0,702 (0,423-1,139) 0,152 423,790

Adityvinis A 1,216 (0,850-1,740) 0,285 424,699

TERC 1535073794

Kodominantinis | AG vs. GG 0,000 (0,000— -) 0,995 320,054
AA vs. GG 0,000 (0,000- -) 0,997

Dominantinis AG+AA vs. GG 0,000 (0,000— -) 0,995 347,488

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,000 (0,000— -) 0,998 386,885

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 0214 (0,109-0417) | <0,001 401,155

Adityvinis A 0,000 (0,000— -) 0,995 318,054

TERT 752736098

Kodominantinis | CT vs. CC 1,054 (0,608-1,825) 0,853 422,844
TT vs. CC 0,439 (0,211-0,912) 0,027

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,831 (0,512-1351) 0,456 425,304

Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,431 (0,212-0,874) 0,020 420,879

Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 1,205 (0,709-2,048) 0,490 425372

Adityvinis C 0,752 (0,531-1,067) 0,111 423376

Neinvazyvi HA

TERC 1535073794

Kodominantinis | AG vs. GG 0,038 (0,005-0,278) 0,001 221,561
AA vs. GG 0,000 (0,000~ -) 0,999

Dominantinis AG+AA vs. GG 0,032 (0,004-0,232) 0,001 245,495

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,000 (0,000 -) 0,999 249,592

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 0,302 (0,137-0,668) 0,003 271,385

Adityvinis G 0,016 (0,002-0,116) | <0,001 221,340

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0083.

Nustatyta, kad TEPI rs1713418 GG genotipas HA be atkrycCio grupé¢je
buvo statistiSkai reikSmingai retesnis nei referentingje grupeje (6,5 proc. vs.
16,3 proc., p = 0,017), taiau pritaikius Bonferroni korekcija (a* = 0,083)
statistinis reikSmingumas nebuvo pasiektas. Nustatyta TERC rs35073794
sasaja tiek su HA su atkryCiu, tiek be jo: AG genotipas daznesnis HA su
atkryC€iu grup¢je nei referentingje (90,0 proc. vs. 57,6 proc.; p < 0,001) ir HA
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be atkryc¢io grup¢je nei referentinéje (82,6 proc. vs. 57,6 proc.; p < 0,001);
Statistinis reikSmingumas buvo pasiektas ir taikant Bonferroni korekcija. Be
to, TERT 1s2736098 TT genotipas buvo daznesnis HA be atkry¢io grupéje nei
referentinéje grupéje (15,2 proc. vs. 7,6 proc., p = 0,026), taciau po Bonferro-
ni korekcijos reikSmingumas neisliko.

Analizuojant TEPI rs1760904, rs1713418, TERC rs12696304 ir TERT
rs401681 genotipy bei aleliy pasiskirstyma, statistiSkai reikSmingy skirtumy
tarp hipofizés adenomos su atkryciu ir be atkrycio grupiy, palyginti su refe-
rentine grupe, nenustatyta (3.1.8 lentele).

3.1.8 lentelé. TEPI, TERC ir TERT geny vieno nukleotido varianty genotipy
ir aleliy dazniy pasiskirstymas hipofizés adenomos su atkryciu arba be jo ir
referentinéje grupése

Referentiné HA su HA be
Genas, VNV Genot.lp.al, grupé, atkryc'lu p atkryc'lo p
aleliai n (proc.) grupe, grupe,
proc. n (proc.) n (proc.)
TEPI rs1760904 AA 95 (25,8) 8(26,7) 0,393 24 (26,1) 0,968
AG 185 (50,3) 18 (60,0) 45 (48,9)
GG 88 (23,9) 4 (13,3) 23 (25,0)
I8 viso 368 (100) 30 (100) 92 (100)
A 375 (51,0) 34 (45,7) 0,373 93 (50,5) 0,921
G 361 (49,0) 26 (43,3) 91 (49,5)
TEPI rs1713418 AA 136 (37,0) 12 (40,0) 0,932 33 (35,9) 0,035
AG 172 (46,7) 13 (43,3) 53 (57,6)
GG 60 (16,3) 5(16,7) 6 (6,5)!
IS viso 368 (100) 30 (100) 92 (100)
A 444 (60,3) 37(61,7) 0,838 119 (64,7) 0,279
G 292 (39,7) 23 (38,3) 65 (35,3)
TERC 1512696304 |CC 199 (54,1) 14 (46,7) 0,683 47 (51,1) 0,794
CG 142 (38,6) 14 (46,7) 39 (42,4)
GG 27(7,3) 2 (6,6) 6 (6,5)
I8 viso 368 (100) 30 (100) 92 (100)
C 540 (73,4) 42 (70,0) 0,571 133 (72,3) 0,766
G 196 (26,6) 18 (30,0) 51(27,7)
TERC 1535073794 |GG 156 (42,4) 0(0,0) <0,001 1(1,1) < 0,001
AG 212 (57,6)52 | 27(90,0)! 76 (82,6)
AA 0(0,0) 3(10,0) 15 (16,3)
I8 viso 368 (100) 30 (100) 92 (100)
G 524 (71,2) 27 (45,0) |<0,001 78 (42,4) |<0,001-
A 212 (28,8) 33 (55,0) 106 (57,6)
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3.1.8 lentelés tesinys

Referentiné HA su HA be
Genas, VNV Genot.lp.al, erupé, atkryc'lu p atkryc'lo p
aleliai n (proc.) grupe, grupe,
proc. n (proc.) n (proc.)
TERT 152736098 CcC 221 (60,1) 16 (53,3) 0,691 52 (56,5) 0,074
CT 119 (32,3) 12 (40,0) 26 (28,3)
TT 28 (7,6)° 2(6,7) 14 (15,2)
I8 viso 368 (100) 30 (100) 92 (100)
C 561 (76,2) 44 (73,3) 0,614 130 (70,7) 0,118
T 175 (23,8) 16 (26,7) 54 (29,3)
TERT rs401681 CC 126 (34,2) 9 (30,0) 0,881 38 (41,3) 0,414
CT 177 (48,1) 15 (50,0) 41 (44,6)
TT 65 (17,7) 6 (20,0) 13 (14,1)
I8 viso 368 (100) 30 (100) 92 (100)
C 429 (58,3) 33 (55,0) 0,620 117 (63,6) 0,191
T 307 (41,7) 27 (45,0) 67 (36,4)

'p <0,001 (AG vs. AA+GG); 2p < 0,001 (AG vs. AA+GG); 3p = 0,026 (TT vs. CC+CT). Bonferroni
koreguotas reik§mingumo lygmuo o* = 0,0083.

Dvinarés logistinés regresijos analize atlikta HA su atkryciu arba be jo ir
referentinés grupés tiriamiesiems. Nustatéme, kad TERC 1s35073794 AG,
palyginti su AA+GG, pagal dominantinj modelj, yra susijes su apie 7 kartus
sumazéjusia HA su atkry€iu pasireiskimo galimybe (GS = 0,151; 95 proc. PI:
0,045-0,507; p = 0,002), sasaja isliko statistiSkai reik§minga taikant Bon-
ferroni korekcijg (a* = 0,0083). TEPI rs1713418 GG, palyginti su AA+AG,
pagal recesyvinj modelj, yra susijes su apie 3 kartus didesne HA be atkryc¢io
pasireiskimo galimybe (GS =2,792; 95 proc. PI: 1,167-6,682; p=0,021), po
Bonferroni korekcijos statistinis reikSmingumas nebuvo nustatytas.

TERC rs35073794 AG genotipas pagal kodominantinj modelj, AG+AA
genotipai pagal dominantinj modelj, AG genotipas pagal virSdominantinj
modelj ir A alelis pagal adityvinj modelj mazino HA be atkry¢io pasireiSkimo
galimybe atitinkamai 56 kartus (GS = 0,018; 95 proc. PI: 0,002—0,130; p <
0,001), 67 kartus (GS = 0,015; 95 proc. PI: 0,002-0,108; p < 0,001), 3 kartus
(GS = 0,286; 95 proc. PI: 0,161-0,510; p < 0,001), 100 karty (GS = 0,010;
95 proc. PI: 0,001-0,074; p < 0,001), visos s3sajos buvo statistiskai reikSmin-
gos ir po Bonferroni korekcijos.

TERT 1s2736098 TT, palyginti su CC, yra susij¢s su apie 2 kartus
mazesne HA be atkryCio pasireiskimo galimybe (GS = 0,471; 95 proc. PI:
0,232-0,956; p = 0,037). Be to, pagal recesyvinj modelj, TT, palyginti su
CC+CT, yra susijes su 2 kartus mazesne HA be atkryCio pasireiskimo
galimybe (GS = 0,459; 95 proc. PI: 0,231-0,912; p = 0,026), taciau po Bon-
ferroni korekcijos Sios sasajos neisliko reik§Smingos (3.1.9 lentele).
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3.1.9 lentelé. Dvinareés logistinés regresijos analizé HA su atkryciu arba be
atkrycio ir referentinéje grupése

Modelis | Genotipas/alelis | GS(95proc.P) |  p AIK

HA su atkryciu

TERC 1535073794

Kodominantinis AGvs. GG - - B
AAvs. GG - -

Dominantinis AG+AA vs. GG - - -

Recesyvinis AA vs. GG+AG - - -

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,151 (0,045-0,507) 0,002 202,347

Adityvinis G - - -

HA be atkrycio

TEPI rs1713418

Kodominantinis AGvs. AA 0,787 (0,483-1,285) 0,339 456,762
GG vs. AA 2,426 (0,966-6,097) 0,059 ’

Dominantinis AG+GG vs. AA 0,954 (0,593-1,535) 0,847 462,333

Recesyvinis GG vs. AATAG 2,792 (1,167-6,682) 0,021 455,687

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,646 (0,407-1,024) 0,063 458,883

Adityvinis A 1,211 (0,860-1,705) 0,272 461,151

TERC rs35073794

Kodominantinis AGvs. GG - - B
AAvs. GG - -

Dominantinis AGt+AA vs. GG 0,015 (0,002-0,108) < 0,001 384,459

Recesyvinis AA vs. GG+AG - - -

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,286 (0,161-0,510) < 0,001 440,861

Adityvinis A 0,010 (0,001-0,074) <0,001 347,599

TERT rs2736098

Kodominantinis CT vs. CC 1,077 (0,640-1,813) 0,780 459.720
TT vs. CC 0,471 (0,232-0,956) 0,037 ’

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,865 (0,545-1,372) 0,537 461,991

Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,459 (0,231-0,912) 0,026 457,800

Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 1,213 (0,733-2,007) 0,452 461,795

Adityvinis C 0,781 (0,559-1,091) 0,148 460,319

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0083.

Buvo analizuojamas VNV genotipy ir aleliy pasiskirstymas tarp mikro
arba makro HA ir referentinés grupiy. Nustatyta, kad TERC rs35073794 yra
susijes tiek su makro, tiek mikro HA. Analiz¢ parodé¢, kad AG genotipas yra
daznesnis makro HA grupéje nei referentinéje grup¢je ir mikro HA grupéje
nei referentinéje grupéje (atitinkamai 84,8 proc. ir 57,6 proc., p < 0,001;
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82,9 proc. ir 57,6 proc., p = 0,002), statistinis reikSmingumas buvo pasiektas
ir taikant Bonferroni korekcijg (a* = 0,0083).

Taip pat, TERT rs2736098 TT genotipas daznesnis makro HA grupéje
nei referentinéje grupéje (16,5 proc. ir 7,6 proc., p = 0,013), taip pat kiekvie-
nas T alelis daznesnis mikro HA grupé¢je nei referentinéje grupéje (31,6 proc.
ir 23,8 proc., p = 0,039); po Bonferroni korekcijos reikSmingumas neisliko.

Analizuojant TEPI rs1760904, rs1713418, TERC 1rs12696304, TERT
rs401681 variantus, statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp pacienty, serganciy
mikro ar makro HA, ir referentinés grupés nenustatyta (3.1.10 lentel¢).

3.1.10 lentelé. TEPI1, TERC ir TERT geny vieno nukleotido varianty genotipy
ir aleliy dazniy pasiskirstymas makro arba mikro HA ir referentinés grupés

Genotinai Referentiné | Makro HA Mikro HA
Genas, VNV eno .lp. 1 grupé, grupé, P grupé, P
aleliai
n (proc.) n (proc.) n (proc.)

TEP] rs1760904 AA 95 (25,8) 20 (25,3) 0,966 12 (29,3) 0,407
AG 185 (50,3) 39 (49,4) 23 (56,1)
GG 88 (23,9) 20 (25,3) 6 (14,6)
I8 viso 368 (100) 79 (100) 41 (100)
A 375 (51,0) 79 (50,0) 0,828 47 (57,3) 0,274
G 361 (49,0) 79 (50,0) 35(42,7)

TEPI rs1713418 AA 136 (37,0) 28 (35,4) 0,445 17 (41,5) 0,153
AG 172 (46,7) 42 (53,2) 22 (53,7)
GG 60 (16,3) 9(11,4) 2 (4,8)
I8 viso 368 (100) 79 (100) 41 (100)
A 444 (60,3) 98 (62,0) 0,692 56 (68,3) 0,160
G 292 (39,7) 60 (38,0) 26 (31,7)

TERC 1512696304 |CC 199 (54,1) 36 (45,6) 0,197 23 (56,1) 0,778
CG 142 (38,6) 39 (49,4) 14 (34,1)
GG 27(7,3) 4 (5,1 4(9,8)
I8 viso 368 (100) 79 (100) 41 (100)
C 540 (73,4) 111 (70,3) 0,424 60 (73,2) 0,969
G 196 (26,6) 47 (29,7) 22 (26,8)

TERC 1s35073794 | GG 156 (42,4) 1(1,3) < 0,001 0(0,0) < 0,001
AG 212 (57,6)%2 67 (84,8)! 34 (82,9)
AA 0(0,0) 11 (13,9) 7(17,1)
I8 viso 368 (100) 79 (100) 44 (100)
G 524 (71,2) 69 (43,7) <0,001 [ 34 (41,5 |<0,001
A 212 (28,8) 89 (56,3) 48 (58,5)
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3.1.10 lentelés tesinys

Genotinai Referentiné | Makro HA Mikro HA
Genas, VNV enotipat, grupé, grupé, P grupé, P
aleliai
n (proc.) n (proc.) n (proc.)
TERT 152736098 CC 221 (60,1) 42 (53,2) 0,046 | 24 (58.5) 0,973
CT 119 (32,3) 24 (30,4) 14 (34,1)
TT 28 (7,6)° 13 (16,5) 3(7,3)
I8 viso 368 (100) 79 (100) 41 (100)
C 561 (76,2) 108 (68,4) 0,039 | 62(75,6) 0,902
T 175 (23,8) 50 (31,6) 20 (24,4)
TERT rs401681 CcC 126 (34,2) 30 (38,0) 0,672 17 (41,5) 0,638
CT 177 (48,1) 38 (48,1) 17 (41,5)
TT 65 (17,7) 11 (13,9) 7(17,0)
I8 viso 368 (100) 79 (100) 41 (100)
C 429 (58,3) 98 (62,0) 0,386 51(62,2) 0,496
T 307 (41,7) 60 (38,0) 31(37,8)

'p <0,001 (AG vs. AA+GG); %p = 0,002 (AG vs. AA+GG); 3p = 0,013 (TT vs. CC+CT). Bonferroni
koreguotas reikSmingumo lygmuo o* = 0,0083.

Mikro arba makro HA ir referentinés grupés tiriamiesiems atlikta dvina-
rés logistinés regresijos analizeé. Nustatyta, kad 7ERC rs35073794 AG, paly-
ginti su AA+GG, pagal dominantinj modelj, yra susij¢s su 4 kartus maZzesne
mikro HA pasireiskimo galimybe (GS = 0,280; 95 proc. PI: 0,121-0,648; p =
0,003). TERC rs35073794 turi prieSinga poveikj makro HA iSsivystymo gali-
mybei: AG genotipas pagal kodominantinj modelj, AG+AA genotipai pagal
dominantinj modelj, AG genotipas pagal virSdominantinj modelj ir G alelis
pagal adityvinj modelj padidino makro HA pasireiskimo galimybe atitinka-
mai 49 kartus (GS =49,302; 95 proc. PI: 6,771-358,990; p <0,001), 57 kartus
(GS =57,393; 95 proc. PI: 7,899-417,078; p <0,001), 4 kartus (GS = 4,108;
95 proc. PI: 2,149-7,856; p < 0,001), 82 kartus (GS = 83,234; 95 proc. PI:
11,522-601,271; p < 0,001); visi rezultatai iSliko statistiSkai reikSmingi po
Bonferroni korekcijos (a* = 0,0083).

TERT 152736098 TT pagal kodominantinj modelj, taip pat pagal rece-
syvinj modelj, siejosi su apie 2 kartus didesne makro HA pasireiskimo gali-
mybe (atitinkamai GS = 2,443; 95 proc. PI: 1,170-5,099; p = 0,017; ir GS =
2,392; 95 proc. PI: 1,177-4,858; p = 0,016); po Bonferroni korekcijos reiks-
mingumas neisliko (3.1.11 lentele).
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3.1.11 lentelé. Dvinarés logistinés regresijos analizé mikro arba makro HA
ir referentinéje grupése

Modelis | Genotipas/alelis |  GS (95 proc. PI) p | AK

Mikro HA

TERC 1535073794

Kodominantinis AGvs. GG - NA NA
AA vs. GG - NA

Dominantinis AG+AA vs. GG - NA NA

Recesyvinis AA vs. GG+AG - NA NA

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,280 (0,121-0,648) 0,003 257,403

Adityvinis G - NA NA

Makro HA

TERC 1535073794

Kodominantinis AGvs. GG 49,302 (6,771-358,990) <0,001 323,701
AAvs. GG - NA

Dominantinis AGt+AA vs. GG 57,393 (7,899-417,078) <0,001 351,798

Recesyvinis AA vs. GG+AG - NA NA

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 4,108 (2,149-7,856) < 0,001 396,054

Adityvinis A 83,234 (11,522-601,271) < 0,001 322,740

TERT 152736098

Kodominantinis CT vs. CC 1,061 (0,613-1,837) 0,832 415,617
TT vs. CC 2,443 (1,170-5,099) 0,017

Dominantinis CT+TT vs. CC 1,324 (0,812-2,159) 0,260 417,702

Recesyvinis TT vs. CC+CT 2,392 (1,177-4,858) 0,016 413,662

Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 0,913 (0,539-1,546) 0,735 418,850

Adityvinis C 1,408 (0,992-2,000) 0,055 415,400

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0083.

TEP1 koncentracija kraujo serume buvo matuojama pacientams, sergan-
tiems HA (n =40) ir referentinés grupés asmenims (n = 40), taciau statistiskai
reik§mingo skirtumo nenustatyta (mediana (IQR): 236 (127) ir 269 (200), p =
0,370).

Buvo atliktas skirtingy genotipy serumo TEP1 koncentracijy kraujo seru-
me palyginimas pasirinkty vieno nukleotido varianty atveju. HA pacienty,
turin¢iy bent vieng TEPI rs1713418 G alelj, serumo TEP1 koncentracija
kraujo serume buvo statistiSkai reik§Smingai mazesné nei referentinés grupes
asmeny (p = 0,035); taiau pritaikius Bonferroni korekcija (a* = 0,0083)
reikSmingumas neiSliko. StatistiSkai reikSmingy skirtumy tarp TEPI
151760904, TERC 1512696304, rs35073794, TERT 1s2736098 ir rs401681
nenustatyta (3.1.12 lentel¢).
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3.1.12 lentelé. TEP] koncentracija kraujo serume pagal genotipus

TEP1 koncentracija kraujo serume
Genas, VNV Genotipai HA grupé Referentiné grupé p¥
mediana (IQR) mediana (IQR)

TEPI rs1760904 AA 240,5 (111) 272,18 (180,12) 0,366
AG+GG 235,83 (173,86) 268,89 (199,71) 0,616
TEPI rs1713418 AA 265,89 (108,21) 297,08 (204,90) 0,622
AG+GG 233,45 (132,81) 348,09 (324,42) 0,035
TERC 112696304 CcC 254,30 (141,52) 269,26 (193,06) 0,464
CG+GG 228,80 (146,63) 234,51 (132,14) 1,000

TERC 135073794 GG - 258,09 (165,74) NA
AG+AA 235,83 (127,19) 326,76 (189,41) 0,196
TERT rs2736098 CcC 254,30 (406,35) 282,99 (251,93) 0,891
CT+TT 228,80 (129,18) 268,89 (153,22) 0,308
TERT 1401681 CcC 272,76 (87,16) 261,42 (146,86) 0,866
CT+TT 231,07 (146,08) 268,89(197,58) 0,242

* Naudotas Manno—Vitnio U testas. Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo o* = 0,0083.

Santykinis leukocity telomery ilgis (SLTI) buvo nustatytas 52 pacien-
tams, sergantiems HA, ir 226 referentinés grupés tiriamiesiems. Analizé
parodé¢, kad statistiSkai reikSmingo skirtumo tarp HA ir referentinés grupés
SLTI nenustatyta (mediana (IQR): 0,645 (1,112) vs. 0,603 (0,635), p =0,901).

Be to, buvo atliktas visy tirty varianty SLTI palyginimas tarp skirtingy
genotipy. StatistiSkai reikSmingy skirtumy, lyginant HA ir referentinés gru-
pes, nenustatyta (3.1.13 lentele).

3.1.13 lentelé. Santykinis leukocity telomery ilgis pagal genotipus

Santykinis leukocity telomery ilgis
Genas, VNV Genotipai HA grupé Referentiné grupé p
mediana (IQR) mediana (IQR)
TEPI 151760904 AA 0,198 (1,05) 0,511 (0,84) 0,172*
AG+GG 0,624 (0,54) 0,822 (1,31) 0,360*
TEPI rs1713418 AA 0,331 (1,07) 0,613 (0,73) 0,372*
AG+GG 0,857 (1,13) 0,603 (0,55) 0,525%
TERC 1512696304 CcC 0,361 (0,89) 0,539 (0,66) 0,301*
CG+GG 0,932 (1,57) 0,633 (0,58) 0,199%*
TERC 1535073794 GG - 0,631 (0,90) NA
AG+AA 0,645 (1,11) 0,576 (0,43) 0,774*
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3.1.13 lentelés tesinys

Santykinis leukocity telomery ilgis

Genas, VNV Genotipai HA grupé Referentiné grupé p
mediana (IQR) mediana (IQR)
TERT rs2736098 CcC 0,440 (1,26) 0,561 (0,59) 0,561*
CT+TT 0,944 (1,04) 0,665 (0,67) 0,645%*
TERT 1401681 CcC 1,166 (1,88) 0,661 (0,68) 0,137*
CT+TT 0,411 (0,85) 0,596 (0,55) 0,204*

* Naudotas Manno—Vitnio U testas. **Buvo naudojamas Stjudento T testas. Bonferroni koreguotas

reikSmingumo lygmuo a* = 0,0083.

3.2. Antrasis tyrimas

TNKS2, CTCl1, ZNF676, TERFI ir TERF2 genu vieno nukleotido
varianty, baltymu ir santykinio leukocity telomery ilgio sasajos su

HA bei su HA aktyvumu, invazyvumu, atkryc¢iu ir dydZiu

Tyrime dalyvavo 450 tiriamyjy, suskirstyty i dvi grupes: referenting
(n = 320) ir pacienty, serganc¢iy HA, grupe (n = 130). Nors bendra Sio darbo
imtj sudaré 507 tiriamieji, atskiruose tyrimuose analizuoty tiriamyjy skaicius
skyrési. | Sig analiz¢ buvo jtraukti tik tie méginiai, kuriuose buvo prieinami
tiek genetiniy varianty, tiek baltymy koncentracijy duomenys, todé¢l dalis
meéginiy nebuvo jtraukti del riboto serumo kiekio, méginiy kokybés ar

techniniy analizés apribojimy.

Referentiné grupé buvo koreguota pagal lytj ir amziy su HA grupe (ati-
tinkamai p =0,124; p=0,620). SLTI buvo nustatytas 100 tiriamyjy, serganciy
HA, ir 320 referentinés grupés tiriamyjy. Analizé¢ parod¢ statistiSkai reiks-
mingus skirtumus tarp referentinés ir HA grupiy SLTI (p < 0,001). Tiriamyjy

demografiniai duomenys pateikti 3.2.1 lenteléje.

3.2.1 lentelé. Demografinés antrojo tyrimo charakteristikos

e Grupé
Charakteristikos p
HA Referentiné
Lytis Vyrai, n (proc.) 50 (38.5) 99 (30,9) 0,124
Moterys, n (proc.) 80 (61,5) 221 (69,1)
Amziaus vidurkis (SN) 52,73 (14,118) | 51,88 (21,325) 0,620*
Santykinio leukocity telomery ilgio mediana (IQR) | 1,987 (3,225) | 0,619 (0,632) | <0,001**

*Buvo naudojamas Stjudento T testas; **Buvo naudojamas Manno-Vitnio U testas; HA — hipofizés
adenoma; SD — standartinis nuokrypis; IQR — tarpkvartilinis plotis; p — reikSmingumo lygmuo

(0= 0,05).
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Tiriamyjy grupése buvo analizuoti Siy VNV genotipy ir aleliy dazniai:
TERFI 151545827, TERFI 1s10107605, TNKS2 rs10509637, TNKS2
1510509639, TERF2 rs251796, ZNF676 rs412658 ir CTCI 1s3027234.

Analize parode, kad TERFI rs1545827 (CC, CT ir TT) atveju nustatyti
statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp HA ir referentinés grupés: HA grupéje
genotipy dazniai buvo 62,3 proc., 31,5 proc. ir 6,2 proc., o referentin¢je gru-
péje — 37,2 proc., 50,6 proc. ir 12,2 proc. (p < 0,001). Taip pat T alelis buvo
statistiSkai reikSmingai retesnis HA grupéje (21,9 proc.) nei referentingje
grupgje (37,5 proc., p < 0,001).

TERF1 rs10107605 (AA, AC ir CC) atveju taip pat nustatyti reikSmingi
skirtumai tarp HA ir referentinés grupés: HA grupéje genotipy dazniai buvo
90,8 proc., 9,2 proc. ir 0,0 proc., o referentingje grupéje — 80,9 proc.,
13,1 proc. ir 5,9 proc. (p = 0,007). Be to, C alelis HA grupéje buvo retesnis
(4,6 proc.), palyginti su referentine grupe (12,5 proc., p < 0,001).

TNKS2 1510509637 (AA, AG ir GG) analizé parod¢ statistiskai reiks-
mingg skirtuma tarp HA ir referentinés grupés: HA grupéje genotipy dazniai
buvo 51,6 proc., 31,5 proc. ir 16,8 proc., o referentinéje grupéje — 68,5 proc.,
28,1 proc. ir 3,4 proc. (p < 0,001). G alelis buvo reikSmingai daznesnis HA
grupgje (32,7 proc.), palyginti su referentine grupe (17,5 proc., p < 0,001).
Sie skirtumai i3liko taikant Bonferroni korekcija (a* = 0,05/7 = 0,0071).
Taciau statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp HA serganciy pacienty ir
referentinés grupés nenustatyta Siy VNV atveju: TNKS2 rs10509639, TERF?2
15251796, ZNF676 1rs412658 ir CTCI rs3027234. Rezultatai pateikti 3.2.2
lenteléje.

3.2.2 lentelé. Vieno nukleotido varianty genotipy ir aleliy pasiskirstymas HA
ir referentinéje grupése

Genas, VNV Genoti.pas, HA grupé, Referentiné grupé, p
alelis n (proc.) n (proc.)

TERFI rs1545827 CC 81 (62,3) 119 (37,2) < 0,001
CT 41 (31,5) 162 (50,6)
TT 8(6,2) 39 (12,2)
IS viso 130 (100) 320 (100)
C 203 (78,1) 400 (62,5) < 0,001
T 57 (21,9) 240 (37,5)

TERF11s10107605 |AA 118 (90,8) 259 (80,9) 0,007
AC 12 (9,2) 42 (13,1)
CC 0(0,0) 19 (5,9)
IS viso 130 (100) 320 (100)
A 248 (95,4) 560 (87,5) <0,001
C 12 (4,6) 80 (12,5)
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3.2.2 lentelés tesinys

Genas, VNV Genotl.pas, HA grupé, Referentiné grupé, p
alelis n (proc.) n (proc.)

TNKS2 1510509637 | AA 67 (51,6) 219 (68,5) <0,001
AG 41 (31,5) 90 (28,1)
GG 22 (16,8) 11 (3,4)
I8 viso 130 (100) 320 (100)
A 175 (67,3) 528 (82,5) < 0,001
G 85 (32,7) 112 (17,5)

TNKS2 1510509639 | AA 107 (82,3) 252 (78,8) 0,513
AG 22 (16,9) 67 (20,9)
GG 1(0,8) 1(0,3)
IS viso 130 (100) 320 (100)
A 236 (90,8) 571 (89,2) 0,489
G 24(9,2) 69 (10,8)

TERF2 15251796 AA 61 (46,9) 154 (48,1) 0,215
AG 59 (45.,4) 125 (39,1)
GG 10 (7,7) 41 (12,8)
I8 viso 130 (100) 320 (100)
A 181 (69,6) 433 (67,7) 0,567
G 79 (30,4) 207 (32,3)

ZNF676 15412658 CC 64 (49,2) 135 (42,2) 0,287
CT 50 (38,5) 149 (46,6)
TT 16 (12,3) 36 (11,2)
I viso 130 (100) 320 (100)
C 178 (68,5) 419 (65,5) 0,389
T 82 (31,5) 221 (34,5)

CTCI rs3027234 CC 78 (60,0) 199 (62,2) 0,702
CT 46 (35,4) 102 (31,9)
TT 6 (4,6) 19 (5,9)
I viso 130 (100) 320 (100)
C 202 (76,9) 500 (78,1) 0,887
T 58 (23,1) 140 (21,9)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0071.

Hardy—Weinbergo pusiausvyros (HWE) analiz¢ parode, kad referentinés
grupés TERF1 rs1545827, TNKS2 rs10509637, TNKS2 rs10509639, TERF2
15251796, ZNF676 15412658 ir CTCI rs3027234 genotipy pasiskirstymas
nenukrypo nuo HWE (p > 0,05). Taciau nustatyta, kad TERFI rs10107605
genotipy pasiskirstymas neatitko HWE (3.2.3 lentel¢). Atsizvelgiant | §j

rezultata, Sis VNV buvo pasalintas i$ tolimesniy analiziy.
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3.2.3 lentelé. Hardy-Weinbergo pusiausvyros analizé referentinéje grupéje

Genas ir VNV Aleliy pasiskirstymas Genotipy pasiskirstymas p
TERFI rs1545827 0,62 C 0,38 T 39/162/119 0,152
TERF1 1510107605 0,87 A 0,13C 19/42/259 <0,0001
TNKS?2 rs10509637 0,82 A 0,18 G 11/90/219 0,642
TNKS?2 rs10509639 0,89 A 0,11G 1/67/252 0,114
TERF2 15251796 0,68 A 032G 41/125/154 0,055
ZNF676 15412658 0,65C 0,35T 36/149/135 0,594
CTCI rs3027234 0,78 C 0,22 T 19/102/199 0,228

VNV - vieno nukleotido variantas; p — reik§mingumo lygmuo (o = 0,05).

Dvinarés logistinés regresijos analizé atlikta pacientams, sergantiems
HA, ir referentinés grupés tiriamiesiems, siekiant istirti pasirinkty VNV rysj
su HA pasireiskimu. Nustatéme, kad TERFI rs1545827 CT+TT genotipai,
palyginti su CC, pagal geriausiai tinkantj genetinj modelj (pagal maziausia
AIK verte), yra susijes su 2,9 karto mazesne HA pasireiskimo galimybe
(GS = 0,358; 95 proc. PI: 0,235-0,546; p < 0,001). TNKS2 rs10509637 GG
genotipas, palyginti su AA, pagal geriausiai tinkant] recesyvinj genetinj
modelj, yra susijes su 6,5 karto didesne HA pasireisSkimo galimybe (GS =
6,537; 95 proc. PI: 3,015-14,172; p < 0,001) (3.2.4 lentel¢). Sie skirtumai
iSliko statistiskai reikSmingi taikant Bonferroni korekcija (a* = 0,0071).

Taciau analizuojant HA pasireiskimo rys$j su TNKS2 rs10509639, TERF2
15251796, ZNF676 15412658 ir CTCI 1rs3027234, statistiSkai reikSmingy
rezultaty nenustatéme.

3.2.4 lentelé. Dvinarés logistinés regresijos analizé pacientams, sergantiems
HA, ir referentinés grupés tiriamiesiems

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) | P | AIK
TERFI rs1545827
Kodominantinis CT vs. CC 0,372 (0,239-0,580) <0,001 521,1

TT vs. CC 0,301 (0,134-0,678) 0,004

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,358 (0,235-0,546) <0,001 519,4
Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,472 (0,214-1,041) 0,063 519,1
Vir§dominantinis CT vs. CCH+TT 0,449 (0,292-0,691) <0,001 529,2
Adityvinis T 0,453 (0,320-0,642) <0,001 521,1
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3.2.4 lentelés tesinys

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) P AIK
TNKS?2 rs10509637
Kodominantinis AGvs. AA 1,489 (0,940-2,358) 0,090 520,2
GG vs. AA 6,537 (3,015-14,172) <0,001
Dominantinis AG+GG vs. AA 2,039 (1,344-3,094) <0,001 531,9
Recesyvinis AA vs. GG+AG 5,722 (2,686-12,189) <0,001 521,1
Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 1,177 (0,756-1,833) 0,470 5425
Adityvinis G 2,081 (1,516-2,857) <0,001 522,3
TNKS?2 rs10509639
Kodominantinis AGvs. AA 0,773 (0,454-1,317) 0,344 541,7
GG vs. AA 2,355 (0,146-38,001) 0,546
Dominantinis AG+GG vs. AA 0,797 (0,472—1,345) 0,395 542,3
Recesyvinis AA vs. GG+AG 2,473 (0,154-39,834) 0,523 542.6
Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,769 (0,452-1,309) 0,333 540,1
Adityvinis G 0,831 (0,502-1,378) 0,474 542,5
TERF2 1s251796
Kodominantinis AGvs. AA 1,192 (0,776-1,829) 0,423 541,8
GG vs. AA 0,616 (0,290-1,306) 0,206
Dominantinis AG+GG vs. AA 1,049 (0,698-1,579) 0,817 543,0
Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,567 (0,275-1,169) 0,124 540,5
Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 1,296 (0,859-1,957) 0,217 541,5
Adityvinis G 0,917 (0,677-1,243) 0,578 542,7
ZNF676 15412658
Kodominantinis CT vs. CC 0,708 (0,457-1,096) 0,121 542,5
TT vs. CC 0,938 (0,485-1,813) 0,348
Dominantinis CT+TT vs. CC 0,753 (0,500-1,133) 0,173 541,2
Recesyvinis TT vs. CC+CT 1,107 (0,591-2,074) 0,750 542,9
Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 0,717 (0,473-1,087) 0,117 540,6
Adityvinis T 0,874 (0,643-1,189) 0,392 5423
CTCI rs3027234
Kodominantinis CT vs. CC 1,151 (0,744-1,779) 0,528 5443
TT vs. CC 0,806 (0,310-2,093) 0,657
Dominantinis CT+TT vs. CC 1,096 (0,722-1,664) 0,666 542,9
Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,767 (0,299-1,965) 0,580 542,7
Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 1,170 (0,762-1,798) 0,473 542,5
Adityvinis T 1,024 (0,729-1,439) 0,889 543,0

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike

informacijos kriterijusto Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo o* = 0,0071.
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Tiriamyjy grupiy genotipy ir aleliy dazniai buvo analizuojami pagal lyt;.

TERFI rs1545827 (CC, CT ir TT) atveju nustatytas statistiSkai reiks-
mingas skirtumas tarp HA ir referentinés grupés motery: dazniai HA grupéje
buvo 65,0 proc., 26,3 proc. ir 8,7 proc., palyginti su 37,1 proc., 48,9 proc. ir
14,0 proc. referentingje grupéje (p < 0,001). Be to, T alelis HA grupéje buvo
retesnis — 21,9 proc., palyginti su 38,5 proc. referentinéje grupéje (p <0,001).
Panasiai, TNKS2 rs10509637 (AA, AG ir GG) atveju nustatytas reikSmingas
skirtumas tarp HA ir referentinés grupés motery: dazniai HA grupéje buvo
52,5 proc., 31,3 proc. ir 16,2 proc., palyginti su 68,8 proc., 27,1 proc. ir
4,1 proc. referentinéje grup¢je (p < 0,001). G alelis HA grup¢je buvo daz-
nesnis — 31,9 proc., palyginti su 17,6 proc. referentinéje grupéje (p < 0,001)
(3.2.5 lentel¢). Visi skirtumai isSliko taikant Bonferroni korekcijg (a* =
0,0071).

Taciau statistiskai reikSmingy genotipy ir aleliy pasiskirstymo skirtumy
tarp HA serganciy motery ir referentinés grupés motery nenustatyta anali-
zuojant Siuos VNV: TNKS2 r1s10509639, TERF2 rs251796, ZNF676
15412658 ir CTC1 rs3027234.

3.2.5 lentelé. TERFI rs1545827 ir TNKS2 rs10509637 genotipy ir aleliy
dazniy pasiskirstymas HA sergancioms ir referentinés grupés moterims

Genas, VNV Genotl'pas, HA grupés moterys, | Referentinés grupés p
alelis n (proc.) moterys, n (proc.)

TERFI rs1545827 |CC 52 (65,0) 82 (37,1) < 0,001
CT 21 (26,3) 108 (48,9)
TT 7 (8,7) 31 (14,0)
I viso 80 (100) 221 (100)
C 125 (78,1) 272 (61,5) < 0,001
T 35(21,9) 170 (38,5)

TNKS2 rs10509637 | AA 42 (52,5) 152 (68,8) < 0,001
AG 25(31,3) 60 (27,1)
GG 13 (16,2) 9(@4,1)
IS viso 80 (100) 221 (100)
A 109 (68,1) 364 (82,4) < 0,001
G 51 (31,9) 78 (17,6)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0071.

Dvinarés logistinés regresijos analiz¢ atlikta pacientams, sergantiems
HA, ir referentinés grupés moterims, siekiant istirti pasirinkty VNV rysi su
HA atsiradimu. Rezultatai parodé, kad TERFI rs1545827 CT+TT genotipas,
palyginti su CC, pagal patikimiausiag dominantinj genetinj model]j (atrinkta
pagal maziausig AIK vertg), yra susijes su 3,1 karto mazesne HA pasireis-
kimo galimybe moterims (GS = 0,318; 95 proc. PI: 0,186-0,542; p < 0,001).
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TNKS?2 rs10509637 AA genotipas, palyginti su AG+GG, pagal recesyvinj
modelj, yra susijes su 4,6 karto didesne HA pasireiSkimo galimybe moterims
(GS = 4,579; 95 proc. PI: 1,871-11,165; p < 0,001). Sie skirtumai isliko
taikant Bonferroni korekcija (a* = 0,0071).

Be to, TERF2 15251796 AA genotipas, palyginti su AG+GG, pagal
recesyvinj modelj, yra susijes su 3 kartus mazesne HA pasireiskimo galimybe
moterims (GS =0,335; 95 proc. PI: 0,114-0,983; p = 0,047); bet po Bonferro-
ni korekcijos rySys nebebuvo statistiSkai reikSmingas (3.2.6 lentelé).

Analizuojant HA pasireiSkimo moterims rySj su 7NKS2 rs10509639,
ZNF676 15412658 ir CTC1 rs3027234, statistiskai reikSmingy rezultaty nenu-
statyta.

3.2.6 lentelé. Dvinareés logistinés regresijos analizé HA sergancioms ir refe-
rentinés grupés moterims

Modelis | Genotipas/alelis |  GS©@5proc.P) | p | AIK
TERF1 rs1545827
Kodominantinis CTvs. CC 0,307 (0,171-0,549) <0,001 3339
TT vs. CC 0,356 (0,146-0,868) 0,023
Dominantinis CT+TT vs. CC 0,318 (0,186-0,542) <0,001 3320
Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,588 (0,248-1,394) 0,228 349,0
Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 0,372 (0,212—0,654) <0,001 3378
Adityvinis T 0,455 (0,298-0,697) <0,001 3359
TNKS2 1510509637
Kodominantinis AG vs. AA 1,508 (0,846-2,689) 0,164 359,5
GG vs. AA 5,228 (2,092-3,065) <0,001
Dominantinis AG+GG vs. AA 1,993 (1,181-3,362) 0,010 343,9
Recesyvinis AA vs. GG+AG 4,579 (1,871-11,165) | <0,001 3394
Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 1,220 (0,698-2,131) 0,485 350,1
Adityvinis G 1,973 (1,334-2,920) <0,001 339,0
TERF2 rs251796
Kodominantinis AG vs. AA 0,917 (0,537-1,567) 0,752 3475
GG vs. AA 0,322 (0,107-0,971) 0,044
Dominantinis AG+GG vs. AA 0,765 (0,458-1,277) 0,306 349,5
Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,335 (0,114-0,983) 0,047 345,6
Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 1,081 (0,643-1,820) 0,768 350,5
Adityvinis G 0,707 (0,476-1,051) 0,086 3475

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike

informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0071.
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Analizuojant vyry grupe, nustatéme, kad TERFI 1s1545827 (CC, CT ir
TT) genotipy dazniai statistiSkai reikSmingai skyrési tarp HA ir referentinés
grupés vyry. HA grupg¢je jie sudaré atitinkamai 58,0 proc., 40,0 proc. ir 2,0
proc., palyginti su 37,4 proc., 54,5 proc. ir 8,1 proc. referentinés grupés vyry
(p = 0,036). Be to, T alelis buvo retesnis HA grupéje — 22,0 proc., palyginti
su 35,4 proc. referentingje grupéje (p = 0,018), taciau po Bonferroni korek-
cijos (a* = 0,0071) reikSmingumas neisliko.

ReikSmingas skirtumas taip pat nustatytas 7TNKS2 rs10509637 (AA, AG
ir GG) atveju. HA grupei priklausantiems vyrams genotipy dazniai buvo 50,0
proc., 32,0 proc. ir 18,0 proc., o referentinés grupés vyrams — 67,7 proc., 30,3
proc. ir 2,0 proc. (p = 0,001). G alelis buvo daznesnis HA grupés vyrams nei
referentinés grupés vyrams (34,0 proc. ir 7,2 proc., p = 0,001). Sie skirtumai
iSliko statistiskai reikSmingi taikant Bonferroni korekcijg (3.2.7 lentelé).

Taciau TNKS2 1510509639, TERF2 rs251796, ZNF676 1s412658 ir
CTCI 153027234 atveju statistiSkai reikSmingy genotipy ir aleliy dazniy
skirtumy tarp HA grupés ir referentinés grupés vyry nenustatyta.

3.2.7 lentelé. TERFI rs1545827 ir TNKS2 rs10509637 genotipy ir aleliy
dazniy pasiskirstymas HA sergantiems ir referentinés grupés vyrams

Genas, VNV Genoti.pas, HA grupés vyrai, Referel.ltinés grupés p
alelis n (proc.) vyrai, n (proc.)

TERFI rs1545827 CC 29 (58,0) 37 (37,4) 0,036
CT 20 (40,0) 54 (54,5)
TT 1(2,0) 8(8,1)
I viso 50 (100) 99 (100)
C 78 (78,0) 128 (64,6) 0,018
T 22 (22,0) 70 (35,4)

TNKS2 1510509637 | AA 25 (50,0) 67 (67,7) 0,001
AG 16 (32,0) 30 (30,3)
GG 9 (18,0) 2(2,0)
I8 viso 50 (100) 99 (100)
A 66 (66,0) 164 (82,8) 0,001
G 34 (34,0) 34 (17,2)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0071.

Dvinarés logistinés regresijos analizé atlikta pacientams, sergantiems
HA, ir referentinei grupei, siekiant jvertinti pasirinkty VNV rysj su HA
pasireiSkimo galimybe vyrams. Rezultatai parodé, kad TERFI rs1545827
T alelis, pagal patikimiausig adityvini genetinj modelj (atrinkta pagal
maziausig AIK verte), yra susijes su 2,2 karto sumazéjusia HA pasireiskimo
galimybe vyrams (GS = 0,450; 95 proc. PI: 0,242-0,834; p = 0,011); po
Bonferroni korekcijos (a* = 0,0071) reikSmingumas neisliko.
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TNKS?2 1s10509637 AA genotipas, palyginti su GG+AG, pagal patiki-
miausig recesyvinj genetinj modelj, yra susijes su 10,6 karto padidéjusia HA
pasireiSkimo galimybe vyrams (GS = 10,646; 95 proc. PI: 2,204-51,433;
p = 0,003); Sis rySys isliko taikant Bonferroni korekcijg (3.2.8 lentelé).

Analizuojant sgsajas su TNKS2 rs10509639, TERF2 rs251796, ZNF676
15412658 ir CTC1 rs3027234, statistiSkai reikSmingy rezultaty nenustatyta.

3.2.8 lentelé. Dvinarés logistinés regresijos analizé tarp vyry, serganciy HA,

ir referentinés grupés vyry

Modelis | Genotipas /alelis |  GS(@5proc.P) |  p | AIK
TERF1 rs1545827
Kodominantinis | CT vs. CC 0,473 (0,233-0,958) 0,038 187,2
TT vs. CC 0,159 (0,019-1,349) 0,092
Dominantinis CT+TT vs. CC 0,432 (0,216-0,865) 0,018 1864
Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,232 (0,028-1,910) 0,174 | 1896
Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 0,556 (0,279-1,108) 0,095 1893
Adityvinis T 0,450 (0,242-0,834) 0,011 185,2
TNKS2 1510509637
Kodominantinis | AG vs. AA 1,489 (0,668-3,059) 0,358 1815
GG vs. AA 2,060 (2,436-59,707) 0,002
Dominantinis AG+GG vs. AA 2,094 (1,044-4,200) 0,037 187.8
Recesyvinis AA vs. GGAG 10,646 (2,204-51,433) 0,003 180,3
Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 1,082 (0,520-2,252) 0,832 192,1
Adityvinis G 2,298 (1,330-3,972) 0,003 182,9

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo o* = 0,0071.

Buvo analizuojami TERF'I rs1545827, TNKS2 rs10509637 ir rs10509639,
TERF2 13251796, ZNF676 1s412658 bei CTCI 1s3027234 geny VNV
siekiant jvertinti jy rySj su HA atkry¢iu. Tik analizuojant TERFI rs1545827
ir TNKS2 rs10509637 nustatéme statistiSkai reikSmingus skirtumus tarp
grupiy. HA be atkryCio grupéje TERFI rs1545827 genotipy pasiskirstymas
buvo statistiskai reikSmingas (CC, CT ir TT: 67,4 proc., 27,2 proc. ir 5,4 proc.
vs. 37,2 proc., 50,6 proc. ir 12,2 proc. referentinéje grup¢je, p<0,001), o
T alelis buvo retesnis HA be atkry€io grupéje nei referentinéje grupéje
(19,0 proc. vs. 37,5 proc., p<0,001). Sie skirtumai isliko taikant Bonferroni
korekcija (a* = 0,0071).

Analizuojant 7NKS2 1s10509637 nustatéme statistiSkai reikSmingus
skirtumus tiek HA su atkryciu, tick HA be atkrycio grupése. HA su atkryc¢iu
genotipy pasiskirstymas buvo AA, AG ir GG: 52,6 proc., 34,2 proc. ir 13,2
proc. vs. 68,5 proc., 28,1 proc. ir 3,4 proc. referentinéje grupeje (p =0,012); po
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Bonferroni korekcijos reikSmingumas neisliko. G alelis buvo daznesnis HA
su atkry¢iu grupéje (30,3 proc. vs. 17,5 proc., p=0,007). HA be atkrycio
grupéje TNKS2 rs10509637 genotipy pasiskirstymas buvo AA, AG ir GG:
51,1 proc., 30,4 proc. ir 18,5 proc. vs. 68,5 proc., 28,1 proc. ir 3,4 proc. refe-
rentinéje grupéje (p <0,001), o G alelis taip pat buvo daznesnis (33,7 proc.
vs. 17,5proc., p<0,001); skirtumai iSliko taikant Bonferroni korekcija
(3.2.9 lentelé).

Taciau analizuojant HA ir atkrycio sasajas su TERFI rs1545827, TNKS2
1510509639, TERF2 r1s251796, ZNF676 1s412658 ir CTCI 1s3027234,
statistiSkai reik§Smingy rezultaty nenustatyta. Be to, tarp HA be atkrycio
grupés ir TNKS2 rs10509639, TERF2 1s251796, ZNF676 rs412658 bei CTC1
rs3027234 taip pat nebuvo nustatyta reikSmingy sasajy.

3.2.9 lentelé. TERFI rs1545827, TNKS2 rs10509637 genotipy ir aleliy
pasiskirstymo dazniai HA su atkryciu arba be jo ir referentinéje grupése

Genotinai Referentiné aflI:: su aIt-{g lie
Genas, VNV enotipal, grupé, yelu p yelo p
aleliai n (proc.) grupé, grupé,
proc. n (proc.) n (proc.)
TERFI 1s1545827 CcC 119 (37,2) 19 (50,0) | 0,290 | 62(67,4) |<0,001
CT 162 (50,6) 16 (42,1) 25(27,2)
TT 39 (12,2) 3(7,9) 5(5.4)
I8 viso 320 (100) 38 (100) 92 (100)
C 400 (62,5) 54 (71,1) | 0,143 | 149 (81,0) | <0,001
T 240 (37,5) 22 (28,9) 35 (19,0)
TNKS2 110509637 | AA 219 (68,5) 20(52,6) | 0,012 | 47(51,1) |<0,001
AG 90 (28,1) 13 (34,2) 28 (30,4)
GG 11 (3,4) 5(13,2) 17 (18,5)
I8 viso 320 (100) 38 (100) 92 (100)
A 528 (82,5) 53(69,7) | 0,007 | 122(66,3) | <0,001
G 112 (17,5) 23 (30,3) 62 (33,7)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0071.

Dvinarés logistinés regresijos analizé atlikta pacientams, sergantiems
HA su atkry¢iu arba be jo, taip pat referentinei grupei. Nustatéme, kad TNKS?2
rs10509637 AA genotipas, palyginti su GG+AG, pagal patikimiausig recesy-
vinj genetinj modelj (atrinkta pagal maziausig AIK verte), yra susij¢s su 4,2
karto padidéjusia HA su atkryCiu pasireiskimo galimybe (GS = 4,256;
95 proc. PI: 1,394-12,998; p = 0,011), taciau pritaikius Bonferroni korekcija
rezultatai statistiSkai reikSmingi neisliko (a* = 0,0071). TERF1 rs1545827
CT+TT genotipai, palyginti su CC, pagal patikimiausiag dominantinj genetinj
modelj, yra susijes su 3,5 karto sumazéjusia HA be atkrycio pasireiSkimo
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galimybe (GS = 0,286; 95 proc. PI: 0,175-0,468; p < 0,001). TNKS2
rs10509637 AA genotipas, palyginti su GG+AG, pagal patikimiausig recesy-
vinj genetin] modelj, yra susijes su 6,4 karto padidéjusia HA be atkrycCio
pasireiSkimo galimybe (GS = 6,367; 95 proc. PI: 2,863-14,160; p < 0,001);
Sie skirtumai iSliko taikant Bonferroni korekcija (3.2.10 lentelg).

Taciau analizuojant HA ir atkrycio sgsajas su TERFI rs1545827, TNKS2
1510509639, TERF2 1s251796, ZNF676 15412658 ir CTC1 1s3027234, statis-
tiskai reikSmingy rezultaty nenustatéme. Be to, reikSmingy sasajy tarp HA be
atkry€io ir TNKS2 rs10509639, TERF2 rs251796, ZNF676 rs412658 bei
CTC1 153027234 nenustatyta.

3.2.10 lentelé. Dvinarés logistinés regresijos analizé HA su atkryciu arba be

jo ir referentinés grupés tiriamiesiems

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) p | AIK

HA su atkryciu

TNKS?2 rs10509637

Kodominantinis AGvs. AA 1,582 (0,755-3,316) 0,225 239,5
GG vs. AA 4,977 (1,573-15,751) 0,006

Dominantinis AG+GG vs. AA 1,951 (0,990-3,848) 0,054 240,6

Recesyvinis AA vs. GG+AG 4,256 (1,394-12,998) 0,011 238,9

VirSdominantinis | AG vs. AA+GG 1,329 (0,651-2,711) 0,435 2437

Adityvinis G 1,968 (1,170-3,311) 0,011 2382

HA be atkrycio

TERFI rs1545827

Kodominantinis CT vs. CC 0,296 (0,176-0,499) < 0,001 414,9
TT vs. CC 0,246 (0,092-0,656) 0,005

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,286 (0,175-0,468) < 0,001 413,1

Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,414 (0,158-1,083) 0,072 436,7

VirSdominantinis | CT vs. CC+TT 0,364 (0,219-0,605) <0,001 423,1

Adityvinis T 0,375 (0,247-0,570) < 0,001 4152

TNKS?2 rs10509637

Kodominantinis AGvs. AA 1,450 (0,855-2,459) 0,168 418,9
GG vs. AA 7,201 (3,168-16,371) < 0,001

Dominantinis AG+GG vs. AA 2,076 (1,295-3,328) 0,002 430,5

Recesyvinis AA vs. GG+AG 6,367 (2,863—14,160) <0,001 418,8

VirSdominantinis | AG vs. AA+GG 1,118 (0,674-1,855) 0,666 439,4

Adityvinis G 2,173 (1,526-3,096) < 0,001 421,3

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike

informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo o* = 0,0071.
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Analizuojant HA aktyvumo, invazyvumo, atkrycio bei dydzio sgsajas su
tirtais VNV, statistiskai reikSmingy s3sajy nenustatyta.

TERF2 koncentracija kraujo serume buvo matuojama pacientams, ser-
gantiems HA (n = 40), ir referentinei grupei (n = 40). Nustatyta, kad HA
pacienty TERF2 serumo lygis buvo padidéjes, palyginti su referentine grupe
(mediana (IQR): 0,222 (0,326) vs. 0,131 (0,072), p = 0,009). Rezultatai
pateikti 3.2.1 paveiksle.

1,4
1,2 1
1,0 1 p = 0,009*

0,8
0,6

serume (ng/ml)

0,4 -

0,0 — .
Referentiné HA

TERF2 koncentracija kraujo

Grupé
3.2.1 pav. TERF?2 koncentracija kraujo serume HA ir referentinéje
grupése

*Buvo naudojamas Manno—Vitnio U testas.

TERF1 koncentracija kraujo serume buvo matuojama pacientams, ser-
gantiems HA (n = 40), ir referentinei grupei (n = 40). Nustatyta, kad HA
pacienty TERF1 serumo lygis buvo sumazgje¢s, palyginti su referentine grupe
(mediana (IQR): 0,227 (0,027) vs. 0,269 (0,195), p < 0,001). Rezultatai
pateikti 3.2.2 paveiksle.

60



0,8
° p <0,001*
? T 1
g
X _ 0,6
S E
(v] ~
e
c (/] 0,4'
Y £
g 2
= @ 0,2
s | L =
=
0,0 — .
Referentiné HA
Grupeé

3.2.2 pav. TERF I koncentracija kraujo serume HA ir referentinéje grupése

*Buvo naudojamas Manno—Vitnio U testas.

TNKS2 koncentracija kraujo serume buvo matuojama pacientams, ser-
gantiems HA (n = 40), ir referentinei grupei (n = 40), taCiau statistiSkai
reikSmingo skirtumo nenustatyta (mediana (IQR): 1,001 (1,359) vs. 1,293
(1,382), p = 0,317). Rezultatai pateikti 3.2.3 paveiksle.
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3.2.3 pav. TNKS?2 koncentracija kraujo serume HA ir referentinéje grupése

*Buvo naudojamas Manno—Vitnio U testas.

CTC1 koncentracija kraujo serume buvo matuojama pacientams, ser-
gantiems HA (n = 40), ir referentinei grupei (n = 40). Nustatyta, kad HA
pacientams CTC1 serumo lygis buvo sumazgjgs, palyginti su referentine
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grupe (vidurkis (SN): 6,155 (6,876) vs. 16,356 (8,409), p <0,001). Rezultatai
pateikti 3.2.4 paveiksle.
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3.2.4 pav. CTC1 koncentracija kraujo serume HA ir referentinéje grupése

*Buvo naudojamas Student T testas.

ZNF676 koncentracija kraujo serume buvo matuojama pacientams, ser-
gantiems HA (n = 40), ir referentinei grupei (n = 40), taiau statistisSkai
reikSmingo skirtumo nenustatyta (mediana (IQR): 0,426 (0,327) vs. 0,394
(0,455), p = 0,946). Rezultatai pateikti 3.2.5 paveiksle.
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3.2.5 pav. ZNF676 koncentracija kraujo serume HA ir referentinéje grupése

*Buvo naudojamas Manno—Vitnio U testas.
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SLTI buvo iSmatuotas 100 HA pacienty ir 320 referentinés grupés
tiriamyjy. Nustatytas statistiSkai reikSmingas SLTI skirtumas tarp HA grupés
ir referentinés grupés tiriamyjy (mediana (IQR): 1,987 (3,225) vs. 0,619
(0,632), p <0,001). Rezultatai pateikti 3.2.6 paveiksle.
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3.2.6 pav. SLTI tarp HA ir referentinés grupiy tiriamyjy

*Buvo naudojamas Manno—Vitnio U testas.

Atsizvelgiant | referentinés grupés SLTI mediang, atlikome analize
tiriamiesiems, turintiems ilgas telomeras (kai SLTI > 0,619), ir tiriamiesiems,
turintiems trumpas telomeras (kai SLTI < 0,619).

Analizuojant TERFI 151545827 (CC, CT ir TT) nustatytas statistiSkai
reikSmingas skirtumas tarp ilgas ir trumpas telomeras turinciy tiriamyjy:
dazniai ilgas telomeras turin¢iyjy grupéje buvo 46,8 proc., 45,0 proc. ir 8,2
proc., palyginti su 36,9 proc., 48,7 proc. ir 14,4 proc. trumpas telomeras
turin€iyjy grupéje (p = 0,043). Be to, T alelis buvo retesnis ilgas telomeras
turin€iyjy grupéje, palyginti su trumpas telomeras turinciyjy grupe (30,1
proc. ir 38,8 proc., p = 0,015); taiau Sie skirtumai neisliko pritaikius
Bonferroni korekcija (a* = 0,0071).

Analizuojant CTCI 153027234 (CC, CT ir TT) taip pat nustatytas
statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp grupiy: dazniai ilgas telomeras turin-
¢iyjy grupeje buvo 57,1 proc., 34,2 proc. ir 8,7 proc., palyginti su 67,9 proc.,
29,9 proc. ir 2,1 proc. trumpas telomeras turinciyjy grup¢je (p = 0,0006).
T alelis buvo daznesnis ilgas telomeras turin¢iyjy grupéje, palyginti su trum-
pas telomeras turin€iyjy grupe (25,8 proc. ir 17,1 proc., p = 0,003), isliko
pritaikius Bonferroni korekcija (3.2.11 lentelé).
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3.2.11 lentelé. TERF1 rs1545827 ir CTCI rs3027234 genotipy ir aleliy
pasiskirstymo dazniai tarp tiriamyjy, turinciy ilgas arba trumpas telomeras
(SLTI mediana = 0,619)

Genas, VNV Genotipas, alelis Ilgos telomeros | Trumpos telomeros P

TERFI rs1545827 |CC 108 (46,8) 69 (36,9) 0,043
CT 104 (45,0) 91 (48,7)
TT 19 (8,2) 27 (14,4)
I8 viso 231 (100) 187 (100)
C 320 (69,3) 229 (61,2) 0,015
T 142 (30,1) 145 (38,8)

CTCI 153027234 |CC 132 (57,1) 127 (67,9) 0,006
CT 79 (34,2) 56 (29,9)
TT 20 (8,7) 4(2,1)
I8 viso 231 (100) 187 (100)
C 343 (74,2) 310 (82,9) 0,003
T 119 (25,8) 64 (17,1)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0071.

Dvinarés logistinés regresijos analiz¢ atlikta siekiant jvertinti telomery
ilgio sasajas su pasirinkty VNV. Rezultatai atskleide Siuos rySius: TERFI
rs1545827 T alelis, taikant patikimiausig adityvin] genetinj modelj, yra
susijes su 1,4 karto mazesne trumpy telomery pasireiSkimo galimybe (GS =
0,690; 95 proc. PI: 0,513-0,927; p = 0,014). CTC1I rs3027234 TT genotipas,
palyginti su CC, taikant patikimiausig recesyvinj genetinj modelj, yra susijes
su 4,8 karto didesne ilgy telomery pasireiskimo galimybe (GS = 4,336;
95 proc. PI: 1,456-12,919; p = 0,008); po Bonferroni korekcijos reikSmin-
gumas neisliko (a* = 0,0071) (3.2.12 lentelé).

Taciau analizuojant telomery ilgio sgsajas su 7NKS2 rs10509639,
1510509637, TERF2 rs251796 ir ZNF676 rs412658, statistiSkai reikSmingy
rezultaty nenustatéme.

3.2.12 lentelé. TERF1 rs1545827 ir CTCI rs3027234 dvinarés logistinés
regresijos analizé, vertinant telomery ilgio sqsajas

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) | p | AIK
TERFI rs1545827
Kodominantinis CT vs. CC 0,730 (0,483-1,103) 0,135 572,5

TT vs. CC 0,450 (0,232-0,870) 0,018

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,666 (0,449-0,987) 0,043 572,77
Recesyvinis TT vs. CC+CT 0,531(0,285-0,989) 0,046 572,8
Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 0,864 (0,587-1,272) 0,458 576,3
Adityvinis T 0,690 (0,513-0,927) 0,014 570,7
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3.2.12 lentelé. TERF1 rs1545827 ir CTCI rs3027234 dvinarés logistinés
regresijos analizé, vertinant telomery ilgio sqsajas

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) | p | AIK
CTCI rs3027234
Kodominantinis CT vs. CC 1,357 (0,892-2,066) 0,154 565,8

TT vs. CC 4,811 (1,600-14,464) 0,005

Dominantinis CT+TT vs. CC 1,587 (1,061-2,375) 0,024 571,7
Recesyvinis TT vs. CC+CT 4,336 (1,456-12,919) 0,008 567,8
Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 1,216 (0,803-1,840) 0,355 576,0
Adityvinis T 1,644 (1,174-2,302) 0,004 568,1

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo a* = 0,0071.

3.3. Trediasis tyrimas

STAT4 vieno nukleotido varianty ir STAT4 baltymo bei haplotipy

sasajos su HA bei su HA aktyvumu, invazyvumu, atkryc¢iu ir dydZiu

Tyrime dalyvavo 496 tiriamieji, suskirstyti | referenting grupe (n = 357)
ir pacienty, serganciy HA, grupe (n = 139). Nors bendra Sio darbo imtj sudaré
507 tiriamieji, atskiruose tyrimuose analizuoty tiriamyjy skaicius skyrési. |
Sig analize buvo jtraukti tik tie méginiai, kuriuose buvo prieinami genetiniy
varianty, STAT4 baltymo koncentracijos ir haplotipy analizés duomenys,
todé¢l dalis meéginiy nebuvo jtraukti dél nepilny duomeny ar techniniy analizes
apribojimy.

Referentiné grupé buvo pakoreguota pagal lytj ir amziy atsizvelgiant |
HA grupg (atitinkamai p = 0,550 ir p = 0,763). I§sami visy tiriamyjy demo-
grafiné charakteristika pateikta 3.3.1 lenteléje.

3.3.1 lentelé. Demografinés treciojo tyrimo charakteristikos

. . Grupé
Charakteristikos . P
HA Referentiné
Lytis Vyrai, n (proc.) 57 (41,0) 136 (38,1) 0,550*
Moterys, n (proc.) 82 (59,0) 221 (61,9)
Amziaus vidurkis (SN) 54,4 (20,5) 53,9 (14,0) 0,763%*

*Buvo naudojamas Pearsono chi kvadrato testas; **Buvo naudojamas Stjudento T testas; HA —
hipofizés adenoma; SN — standartinis nuokrypis; p — reikSmingumo lygmuo (a = 0,05).

Siekiant pakoreguoti daugybiniy palyginimy poveikj, buvo pritaikyta

Bonferroni korekcija (a*= 0,05 /4 = 0,0125). Toliau aprasomi tik tie tyrimo
rezultatai, kurie, pritaikius $ig korekcija, i§liko statistiSkai reikSmingi.
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Tiriamyjy grupése buvo analizuojami Sie VNV: STAT4 rs10181656,
157574865, 1s7601754, rs10168266 genotipy ir aleliy dazniai. Nustatyta, kad
rs7574865 GG genotipas HA grupéje buvo statistiSkai reikSmingai retesnis
nei referentingje grupéje (46,0 proc. vs. 58,5 proc., p = 0,012). Pritaikius
Bonferroni korekcija (a* = 0,05/4 = 0,0125) siekiant pakoreguoti daugybi-
nius palyginimus, statistiSkai reikSmingy skirtumai analizuojant S7AT4
rs10181656, rs7601754 ir rs10168266 genotipy bei aleliy pasiskirstyma
neisliko (3.2.2 lentelé).

3.3.2 lentelé. Vieno nukleotido varianty (STAT4 rs10181656, rs7574865,
rs7601754, rs10168266) genotipy ir aleliy dazniy pasiskirstymas HA ir
referentinéje grupése

Genas, VNV Genotl.pas, HA grupé, Referentiné grupé, p
alelis n (proc.) n (proc.)
STAT4 1510181656 | CC 65 (46,8) 208 (58,3) 0,067
CG 62 (44,6) 123 (34,5)
GG 12 (8,6) 26 (7,3)
IS viso 139 (100) 357 (100)
C 192 (69,1) 539 (75.5) 0,039
G 86 (30,9) 175 (25,5)
STAT4 157574865 GG 64 (46,0)! 209 (58,5)! 0,042
GT 62 (35,0) 121 (33,9)
TT 13 (2,5) 27 (7,6)
IS viso 139 (100) 357 (100)
G 190 (68.3) 539 (75.5) 0,022
T 88 (31,7) 175 (25,5)
STAT4 157601754 AA 117 (84,2) 270 (75,6) 0,118
AG 20 (14,4) 80 (22,4)
GG 2(1,4) 7 (2,0)
I8 viso 139 (100) 357 (100)
A 254 (91,4) 620 (86,8) 0,048
G 24 (8,6) 94 (13,2)
STAT4 1510168266 | CC 81 (58,3) 238 (66,7) 0,182
CT 50 (36,0) 106 (29,7)
TT 8(5,8) 13 (3,6)
IS viso 139 (100) 357 (100)
C 212 (76,3) 582 (81,5) 0,063
T 66 (23,7) 132 (18,5)

'p = 0,012 (GG vs. GT+TT); p reik§mé — reik§mingumo lygmuo. Bonferroni koreguotas reik§mingumo
lygmuo (a* = 0,0125).
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Dvinarés logistinés regresijos analizé parode, kad STAT4 rs7574865
GT+GG genotipai, palyginti su TT, yra susij¢s su mazdaug 1,7 karto didesne
HA pasireiskimo galimybe pagal dominantinj genetinj modelj (GS = 1,655;
PI: 1,115-2,455; p=0,012) (3.3.3 lentel¢).

3.3.3 lentelé. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
dvinarés logistinés regresijos analizé pacientams, sergantiems HA, ir refe-

rentinés grupes tiriamiesiems

Modelis | Genotipas/alelis |  GS©Sproc.P) |  p | AIK

STAT4 1510181656

Kodominantinis CG vs. GG 1,613 (1,613-2,438) 0,023 | 587,053
CCvs. GG 1,477 (0,706-3,091) 0,301

Dominantinis CG+CC vs. GG 1,589 (1,072-2,357) 0,021 | 585,106

Recesyvinis CC vs. GG+CG 1,203 (0,589-2,456) 0,612 | 560,184

Viridominantinis | CG vs. CC+GG 1,532 (1,027-2,284) 0,036 | 586,085

Adityvinis G 1,365 (1,009-1,846) 0,044 | 586,409

STAT4 157574865

Kodominantinis GTvs. TT 1,673 (1,105-2,534) 0015 | 586,111
GG vs. TT 1,572 (0,767-3,225) 0,217

Dominantinis GT+GG vs. TT 1,655 (1,115-2,455) 0012 | 584,139

Recesyvinis GG vs. TT+GT 1,261 (0,631-2,521) 0512 | 590,016

Virsdominantinis | GT vs. GG+TT 1,570 (1,053-2,342) 0,027 | 585575

Adityvinis T 1,403 (1,040-1,892) 0,026 | 585,560

STAT4 157601754

Kodominantinis AG vs. GG 0,577 (0,338-0,986) 0,044 | 587,939
AA vs. GG 0,659 (0,135-3,222) 0,607

Dominantinis AG+AA vs. GG 0,584 (0,348-0,977) 0,041 | 585964

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,730 (0,150-3,557) 0,697 | 590,276

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 0,582 (0,341-0,994) 0,047 | 586,223

Adityvinis G 0,632 (0,396-1,008) 0,054 | 586423

STAT4 1510168266

Kodominantinis CTvs. TT 1,386 (0,910-2,110) 0,128 | 587,104
CCs. TT 1,808 (0,723-4,520) 0,205

Dominantinis CT+CC vs. TT 1,432 (0,957-2,142) 0,080 | 587,405

Recesyvinis CC vs. TT+AT 1,616 (0,635-3,988) 0298 | 589,396

Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 0,863 (0,559-1,333) 0,177 | 588,632

Adityvinis T 1,367 (0,979-1,909) 0,066 | 587,115

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0125).
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Tiriamyjy grupés buvo suskirstytos pagal lytj, ir kiekvienoje grupéje
analizuoti pasirinkty VNV genotipy bei aleliy dazniai. Motery grupéje statis-
tiskai reikSmingy skirtumy nenustatyta (3.3.4 lentelé), o vyry grupéje STAT4
rs10168266 CC genotipas ir C alelis HA grup¢je nustatytas reciau nei refe-
rentingje grupéje (atitinkamai 50,9 proc. ir 72,1 proc., p = 0,005; 71,9 proc.
ir 84,6 proc., p = 0,004) (3.3.6 lentel¢).

3.3.4 lentele. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754, ir rs10168266
genotipy ir aleliy dazniy pasiskirstymas HA ir referentinéje grupés moterims

Genas, VNV Genoti.pas, HA grupés moterys, Referentinés grupés p
alelis n (proc.) moterys, n (proc.)

STAT4 1510181656 | CC 38 (46,3) 125 (56,6) 0,254
CG 38 (46,3) 80 (36,2)
GG 6(7.3) 16 (7.2)
I8 viso 82 (100) 221 (100)
C 114 (69,5) 330 (74,7) 0,203
G 50 (30,5) 112 (25,3)

STAT4 157574865 GG 38 (46,3) 124 (56,1) 0,265
GT 38 (46,3) 80 (36,2)
TT 6(7,3) 17 (7,7)
I8 viso 82 (100) 221 (100)
G 114 (69,5) 328 (74,2) 0,248
T 50 (30,5) 114 (25,8)

STAT4 17601754 AA 69 (84,1) 165 (74,7) 0,163
AG 13 (15,9) 53 (24,0)
GG 0(0,0) 3(1.4)
I8 viso 82 (100) 221 (100)
A 151 (92,1) 383 (86,7) 0,067
G 13(7,9) 59 (13,3)

STAT4 1510168266 | CC 52 (63,4) 140 (63,3) 0,949
CT 26 (31,7) 72 (32,6)
TT 4 (4,9) 9(4,1)
IS viso 82 (100) 221 (100)
C 130 (79,3) 352 (79,6) 0,920
T 34 (20,7) 90 (20,4)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (a* = 0,0125).

Dvinarés logistinés regresijos analizé atlikta pacientams, sergantiems
HA, ir referentinei grupei, siekiant istirti pasirinkty VNV sasajas su HA pasi-
reiSkimu pagal lyti. Analizé neparodé jokiy statistiSkai reikSmingy rezultaty
analizuojant motery grupe (3.3.5 lentel¢), o vyry grupéje gauti Sie statistiskai
reikSmingi rezultatai: STAT4 rs10168266 CC + CT genotipai, palyginti su TT
genotipu, buvo susij¢ su 2,5 karto didesne HA pasireiSkimo galimybe pagal
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dominantinj genetinj modelj (GS = 2,490; PI: 1,313-4,724; p = 0,005) (3.3.7

lentelé).

3.3.5 lentele. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266

dvinarés logistinés regresijos analizé HA ir referentinés grupés moterims

Modelis | Genotipas/alelis |  GS(S5proc.Ph) | p | AIK

STAT4 1510181656

Kodominantinis CG vs. GG 1,562 (0,920-2,655) | 0,099 | 355,110
CCys. GG 1,234 (0451-3,374) | 0,683

Dominantinis CG+CC vs. GG 1,508 (0,906-2,508) | 0,114 | 353,324

Recesyvinis CC vs. GG+CG 1,012(0,382-2,680) | 0982 | 355832

Virsdominantinis | CG vs. CC+GG 1,522(0911-2,544) | 0109 | 353,273

Adityvinis G 1,291 (0,869-1,919) | 0206 | 354,248

STATY 157574865

Kodominantinis GTvs. TT 1,550 (0,912-2,634) | 0,105 | 355,198
GG vs. TT 1,152 (0,424-3,128) | 0,782

Dominantinis GT+GG vs. TT 1480 (0,890-2,562) | 0,131 | 353,543

Recesyvinis GG vs. TT+GT 0,947 (0360-2,492) | 0913 | 355820

Virsdominantinis | GT vs. GG+TT 1,522 (0911-2,544) | 0,109 | 353,273

Adityvinis T 1,259 (0,849-1,865) | 0252 | 354,533

STAT4 17601754

Kodominantinis AG vs. GG 0,587 (0301-1,145) | 0,118 | 353316
AAvs. GG - -

Dominantinis AG+AA vs. GG 0,555 (0,285-1,080) | 0,083 | 352,600

Recesyvinis AA vs. GG+AG — - -

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 0,597 (0,306-1,165) | 0,131 | 353,397

Adityvinis G 0,546 (0287-1,037) | 0,065 | 352,071

STAT4 1510168266

Kodominantinis CTvs. TT 0,972 (0,561-1,685) | 0,920 | 357,730
CCys. TT 1,197 (0,3534,053) | 0,773

Dominantinis CT+CC vs. TT 0,997 (0,589-1,688) | 0992 | 355832

Recesyvinis CC vs. TT+AT 1,208 (0,362-4,035) | 0,759 | 355,740

Virsdominantinis [ CT vs. CC+TT 0,961 (0,558-1,655) | 0,885 | 355811

Adityvinis T 1,023 (0,658-1,590) | 0920 | 355822

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike

informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (a* = 0,0125).
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3.3.6 lentele. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754, ir rs10168266
genotipy ir aleliy dazniy pasiskirstymas HA ir referentinéje grupés vyrams

Genas, VNV Genoti'pas, HA grupés vyrai, Referel}tinés grupés p
alelis n (proc.) vyrai, n (proc.)

STAT4 1510181656 |CC 27 (47,4) 83 (61,0) 0,215
CG 24 (42,1) 43 (31,6)
GG 6 (10,5) 10 (7,4)
IS viso 57 (100) 136 (100)
C 78 (68,4) 209 (76,8) 0,084
G 36 (31,6) 63 (23,2)

STAT4 157574865 GG 26 (45,6) 85 (62,5) 0,091
GT 24 (42,1) 41 (30,1)
TT 7(12,3) 10 (7,4)
I8 viso 57 (100) 136 (100)
G
T 76 (66,7) 211 (77,6) 0,033

38 (33,3) 61 (22,4)

STAT4 157601754 | AA 48 (84,2) 105 (77,2) 0,450
AG 7(12,3) 27 (19,9)
GG 2 (3,5) 4(2,9)
IS viso 57 (100) 136 (100)
A 103 (90,4) 237 (87,1) 0,373
G 11 (9,6) 35(12,9)

STAT4 1510168266 |CC 29 (50,9)! 98 (72,1)! 0,016
CT 24 (42,1) 34 (25,0)
TT 4 (7,0) 4(2,9)
IS viso 57 (100) 136 (100)
C 82 (71,9) 230 (84,6) 0,004
T 32 (28,1) 42 (15,4)

'p = 0,005 (CC vs. CT+TT). Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0125).

3.3.7 lentelé. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
dvinarés logistinés regresijos analizé HA ir referentinés grupés vyrams

Modelis | Genotipas/alelis |  GSO5proc.P) | p | AIK

STAT4 1510181656

Kodominantinis CG vs. GG 1,716 (0,885-3,326) 0,110 | 235192

CCvs. GG 1,844 (0,613-5,548) 0,276

Dominantinis CG+CC vs. GG 1,740 (0,933-3,247) 0,082 | 233,208
Recesyvinis CC vs. GG+CG 1,482 (0,512-4,292) 0468 | 235738
Virdominantinis | CG vs. CC+GG 1,573 (0,831-2,977) 0,164 | 234329
Adityvinis G 1,481 (0,927-2,366) 0,100 | 233,573
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3.3.7 lentelés tesinys

Modelis | Genotipas / alelis GS (95 proc. PI) P AIK
STAT4 157574865
Kodominantinis GTvs. TT 1,914 (0,981-3,734) 0,057 | 231,490
GG vs. TT 2,288 (0,792-6,612) 0,126
Dominantinis GT+GG vs. TT 1,987 (1,062-3,717) 0,032 | 231,593
Recesyvinis GG vs. TT+GT 1,764 (0,636-4,892) 0275 | 235,100
Virsdominantinis | GT vs. GG+TT 1,685 (0,888-3,198) 0,110 | 233,724
Adityvinis T 1,639 (1,032-2,603) 0,036 | 231,886
STAT4 157601754
Kodominantinis AG vs. GG 0,567 (0,231-1,393) 0216 | 30 s
AA vs. GG 1,094 (0,194-6,178) 0,919 ’
Dominantinis AG+AA vs. GG 0,635 (0,281-1,438) 0276 | 235,000
Recesyvinis AA vs. GG+AG 1,200 (0,214-6,744) 0,836 | 236,206
Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 0,565 (0,231-1,385) 0212 | 234,570
Adityvinis G 0,755 (0,386-1,476) 0411 | 235537
STAT4 1510168266
Kodominantinis CTvs. TT 2,385 (1,224-4,647) 0011 [ 530999
CCyvs. TT 3,379 (0,795-14,356) 0,099 ’
Dominantinis CT+CC vs. TT 2,490 (1,313-4,724) 0,005 | 228441
Recesyvinis CC vs. TT+AT 2,491 (0,601-10,325) 0209 | 234711
Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 2,182 (1,135-4,194) 0,019 | 230,833
Adityvinis T 2,122 (1,244-3,620) 0,006 | 228,556

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0125).

Siekiant jvertinti STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
ry$i su HA dydziu, atlikta genotipy ir aleliy analizé¢. Analizuojant STAT4
rs7574865 nustatyta, kad GG genotipas statistiSkai reikSmingai retesnis
makro HA grupéje, palyginti su referentine grupe (43,8 proc. vs. 58,5 proc.,
p=0,012) (3.3.8 lentelé).
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3.3.8 lentelé. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
varianty genotipy ir aleliy pasiskirstymas mikro arba makro HA ir
referentinéje grupése

Genotinas Mikro HA Makro HA Referentiné
Genas, VNV 'Pas, grupé, grupé, grupé, p
alelis
n (proc.) n (proc.) n (proc.)
STAT4 1510181656 CC 26 (52,0) 39 (43,8) 208 (58,3) 0,575%
CG 21 (42,0) 41 (46,1) 123 (34,5) 0,049%*
GG 3 (6,0) 9 (10,1) 26 (7,3)
I8 viso 50 (100) 89 (100) 357 (100)
C 73 (73,0) 119 (66,9) 539 (75,5) 0,589*
G 27 (37,0) 59 (33,1) 175 (25,5) 0,019%*
STATH4 157574865 GG 25 (50,0) 39 (43,8)! 209 (58,5)! 0,372%*
GT 22 (44,0) 40 (44,9) 121 (33,9) 0,042%*
TT 3 (6,0) 10 (11,2) 27 (7,6)
I8 viso 50 (100) 89 (100) 357 (100)
G 72 (72,0) 118 (66,3) 539 (75,5) 0,450*
T 28 (28,0) 60 (33,7) 175 (25,5) 0,013%*
STAT4 137601754 AA 40 (80,0) 77 (86,5) 270 (75,6) 0,413%*
AG 8 (16,0) 12 (13,5) 80 (22,4) 0,061**
GG 2 (4,0) 0(0,0) 7(2,0)
I8 viso 50 (100) 89 (100) 357 (100)
A 88 (88,0) 166 (93,3) 620 (86,8) 0,745*
G 12 (12,0) 12 (6,7) 94 (13,2) 0,018%*
STAT4 1510168266 CC 27 (54,0) 54 (60,7) 238 (66,7) 0,199%*
CT 21 (42,0) 29 (32,6) 106 (29,7) 0,334%*
TT 2 (4,0) 6 (6,7) 13 (3,6)
I8 viso 50 (100) 89 (100) 357 (100)
C 75 (75,0) 137 (77,0) 582 (81,5) 0,122%*
T 25 (25,0) 41 (23,0) 132 (18,5) 0,170%*

'p (GG vs. GT+TT) = 0,012; *mikro HA vs. Referentiné grupé; **makro HA vs. Referentiné grupé.
Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (o* = 0,0125).

Dvinarés logistinés regresijos analizés rezultatai, pritaikius Bonferroni
korekcija, statistiSkai reikSmingy rezultaty nenustatéme analizuojant mikro ar
makro HA ir referenting grupes (3.3.9 lentele).
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3.3.9 lentelé. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
dvinarés logistinés regresijos analizé mikro arba makro HA ir referentinés
grupés tiriamiesiems

Modelis | Genotipas/alelis |  GS@5proc.P) | p | AIK

Mikro HA

STAT4 1510181656

Kodominantinis CG vs. GG 1,366 (0,737-2,531) 0322 | 306,183
CC vs. GG 0,923 (0,261-3,263) 0,901

Dominantinis CG+CC vs. GG 1,289 (0,712-2,332) 0402 | 304,570

Recesyvinis CC vs. GG+CG 0,813 (0,237-2,790) 0,742 | 305,154

Virsdominantinis | CG vs. CC+GG 1,378 (0,754-2,517) 0297 | 304,199

Adityvinis G 1,132 (0,714-1,795) 0,59 | 304,99

STAT4 157574865

Kodominantinis GT vs. TT 1,520 (0,822-2,812) 0,182 | 305342
GG vs. TT 0,929 (0,263-3,284) 0,909

Dominantinis GT+GG vs. TT 1,412 (0,780-2,555) 0254 | 303,971

Recesyvinis GG vs. TT+GT 0,780 (0,228-2,673) 0,693 305,103

Virsdominantinis | GT vs. GG+TT 1,532 (0,841-2,792) 0,163 303,355

Adityvinis T 1,185 (0,752-1,867) 0464 | 304,743

STAT4 157601754

Kodominantinis AG vs. GG 0,675 (0,304-1,501) 0,335 305,567
AA vs. GG 1,929 (0,387-9,611) 0,423

Dominantinis AG+AA vs. GG 0,776 (0,372-1,616) 0498 | 304,791

Recesyvinis AA vs. GG+AG 2,083 (0,421-10320) | 0369 | 304,562

Viridominantinis | AG vs. AA+GG 0,660 (0,298-1,462) 0,305 304,138

Adityvinis G 0,903 (0,482-1,692) 0,751 305,166

STAT4 1510168266

Kodominantinis CTvs. TT 1,746 (0,945-3,228) 0,075 304,165
CCs. TT 1,356 (0,290-6,332) 0,698

Dominantinis CT+CC vs. TT 1,704 (0,937-3,098) 0,081 302,272

Recesyvinis CC vs. TT+AT 1,103 (0,241-5,036) 0,900 | 305253

Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 1,715 (0,936-3,142) 0,081 302,306

Adityvinis T 1,473 (0,899-2,413) 0,124 | 303,003

Makro HA

STAT4 1510181656

Kodominantinis CG vs. GG 1,778 (1,087-2,907) 0022 | 4433813
CC vs. GG 1,846 (0,804-4,241) 0,148

Dominantinis CG+CC vs. GG 1,790 (1,120-2,859) 0015 | 441,821

Recesyvinis CC vs. GG+CG 1,432 (0,646-3,176) 0377 | 447,060

Virsdominantinis | CG vs. CC+GG 1,625 (1,015-2,601) 0,043 | 443,756

Adityvinis G 1,499 (1,057-2,126) 0,023 | 442,756
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3.3.9 lentelés tesinys

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) p AIK

STAT4 157574865

Kodominantinis GTvs. TT 1,772 (1,080-2,905) 0,023 443,509
GGvs. TT 1,985 (0,890-4,426) 0,094

Dominantinis GT+GG vs. TT 1,810 (1,133-2,893) 0,013 441,584

Recesyvinis GG vs. TT+GT 1,547 (0,719-3,328) 0,264 446,626

Vir§dominantinis GT vs. GGHTT 1,592 (0,993-2,552) 0,053 444,112

Adityvinis T 1,523 (1,078-2,150) 0,017 442,212

STAT4 1s7601754

Kodominantinis AGvs. GG 0,526 (0,273-1,015) 0,055 442,585
AA vs. GG - -

Dominantinis AGtHAA vs. GG 0,484 (0,251-0,931) 0,030 442,465

Recesyvinis AA vs. GG+AG - - -

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,540 (0,280-1,041) 0,066 444,058

Adityvinis G 0,479 (0,256-0,896) 0,021 441,557

STAT4 110168266

Kodominantinis CTvs. TT 1,206 (0,727-2,000) 0,468 447,784
CCuvs. TT 2,034 (0,740-5,593) 0,169

Dominantinis CT+CCuvs. TT 1,296 (0,803-2,093) 0,288 446,689

Recesyvinis CCyvs. TT+AT 1,913 (0,706-5,182) 0,202 446,303

Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 1,144 (0,696-1,883) 0,595 447,524

Adityvinis T 1,309 (0,885-1,935) 0,178 446,037

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (o* = 0,0125).

Pasirinkty VNV genotipy ir aleliy dazniai buvo analizuojami HA grupése
su atkrycCiu/be jo bei referentingje grupéje. Nustatyta, kad STAT4 rs7574865
G alelis buvo statistiSkai reikSmingai retesnis HA grup¢je be atkrycio nei
referentinéje grupéje (66,8 proc. ir 75,5 proc., p = 0,012) (3.3.10 lentele).
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3.3.10 lentelée. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
varianty genotipy ir aleliy pasiskirstymas HA grupéje su atkryciu arba be jo
ir referentinéje grupéje

Genotina Referentiné | HA be atkrycio | HA su atkry¢iu
Genas, VNV enotipas, grupé, grupé, grupé, p
alelis
n (proc.) n (proc.) n (proc.)
STAT4 1510181656 | CC 208 (58,3) 48 (44,9) 17 (53,8) 0,050*
CG 123 (34,5) 49 (45,8) 13 (40,6) 0,780**
GG 26 (7,3) 10 (9,3 2 (6,3)
I§ viso 357 (100) 107 (100) 32 (100)
C 539 (75,5) 145 (67,8) 47 (73,4) 0,024*
G 175 (25,5) 69 (32,2) 17 (26,6) 0,715%*
STAT4 1rs7574865 GG 209 (58,5) 47 (43,9) 17 (53,8) 0,029*
GT 121 (33,9) 49 (45,8) 13 (40,6) 0,740**
TT 27 (7,6) 11 (10,3) 2 (6,3)
IS viso 357 (100) 107 (100) 32 (100)
G 539 (75,5) 143 (66,8) 47 (73,4) 0,012*
T 175 (25,5) 71 (33,2) 17 (26,6) 0,715%*
STAT4 1s7601754 AA 270 (75,6) 89 (83,2) 28 (87,5) 0,244*
AG 80 (22,4) 16 (15,0) 4 (12,5) 0,286**
GG 7(2,0) 2(1,9) 0(0,0)
I8 viso 357 (100) 107 (100) 32 (100)
A 620 (86,8) 194 (90,7) 60 (93,8) 0,135*
G 94 (13,2) 20 (9,3) 4(6,2) 0,110**
STAT4 1510168266 | CC 238 (66,7) 61 (57,0) 20 (62,5) 0,135*
CT 106 (29,7) 39 (36,4) 11 (34,4) 0,855%*
TT 13 (3,6) 7 (6,5) 13,1
I8 viso 357 (100) 107 (100) 32 (100)
C 0,044*
T 582 (81,5) 161 (75,2) 51(79,7) 0,719%*
132 (18,5) 53 (24,8) 13 (20,3)

* HA be atkrycio vs. Referentiné grupé; **HA su atkryc¢iu vs. Referentiné grupé. Bonferroni koreguotas
reikSmingumo lygmuo (a* = 0,0125).

Dvinarés logistinés regresijos analizés rezultatai parode, kad STAT4
157574865 GT+GG genotipai, palyginti su TT, yra susij¢ su 1,8 karto didesne
HA be atkry€io pasireiSkimo galimybe pagal dominantinj genetinj modelj
(GS =1,803; PI: 1,166-2,788; p = 0,008) (3.3.11 lentele).
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3.3.11 lentelé. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
dvinarés logistinés regresijos analizé HA be atkrycio arba su atkryciu ir
referentinés grupés tiriamiesiems

Modelis | Genotipas/alelis | GS@5proc.P) |  p | AIK

HA su atkryciu

STAT4 1510181656

Kodominantinis CGvs. GG 1,293(0,607-2,753) 0,505 224,666
CCvs. GG 0,941 (0,206-4,307) 0,938

Dominantinis CG+CCvs. GG 1,232 (0,596-2,544) 0,573 222,839

Recesyvinis CCvs. GG+CG 0,849 (0,192-3,751) 0,829 223,106

Virsdominantinis CG vs. CC+GG 1,302 (0,622-2,724) 0,484 222,672

Adityvinis G 1,107 (0,630-1,945) 0,723 223,031

STAT4 157574865

Kodominantinis GTvs. TT 1,321 (0,620-2,813) 0,471 224,563
GGvs. TT 0,911 (0,199-4,160) 0,904

Dominantinis GT+GGvs. TT 1,246 (0,603-2,574) 0,552 222,803

Recesyvinis GG vs. TT+GT 0,815 (0,185-3,594) 0,787 223,077

Virsdominantinis GT vs. GG+TT 1,334 (0,638-2793) 0,444 222,578

Adityvinis T 1,106 (0,632—-1,935) 0,725 223,032

STAT4 137601754

Kodominantinis AGvs. GG 0,482 (0,164-1,415) 0,184 221,879
AA vs. GG - -

Dominantinis AG+AA vs. GG 0,443 (0,151-1,299) 0,138 220,534

Recesyvinis AA vs. GG+AG - - -

Virsdominantinis AGvs. AA+GG 0,495 (0,169-1,452) 0,200 221,244

Adityvinis G 0,444 (0,158-1,247) 0,123 220,187

STAT4 1510168266

Kodominantinis CTvs. TT 1,235 (0,571-2,668) 0,591 224,848
CCvs. TT 0,915 (0,114-7,360) 0,934

Dominantinis CT+CCvs. TT 1,200 (0,568-2,537) 0,633 222,930

Recesyvinis CCuvs. TTHAT 0,854 (0,108-6,744) 0,881 223,131

Virsdominantinis CT vs. CC+TT 1,240 (0,578-2,663) 0,581 222,855

Adityvinis T 1,123 (0,595-2,119) 0,721 223,029

HA be atkrycio

STAT4 1510181656

Kodominantinis CGvs. GG 1,726 (1,094-2,724) 0,019 499,163
CCvs. GG 1,667 (0,753-3,687) 0,207

Dominantinis CG+CCvs. GG 1,716 (1,110-2,651) 0,015 497,170

Recesyvinis CCvs. GG+CG 1,312 (0,612-2,817) 0,485 502,654

Virsdominantinis CG vs. CC+GG 1,607 (1,037-2,492) 0,034 498,665

Adityvinis G 1,444 (1,040-2,0006) 0,028 498,392
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3.3.11 lentelés tesinys

Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) | P AIK

STAT4 157574865

Kodominantinis GTvs. TT 1,801 (1,138-2,848) 0,012 498,041
GGvs. TT 1,812 (0,840-3,909) 0,130

Dominantinis GT+GG vs. TT 1,803 (1,166-2,788) 0,008 496,041

Recesyvinis GG vs. TT+GT 1,400 (0,670-2,926) 0,370 502,354

Vir§dominantinis GT vs. GGHTT 1,648 (1,062-2,556) 0,026 498,197

Adityvinis T 1,495 (1,081-2,069) 0,015 497,314

STAT4 17601754

Kodominantinis AGvs. GG 0,607 (0,337-1,092) 0,096 502,143
AA vs. GG 0,860 (0,177—4,249) 0,860

Dominantinis AGt+AA vs. GG 0,628 (0,358-1,100) 0,104 500,311

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,952 (0,195-4,654) 0,952 503,120

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 0,609 (0,339-1,095) 0,097 500,175

Adityvinis G 0,689 (0,417-1,138) 0,146 500,854

STAT4 110168266

Kodominantinis CTvs. TT 1,436 (0,904-2,280) 0,125 501,282
CCuvs. TT 2,101 (0,804-5,492) 0,130

Dominantinis CT+CCuvs. TT 1,508 (0,970-2,345) 0,068 499,833

Recesyvinis CCvs. TT+AT 1,852 (0,720-4,768) 0,201 501,595

Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 1,358 (0,862-2,139) 0,187 501,407

Adityvinis T 1,442 (1,004-2,071) 0,047 499,283

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (o* = 0,0125).

Analizuojant HA aktyvumo ir invazyvumo sasajas su S7A74 VNV,
statistiSkai reikSmingy sasajy nenustatyta.

Buvo jvertinta STAT4 koncentracija kaujo serume HA ir referentin¢je
grupése. Analizé parodé, kad STAT4 serumo lygis HA grupéje buvo padi-
dejes, palyginti su referentine grupe (mediana (IQR): 1,434 (2,498) ng/ml,
palyginti su 0,352 (0,382) ng/ml, p <0,001) (3.3.1 pav.).
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p <0,001%

STAT4 koncentracija kraujo
serume (ng/ml)
D

Referentiné ' HA
Grupeé

3.3.1 pav. STAT4 koncentracija (ng/ml) kraujo serume HA

ir referentinéje grupése

*Buvo naudojamas Manno—Vitnio U testas.

STAT4 koncentracija kraujo serume palyginta tarp genotipy, tiriant
STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266. Analizé parode,
kad HA pacientams, turintiems S7TA74 rs10181656 CC genotipg, serumo
koncentracija buvo didesné, palyginti su referentinés grupés tiriamaisiais (CC
genotipas: mediana (IQR): 1,645 (3,873) ir 0,532 (0,435), p = 0,004)
(3.3.2 pav.).
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CcC CG GG
STAT4rs10181656

Grupé: mReferentiné mWHA

3.3.2 pav. HA ir referentinés grupés STAT4 koncentracija kraujo serume
(ng/ml), palyginti tarp STAT4 rs10181656 genotipy

Bonferroni koreguotas reik§Smingumo lygmuo (a* = 0,0125).
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PanasSus rezultatai gauti analizuojant HA pacienty serumo lygius su
STAT4 rs7574865: pacientams, turintiems GG genotipg, nustatyta didesné
koncentracija kraujo serume, palyginti su referentinés grupés tiriamaisiais
(GG genotipas: mediana (IQR): 1,675 (0,435) ir 0,532 (0,435), p = 0,003
(3.3.3 pav.).
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CcC CG GG
STAT4rs7574865

Grupé: [mReferentiné mHA

3.3.3 pav. HA ir referentinés grupés STAT4 koncentracija kraujo serume
(ng/ml), palyginti tarp STAT4 rs7574865 genotipy

Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0125).

HA pacientams, turintiems STAT4 rs7601754 AA genotipa, STAT4
koncentracija kraujo serume buvo didesné, palyginti su referentinés grupés
tiriamaisiais (mediana (IQR): 1,702 (3,301) ir 0,352 (0,362), p < 0,001)
(3.3.4 pav.).
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Grupé: mReferentiné EHA
3.3.4 pav. HA ir referentinés grupés STAT4 koncentracija kraujo serume
(ng/ml), palyginti tarp STAT4 rs7601754 genotipy
Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0125).

HA pacientams, turintiems S7A74 rs10168266 CC genotipa, buvo nusta-
tyta didesné STAT4 koncentracija kraujo serume, palyginti su referentinés
grupés tiriamaisiais (CC genotipas: mediana (IQR): 1,573 (3,981) ir 0,326
(0,459), p = 0,004 (3.3.5 pav.).
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Grupé: mReferentiné mWHA

3.3.5 pav. HA ir referentinés grupés STAT4 koncentracija kraujo serume
(ng/ml), palyginti tarp STAT4 rs10168266 genotipy

Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0125).
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Atlikome STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
haplotipy asociacijos analize. Tarp tirty VNV nustatytas porinés sankibos
disbalansas (LD). Apskai¢iuotas nuokrypis tarp prognozuojamo haplotipo
daznio ir stebimo daznio (D') bei jvertintas koreliacijos koeficiento kvadratas
(r?) (3.3.12 lentelg).

3.3.12 lentelé. Sankibos disbalansas tarp STAT4 rs10181656, rs7574865,
rs7601754 ir rs10168266 varianty pacientams, sergantiems HA

VNV-VNV D' r’ p
rs10181656-rs7574865 0,979 0,949 < 0,001
rs10181656-rs7601754 0,918 0,041 < 0,001
rs10181656-rs10168266 0,796 0,443 < 0,001
1s7574865-1s7601754 0,920 0,041 < 0,001
1s7574865-1s10168266 0,827 0,473 < 0,001
1s7601754-rs10168266 0,863 0,025 < 0,001

VNV — vieno nukleotido variantas; D' — deviacija tarp laukiamo haplotipy daznio ir stebimo daznio;
1? — haplotipy daznio koreliacijos koeficiento kvadratas. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo
(a* =0,0125).

Taip pat analizavome haplotipy daznius, taciau analiz¢ statistiSkai reiks-
mingy rezultaty neparodé (3.3.13 lentel¢).

3.3.13 lentelé. STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
haplotipy rysys HA

Daznis

Haplo| STAT4 | STAT4 | STAT4 | STAT4 — Gs

tipas |rs10181656| rs7574865 | rs7601754 |rs10168266] HA | Referen- | (95 pyoc pry| P

grupe (tiné grupe

1 C G A C 56,87 | 59,73 1 -
1,310

2 G T A T 1982|1592 | 60571 gog)| 160
0,670

3 C G G C 827 | 1291 | 410.1.080)| ©100
1,370

4 G T A C 1075 | 817 | 6555 20 | 0200
1,270

5 C G A T 284 | 231 | 5063.230)| 0610

GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinumo intervalas. Bonferroni koreguotas reikSmingumo
lygmuo (a* = 0,0125).
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3.4. Ketvirasis tyrimas

SSTR2 rs2236750, SSTRS5 rs34037914 ir AIP rs267606574 vieno
nukleotido varianty ir baltymy sasajos su HA pasireiSkimu ir naviko
proliferaciniu aktyvumu, vertinamu pagal Ki-67 proliferacijos
indeksg

Tyrime dalyvavo 400 tiriamyjy, suskirstyty i referenting grupg (n = 272)
ir pacienty, serganciy HA, grupe (n = 128). Nors bendrg $io darbo imtj sudaré
507 tiriamieji, atskiruose tyrimuose analizuoty tiriamyjy skaicius skyrési. |
Sig analize buvo jtraukti tik tie méginiai, kuriems buvo prieinami genetiniai
duomenys ir patikimai jvertintas Ki-67 proliferacijos indeksas, todel dalis
méginiy nebuvo jtraukti dél trukstamy histologiniy duomeny ar techniniy
analizés apribojimy.

Referentiné grupé buvo pakoreguota pagal lytj ir amziy, kad atitikty HA
grupés demografinius rodiklius (p reikSmes atitinkamai 0,077 ir 0,821). Visy
tyrimo dalyviy demografiné informacija pateikta 3.4.1 lentel¢je, kurioje
pateikiama i§sami abiejy grupiy charakteristiky apzvalga.

3.4.1 lentelé. Demografinés ketvirtojo tyrimo charakteristikos

. . Grupé
Charakteristikos . p
HA Referentiné

Lot Vyrai, n (proc.) 52 (40,6) 86 (31,6) 0,077*

is

v Moterys, n (proc.) 76 (59,4) 186 (68.,4)

AmzZiaus mediana (IQR) 54,4 (20,5) 54.5 (20) 0,821%*
Atkrytis:

HA su atkry¢iu/HA be atkry¢io 88/39 B B
Invazyvumas:

Invazyvi HA/Neinvazyvi HA 81/46 B B
Dydis:

Mikro HA/Makro HA 49778 B B
Ki-67:

<1 proc. 61/66 _ _

1 proc.

> 1 proc.

*Buvo naudojamas Pearsono chi kvadrato testas; **Buvo naudojamas Stjudento T testas; HA —
hipofizés adenoma; IQR — interkvartilinis plotis; p — reikSmingumo lygmuo (a = 0,05).

Tiriamyjy grupése buvo analizuojami Siy VNV SSTR2 rs2236750,
SSTRS5 1534037914 ir AIP rs267606574 genotipy ir aleliy dazniai. Taciau
statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp pacienty, serganc¢iy HA, ir referentinés
grupés genotipy ir aleliy pasiskirstymo nenustatyta (3.4.2 lentel¢).
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3.4.2 lentelé. Vieno nukleotido varianty genotipy ir aleliy pasiskirstymas HA
ir referentinéje grupése

Genas, VNV Genoti'pas, HA grupé, Referentiné grupé, p
alelis n (proc.) n (proc.)
SSTR2 rs2236750 AA 43 (33,6) 118 (43,4) 0,125
AG 73 (57,0) 126 (46,3)
GG 12 (9,4) 28 (10,3)
I§ viso 128 (100) 272 (100)
A 159 (62,1) 362 (66,5) 0,220
G 97 (37,9) 182 (33,5)
SSTR5 1rs34037914 | CC 114 (89,1) 238 (87,5) 0,322
CT 12 (9,4) 33 (12,1)
TT 2 (1,6) 1(0,4)
I§ viso 128 (100) 272 (100)
C 240 (93,8) 509 (93,6) 0,921
T 16 (6,2) 35(6,4)
AIP 15267606574 TAC 128 (100) 272 (100) 1,000
I§ viso 128 (100) 272 (100)
T 128 (33,3) 272 (33,3) 1,000
A 128 (33,3) 272 (33,3)
C 128 (33,3) 272 (33,3)

Hardy-Weinbergo pusiausvyros désnio (HWE) rezultatai parode, kad
referentinés grupés SSTR2 rs2236750 ir SSTRS rs34037914 genotipy pasi-
skirstymas nenukrypo nuo HWE (p > 0,05). Tac¢iau nustatéme, kad AIP
rs267606574 turi tik vieng genotipg bei neatitinka HWE (3.4.3 lentel¢). Atsi-
zvelgdami j Siuos rezultatus, §§ VNV iS tolesnés analizes pasalinome.

3.4.3 lentelé. Hardy-Weinbergo pusiausvyros analizé referentinéje grupéje

Genas ir VNV Aleliy pasiskirstymas Genotipy pasiskirstymas p
SSTR2 152236750 0,67 A 033G 28/126/118 0,505
SSTRS5 1rs34037914 0,94 C 0,06 T 1/33/238 0,899
AIP 15267606574 - - 0/0/272 -

VNV —vieno nukleotido variantas; p — reik§mingumo lygmuo (a = 0,05).

Dvinarés logistinés regresijos analiz¢ parode¢, kad SSTR2 rs2236750 AG
genotipas, palyginti su AA, ir AG, bei AG palyginti su AA+GG, yra susij¢s
su mazdaug 1,6 karto didesne HA pasireiSkimo galimybe pagal kodomi-
nanatij ir overdominantinj genetinius modelius (GS = 1,602; PI: 1,015-2,527;
p = 0,043; GS = 1,550; PI: 1,013-2,373; p = 0,044, atitinkamai); taciau
pritaikius Bonferroni korekcija Sios sasajos neisliko statistisSkai reik§mingos
(a*=0,05/3=0,0167) (3.4.4 lentele).

&3



3.4.4 lentelé. SSTR?2 rs2236750 ir SSTRS rs34037914 dvinarés logistinés
regresijos analizé pacientams, sergantiems HA, ir referentinés grupés

tiriamiesiems
Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) p AIK

SSTR2 rs2236750

Kodominantinis AGvs. AA 1,602 (1,015-2,527) 0,043 498,138
GG vs. AA 1,170 (0,543-2,522) 0,688

Dominantinis AG+GG vs. AA 1,524 (0,980-2,371) 0,062 496,848

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,890 (0,435-1,822) 0,749 500,300

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 1,550 (1,013-2,373) 0,044 496,298

Adityvinis G 1,241 (0,892-1,725) 0,200 498,760

SSTR5 rs34037914

Kodominantinis CTvs. CC 0,781 (0,387-1,576) 0,490 500,343
TT vs. CC 4,348 (0,384-49,187) 0,235

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,887 (0,456-1,725) 0,724 500,277

Recesyvinis TT vs. CC+CT 4,447 (0,393-50,299) 0,228 498,834

Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 0,772 (0,383-1,557) 0,470 499,865

Adityvinis T 0,999 (0,550-1,814) 0,997 500,404

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0167).

Analizuojant tiriamyjy genotipy ir aleliy daZnius, atskirai jvertinus
motery ir vyry grupes, statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta — nei
motery (3.4.5 lentelé), nei vyry grupése (3.4.7 lentele).

3.4.5 lentelé. SSTR2 rs2236750 ir SSTRS rs34037914 genotipy ir aleliy
dazniy pasiskirstymas HA ir referentinéje grupés moterims

Genas, VNV Genotl.pas, HA grupés moterys, Referentinés grupés p
alelis n (proc.) moterys, n (proc.)

SSTR2 152236750 | AA 24 (31,6) 82 (44,1) 0,171
AG 44 (57,9) 87 (46,8)
GG 8 (10,5) 17 (9,1)
I viso 76 (100) 186 (100)
A 92 (60,5) 251 (67,5) 0,129
G 60 (39,5) 121 (32,5)

SSTRS5 1534037914 | CC 64 (84,2) 163 (87,6) 0,082
CT 10 (13,2) 23 (12,4)
TT 2(2,6) 0(0)
IS viso 76 (100) 186 (100)
C 138 (90,8) 349 (93,8) 0,219
T 14 (9,2) 23 (6,2)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (o* = 0,0167).
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Dvinarés logistinés regresijos analize, atlikta atskirai motery ir vyry
grupése, statistiSkai reikSmingy ry$iy tarp pasirinkty VNV ir HA neatskleide
(3.4.6 ir 3.4.8 lentelés).

3.4.6 lentelé. SSTR?2 rs2236750 ir SSTRS rs34037914 dvinarés logistinés
regresijos analizé pacientams, sergantiems HA, ir referentinés grupés

moterims

Modelis | Genotipas /alelis |  GS(95proc.P) |  p AIK

SSTR? 152236750

Kodominantinis AG vs. AA 1,722 (0,962-3,083) 0,067 315,898
GG vs. AA 1,600 (0,615-4,164) 0,335

Dominantinis AG+GG vs. AA 1,702 (0,968-2,993) 0,065 313,923

Recesyvinis AA vs. GG+AG 1,165 (0,480-2,828) 0,735 317,324

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 1,560 (0,910-2,675) 0,106 314,796

Adityvinis G 1,402 (0,923-2,131) 0,114 314,927

SSTRS 1534037914

Kodominantinis CTvs. CC 1,117 (0,502-2,486) 0,786 314,452
TT vs. CC - -

Dominantinis CT+TT vs. CC 1,345 (0,630-2,869) 0,444 316,864

Recesyvinis TT vs. CC+CT - - -

Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 1,088 (0,490-2,420) 0,835 317,394

Adityvinis T 1,526 (0,771-3,023) 0,225 316,008

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike

informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (a* = 0,0167).

3.4.7 lentelé. SSTR2 rs2236750 ir SSTRS rs34037914 genotipy ir aleliy
dazniy pasiskirstymas HA ir referentinéje grupés vyrams

Genas, VNV Genotl'pas, HA grupés vyrai, Referel.ltmes grupés p
alelis n (proc.) vyrai, n (proc.)

SSTR2 152236750 AA 19 (36,5) 36 (41,9) 0,423
AG 29 (55,8) 39 (45.3)
GG 4(7,7) 11 (12,8)
I8 viso 52 (100) 86 (100)
A 67 (64,4) 111 (64,5) 0,984
G 37 (35,6) 61 (35,5)

SSTR5 1s34037914 | CC 50 (96,2) 75 (87,2) 0,207
CT 2(3,8) 10 (11,6)
TT 0(0) 1(1,2)
I8 viso 52 (100) 86 (100)
C 102 (98,1) 160 (93) 0,063
T 2(1,9) 12 (7)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (o* = 0,0167).
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3.4.8 lentelé. SSTR?2 rs2236750 ir SSTRS rs34037914 dvinarés logistinés
regresijos analizé pacientams, sergantiems HA, ir referentinés grupés

vyrams
Modelis | Genotipas /alelis | GS(95proc.P) | p AIK

SSTR? 152236750

Kodominantinis AG vs. AA 1,449 (0,690-3,044) | 0,327 184,776
GG vs. AA 0,736 (0,202-2,685) | 0,643

Dominantinis AG+GG vs. AA 1,305 (0,635-2,682) | 0,468 183,976

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,591 (0,176-1,990) | 0,396 183,743

Virsdominantinis | AG vs. AATGG 1,544 (0,770-3,096) | 0,221 182,996

Adityvinis G 1,039 (0,605-1,786) | 0,889 184,486

SSTRS 1534037914

Kodominantinis CT vs. CC 0,295 (0,062-1,408) | 0,126 182,751
TT vs. CC - -

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,271 (0,058-1278) | 0,099 181,054

Recesyvinis TT vs. CC+CT - - -

Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 0,298 (0,062-1,422) | 0,129 181,656

Adityvinis T 0,279 (0,062-1267) | 0,098 180,844

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0167).

SSTR2 12236750 ir SSTRS5 1s34037914 vieno nukleotido variantai buvo
analizuojami siekiant jvertinti jy ry§j su HA atkryCiu. Analizuojant SSTR2
152236750, nustatyta, kad AA genotipas statistiSkai reikSmingai retesnis HA
su atkryCiu grupé¢je, palyginti su referentine grupe (25,6 proc. vs. 43,3 proc.,
p=0,035), o AG genotipas statistiSkai reikSmingai daznesnis HA su atkry¢iu
grupgje, palyginti su referentine grupe (64,1 proc. vs. 46,3 proc., p = 0,038);
pritaikius Bonferroni korekcija Sios sasajos neisliko statistiSkai reik§mingos
(a*=0,0167) (3.4.9 lentel¢).
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3.4.9 lentelé. SSTR2 rs2236750, SSTRS rs34037914 genotipy ir aleliy pasi-
skirstymas HA grupéje su atkryciu arba be jo ir referentinéje grupéje

Referentiné HA su HA be
Genas, VNV Genotl.pas, erupé, atkryc'lu p atkryc'lo p
alelis n (proc.) grupe, grupe,
proc. n (proc.) n (proc.)
SSTR2 152236750 | AA 118 (43,4)! 10 (25,6)! 0,089 33 (37,1) 0,459
AG 126 (46,3)? 25 (64,1)? 48 (53,9)
GG 28 (10,3) 4(10,3) 8(9,0)
I§ viso 272 (100) 39 (100) 89 (100)
A 362 (66,5) 45 (57,7) 0,124 114 (64,0) 0,541
G 182 (33,5) 33 (42,3) 64 (36,0)
SSTR5 1534037914 | CC 238 (87,5) 35(89,7) 0,876 79 (88,8) 0,179
CT 33 (12,1) 4(10,3) 8(9,0)
TT 1(0,4) 0(0,0) 2(2,2)
I§ viso 272 (100) 39 (100) 89 (100)
C 509 (93,6) 74 (94,9) 0,656 166 (93,3) 0,885
T 35(6,4) 4 (5,1) 12 (6,7)

'p (AA vs. AG+GG) = 0,035; ?p (AA vs. AG+GG) = 0,038. Bonferroni koreguotas reik§mingumo
lygmuo (a* = 0,0167).

Dvinarés logistinés regresijos analizé atlikta pacientams, sergantiems
HA su atkry¢iu arba be jo, taip pat referentinei grupei. Rezultatai atskleidé
Sias sgsajas: SSTR2 rs2236750 AA+AG genotipai, palyginti su AA, pagal
patikimiausia dominantinj genetinj modelj (atrinktag pagal maziausiag AIK
verte), yra susij¢ su 2,2 karto didesne HA su atkryc¢io pasireiskimo galimybe
(GS =2,222; 95 proc. PI: 1,042-4,741; p = 0,039); po Bonferroni korekcijos
reik§mingumas neisliko (a* = 0,0167). Taciau analizuojant HA su atkryciu ir
SSTRS rs34037914 sasajas, statistiSkai reikSmingy rezultaty negauta. Be to,
statistiSkai reikSmingy rezultaty tarp HA be atkryCio ir SSTR2 rs2236750,
SSTRS 1s34037914 nenustatyta (3.4.10 lentele).
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3.4.10 lentelé. SSTR2 rs2236750, SSTRS5 rs34037914 dvinarés logistinés
regresijos analizé HA be atkrycio arba su atkryciu ir referentinés grupés

tiriamiesiems
Modelis | Genotipas / alelis | GS (95 proc. PI) p | AIK

HA su atkryciu

SSTR2 rs2236750

Kodominantinis AGvs. AA 2,341 (1,078-5,083) 0,031 233,831
GG vs. AA 1,686 (0,492-5,770) 0,406

Dominantinis AG+GG vs. AA 2,222 (1,042-4,741) 0,039 232,174

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,996 (0,330-3,010) 0,994 236,837

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 2,069 (1,031-4,151) 0,041 232,481

Adityvinis G 1,508 (0,908-2,505) 0,113 234,339

SSTR5 rs34037914

Kodominantinis CTvs. CC 0,824 (0,275-2,468) 0,126 238,444
TT vs. CC - -

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,300 (0,268-2,392) 0,690 236,670

Recesyvinis TT vs. CC+CT - - 236,569

Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 0,828 (0,276-2,478) 0,735 236,718

Adityvinis T 0,784 (0,269-2,282) 0,655 236,626

HA be atkrycio

SSTR2 rs2236750

Kodominantinis AGvs. AA 1,362 (0,818-32,267) 0,234 405,679
GG vs. AA 1,022 (0,426-2,452) 0,962

Dominantinis AG+GG vs. AA 1,300 (0,795-2,128) 0,296 405,132

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,861 (0,377-1,964) 0,721 405,106

Vir§dominantinis AG vs. AA+GG 1,357 (0,839-2,193) 0,213 404,681

Adityvinis G 1,127 (0,779-1,628) 0,526 404,836

SSTR5 rs34037914

Kodominantinis CTvs. CC 0,730 (0,324-1,647) 0,449 404,262
TT vs. CC 6,025 (0,539-67,348) 0,145

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,886 (0,419-1,875) 0,752 405,135

Recesyvinis TT vs. CC+CT 6,230 (0,558-69,542) 0,137 404,864

Vir§dominantinis CT vs. CC+TT 0,715 (0,317-1,612) 0,419 406,547

Adityvinis T 1,048 (0,543-2,021) 0,389 405,217

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus; Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (a* = 0,0167).

Buvo analizuojami vieno nukleotido variantai SSTR2 rs2236750 ir SSTRS
1s34037914, siekiant jvertinti jy sasajas su HA aktyvumu. Taciau statistiSkai
reik§Smingy rezultaty tarp aktyvios HA ir referentinés grupés, taip pat tarp
neaktyvios HA ir referentinés grupés nenustatyta (3.4.11 lentele).
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3.4.11 lentelé. SSTR2 rs2236750, SSTRS rs34037914 genotipy ir aleliy
pasiskirstymas aktyvios arba neaktyvios HA grupéje ir referentinéje grupéje

Genotipas Referentiné | Aktyvios HA Neaktyvios
Genas, VNV 'Pas, grupeé, grupeé, p HA grupé, p
alelis
n (proc.) n (proc.) n (proc.)

SSTR2 152236750 | AA 118 (43,4) 18 (30,0) 0,133 25 (36,8) 0,490
AG 126 (46,3) 36 (60,0) 37 (54,4)
GG 28 (10,3) 6 (10,0) 6(8.,8)
I8 viso 272 (100) 60 (100) 68 (100)
A 362 (66,5) 72 (60,0) 0,173 87 (64,0) 0,571
G 182 (33,5) 48 (40,0) 49 (36,0)

SSTR5 1rs34037914 | CC 238 (87,5) 52 (86,7) 0,083 62 (91,2) 0,653
CT 33 (12,1) 6 (10,0) 6 (8,8)
TT 1(0,4) 2 (3,3) 0(0,0)
I8 viso 272 (100) 60 (100) 68 (100)
C 509 (93,6) 110 (91,7) 0,454 130 (95,6) 0,376
T 35(6,4) 10 (8,3) 6(4,4)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (o* = 0,0167).

Dvinarés logistinés regresijos analizé¢ buvo atlikta siekiant jvertinti HA
aktyvumo sgsajas su pasirinktais VNV. Rezultatai parode, kad SSTR2
152236750 AG genotipas, palyginti su AA, pagal kodominantinj genetinj
modelj buvo susijes su beveik 1,9 karto didesne aktyvios HA pasireiSkimo
galimybe (GS = 1,873; 95 proc. PI: 1,009-3,478; p = 0,047); taciau pritaikius
Bonferroni korekcijg $is rySys neisliko statistiskai reikSmingas (a* = 0,0167).
Tuo tarpu analizuojant aktyvios HA ir SSTRS rs34037914 rys], statistiskai
reikSmingy rezultaty nenustatyta. Be to, reikSmingy sasajy tarp neaktyvios
HA ir SSTR2 rs2236750 ar SSTRS5 rs34037914 taip pat nebuvo gauta (3.4.12
lentelé).
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3.4.12 lentelé. SSTR2 rs2236750, SSTRS5 rs34037914 dvinarés logistinés
regresijos analizé aktyvios arba neaktyvios HA ir referentinés grupés tiria-

miesiems
Modelis | Genotipas/alelis |  GS (95 proc. PI) p AIK

Aktyvi HA

SSTR2 12236750

Kodominantinis AG vs. AA 1,873 (1,009-3,478) 0,047 313,620
GG vs. AA 1,405 (0,511-3,863) 0,510

Dominantinis AG+HGG vs. AA 1,788 (0,979-3,264) 0,059 311,982

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,968 (0,382-2,453) 0,946 315,727

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 1,738 (0,984-3,070) 0,057 312,037

Adityvinis G 1,360 (0,888-2,084) 0,157 313,742

SSTRS5 1s34037914

Kodominantinis CTvs. CC 0,832 (0,332-2,088) 0,696 314,107
TT vs. CC 9,154 (0,815-102,854) 0,073

Dominantinis CT+TT vs. CC 1,077 (0,471-2,461) 0,861 315,701

Recesyvinis TT vs. CC+CT 9,345 (0,833-104,791) 0,070 312,265

Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 0,805 (0,321-2,016) 0,643 315,508

Adityvinis T 1,297 (0,640-2,628) 0,470 315,234

Neaktyvi HA

SSTR2 12236750

Kodominantinis AG vs. AA 1,386 (0,787-2,441) 0,258 342,848
GG vs. AA 1,011 (0,379-2,699) 0,982

Dominantinis AGHGG vs. AA 1,318 (0,762-2,280) 0,324 339,286

Recesyvinis AA vs. GG+AG 0,843 (0,334-2,126) 0,718 342,139

Virsdominantinis | AG vs. AA+GG 1,383 (0,811-2,358) 0,233 340,848

Adityvinis G 1,130 (0,752-1,699) 0,557 341,931

SSTRS5 1s34037914

Kodominantinis CTvs. CC 0,698 (0,280—1,740) 0,440 343,191
TT vs. CC - —

Dominantinis CT+TT vs. CC 0,677 (0,272-1,686) 0,402 341,521

Recesyvinis TT vs. CC+CT - — —

Virsdominantinis | CT vs. CC+TT 0,701 (0,281-1,748) 0,446 341,653

Adityvinis T 0,668 (0,274-1,631) 0,376 341,421

HA — hipofizés adenoma; GS — galimybiy santykis; PI — pasikliautinasis intervalas; AIK — Akaike
informacijos kriterijus. Bonferroni koreguotas reik§mingumo lygmuo (a* = 0,0167).

HA pacienty ir referentinés grupés tiriamyjy SSTR2 koncentracija kraujo
serume buvo jvertinta, taCiau statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp grupiy
nenustatyta (vidurkis (standartinis nuokrypis): 9,401 (4,280) ng/ml, palyginti
su 9,078 (3,627) pg/ml, p = 0,716) (3.4.1 pav.).
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3.4.1 pav. SSTR?2 koncentracija kraujo serume (pg/ml) HA
ir referentinése grupése

*Buvo taikytas Stjudento T testas.

HA pacienty ir referentinés grupés tiriamyjy SSTRS koncentracija kraujo
serume buvo jvertinta, taCiau statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp grupiy
nenustatyta (mediana (IQR): 0,194 (0,297) ng/ml vs. 0,251 (0,538) ng/ml;
p=0,355) (3.4.2 pav.).
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3.4.2 pav. SSTRS koncentracija kraujo serume (pg/ml) HA
ir referentinése grupése

*Buvo taikytas Manno—Vitnio U testas.
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HA pacienty ir referentinés grupés tiriamyjy AIP koncentracija kraujo
serume buvo jvertinta, taCiau statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp grupiy
nenustatyta (mediana (IQR): 0,232 (0,089) ng/ml vs. 0,241 (0,059) ng/ml;
p=0,202) (3.4.3 pav.).
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o

0,0 — :
Referentiné HA

Grupé
3.4.3 pav. AIP koncentracija kraujo serume (ng/ml) HA
ir referentinése grupése

*Buvo taikytas Manno—Vitnio U testas.

SSTR2 koncentracija kraujo serume statistiSkai reikSmingai nesiskyré tarp
HA ir referentinés grupés motery (vidurkis (SN): 9159,36 (4819,88) pg/ml
vs. 9501,08 (3581,27) pg/ml; p = 0,778) bei vyry (vidurkis (SN): 9643,05
(3797,57) pg/ml vs. 8004,66 (3660,49) pg/ml; p = 0,122) (3.4.13 lentel¢).

3.4.13 lentelé. SSTR? koncentracijos kraujo serume palyginimas HA pacien-
tams ir referentinés grupés dalyviams pagal lytj

Lytis Koncentracija kraujo serume (pg/ml) p
HA grupé vidurkis (SN) | Referentiné grupé vidurkis (SN)
SSTR2
Vyrai 9643,05 (3797,57) 8004,66 (3660,49) 0,122
Moterys 9159,36 (4819,88) 9501,08 (3581,27) 0,778

SSTRS koncentracija kraujo serume statistiSkai reikSmingai nesiskyré
tarp HA ir referentinés grupés motery (mediana (IQR): 197,56 (396,82) pg/ml
vs. 255,09 (746,07) pg/ml; p = 0,675) bei vyry (mediana (IQR): 190,75
(209,98) pg/ml vs. 247,74 (201,46) pg/ml; p = 0,490) (3.4.14 lentele).
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3.4.14 lentelé. SSTRS koncentracijos kraujo serume palyginimas HA pacien-
tams ir referentinés grupés dalyviams pagal lytj

Lytis Koncentracija kraujo serume (pg/ml) p
HA grupé vidurkis (SN) | Referentiné grupé vidurkis (SN)
SSTRS
Vyrai 190,75 (209,98) 247,74 (201,46) 0,490
Moterys 197,56 (396,82) 255,09 (746,07) 0,675

AIP koncentracija kraujo serume statistiSkai reikSmingai nesiskyré tarp
HA ir referentinés grupés motery (mediana (IQR): 0,250 (0,121) ng/ml vs.
0,246 (0,056) ng/ml; p = 0,943) bei vyry (vidurkis (SN): 0,242 (0,055) ng/ml
vs. 0,303 (0,130) ng/ml; p = 0,149) (3.4.15 lentele).

3.4.15 lentelé. AIP koncentracijos kraujo serume palyginimas HA pacien-
tams ir referentinés grupés tiriamiesiems pagal lytj

Lytis Koncentracija kraujo serume (ng/ml) p
HA grupé vidurkis (SN) | Referentiné grupé vidurkis (SN)
AIP
Vyrai 0,242 (0,055) 0,303 (0,130) 0,149
Moterys 0,250 (0,121) 0,246 (0,056) 0,943

Buvo istirti 79 HA audiniy méginiai, i§ kuriy Ki—67 PI jvertintas 41
moteriai (51,9 proc.) ir 38 vyrams (48,1 proc.). Rezultatai parod¢, kad Ki—67
PI reikSmingai nesiskyré tarp motery ir vyry (p = 0,301). Imunohistocheminis
Ki—67 tyrimas atskleidé, kad Ki—67 PI < 1 proc. nustatytas 67,1 proc. HA
pacienty, Ki—67 PI = 1 proc. — 13,9 proc., o Ki—67 PI > 1 proc. — 19,0 proc.
pacienty. Tolimesné analiz¢ parodé¢, kad statistiSkai reikSmingy skirtumy
nenustatyta atsizvelgiant | naviko invazyvuma (p = 0,717) (3.4.16 lentel¢),
atkryti (p = 0,843) (3.4.17 lentel¢), aktyvuma (p = 0,378) (3.4.18 lentel¢) ar
dydj (p =0,492) (3.4.19 lentele).

Analizuojant Ki—67 PI kartu su pasirinktais VNV (SSTR2 rs2236750,
SSTR5 1534037914, AIP rs267606574) statistiskai reikSmingy rezultaty nenu-
statéme (3.4.20 lentelé).

3.4.16 lentelé. Ki-67 Zyméjimo indeksas atsizvelgiant § HA invazyvumg

Ki-67 P1
Invazyvumas p
<1 proc. 1 proc. > 1 proc.
Neinvazyvi HA, n =22 (27,8 proc.) 16 (72,7 proc.) | 2 (9,1 proc.) 4 (18,2 proc.) 0717
Invazyvi HA, n = 57 (72,2 proc.) 37 (64,9 proc.) | 9 (15,8 proc.) | 11 (19,3 proc.) ’
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3.4.17 lentelé. Ki-67 Zyméjimo indeksas atsizvelgiant | HA atkycio pasi-

reiskimg
. Ki-67 PI
Atkrytis p
<1 proc. 1 proc. > 1 proc.
HA be atkry¢io, n =56 (70,9 proc.) 38 (67,9 proc.) | 7 (12,5 proc.) | 11 (19,6 proc.) 0.843
HA su atkry¢iu, n =23 (29,1 proc.) 15 (62,2 proc.) | 4 (17,4 proc.) | 4 (17,4 proc.) ’
3.4.18 lentelé. Ki-67 Zyméjimo indeksas atsizvelgiant | HA aktyvumg
Ki-67 PI
Aktyvumas p
<1 proc. 1 proc. > 1 proc.
Aktyvi HA, n =44 (55,7 proc.) 31 (70,5 proc.) | 4 (9,1 proc.) 9 (20,5 proc.) 0378
Neaktyvi HA, n = 35 (44,3 proc.) 122 (62,9 proc.)| 7(20,0 proc.) | 6 (17,1 proc.) ’
3.4.19 lentelé. Ki-67 Zyméjimo indeksas atsizvelgiant j HA dydj
. Ki-67 PI
Dydis p
<1 proc. 1 proc. > 1 proc.
Micro PA, n=31 (39,2 proc.) 23 (74,2 proc.) | 4 (12,9 proc.) | 4 (19,9 proc.) 0.492
Macro PA, n =48 (60,8 proc.) 30 (62,2 proc.) | 7 (14,6 proc.) | 11 (22,9 proc.) ’

3.4.20 lentelé. Ki-67 Zyméjimo indekso sqsajos su pasirinktais VNV (SSTR2
r$2236750, SSTRS5 rs34037914, AIP rs267606574)

i Ki-67 PI
Genas, VNV Genotl.pas, p
alelis <1 proc. 1 proc. > 1 proc.

SSTR2 152236750 | AA 20 37,7) 5 (45,5) 4(26,7) 0,636
AG 27 (50,9) 4(36.4) 10 (66,7)
GG 6(11,3) 2(182) 1(6,7)
I viso 53 (100) 11(100) 15 (100)
A 67 (63.2) 14 (62,6) 18(60,0) | 0,945
G 39 (36.8) 8 (36,4) 12 (40,0)

SSTR5 1534037914 | CC 47 (88,7) 9 (81,8) 15(100) | 0,087
CT 6(11,3) 19,1) 0(0,0)
T 0(0,0) 19.1) 0(0,0)
I viso 53 (100) 11 (100) 15 (100)
C 100 (93,6) 19 (36.4) 30(100) | 0275
T 6 (6:4) 3 (13,6) 0(0)

Bonferroni koreguotas reikSmingumo lygmuo (a* = 0,0167).
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4. REZULTATU APTARIMAS

TERC, TEPI, TERT genu VNV ir SLTI sasajos su hipofizés adenoma
bei su hipofizés adenomos aktyvumu, invazyvumu, atkryciu ir
dydziu

Pirmajame tyrime buvo analizuojami TEPI rs1760904, rs1713418,
TERC 1312696304, 1s35073794, TERT 152736098 ir rs401681 bei SLTI. Kiek
zinoma, iki Siol nebuvo atlikta tyrimy, nagringjusiy $iy geny varianty sasajas
su HA pasireiskimu, invazyvumu, aktyvumu ar atkry¢iu. Genetiniai veiks-
niai, modifikuojantys telomery ilgj, telomerazés aktyvacija bei telomeriniy
baltymy struktiira, gali saglygoti funkcinius lgstelés pakitimus, kurie yra susij¢
su veézio vystymusi ir naviko augimu. Viso genomo asociacijy tyrimas
(GWAS) parodé¢, kad VNV telomery palaikymo procesuose dalyvaujanciuo-
se genuose siejami su padidéjusia jvairiy naviky rizika [73]. Miisy duomeni-
mis, nuoseklus ir po daugkartiniy palyginimy korekcijos isliekantis rySys
nustatytas TERC rs35073794; taikyta Bonferroni korekcija (a* = 0,05/6 =
0,0083), tuo tarpu kity tirty VNV sgsajos po korekcijos neisliko statistiSkai
reikSmingos.

Literattroje pateikiama duomeny apie galimg pasirinkty geny varianty
ry$i su kity lokalizacijy navikais [74—-80].

Nikolay V. Litviakov ir bendraautoriai nustate, kad TEPI rs1760904
siejamas su skirtingais chromosomy anomalijy tipais [81]. Neseniai TEP]
(rs1760897) buvo susietas su padidéjusia Slapimo pislés vézio rizika [82].
Chenhong Gu ir jo bendraautoriy atlikta analiz¢ parod¢, kad TEP rs1760904
genotipy daznis reikSmingai skyrési tarp kontrolinés ir prostatos vézio grupiy
(p = 0,012). Be to, nustatyta, kad AG ir AG/AA genotipy turéjimas buvo
susijes su statistiSkai reikSmingai mazesne prostatos vézio rizika, lyginant su
GG genotipu (atitinkamai p = 0,003 ir p = 0,005). Be to, buvo nustatyta
reikSminga sasaja tarp TEP/ rs1713418 varianto ir amziaus — AG/GG genoti-
pai jaunesniems tiriamiesiems buvo susije su 32 proc. padidéjusia prostatos
vézio rizika, o vyresniems — 29 proc. sumazg¢jusia rizika [73]. Miisy duome-
nys rodo, kad TEP1 rs1713418 gali buti siejamas su navikogeneze. Analizuo-
jant TEPI rs1713418, nustatyti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp aktyvios
HA grupés ir referentinés grupés (AA, AG ir GG: 34,3 proc., 59,7 proc. ir
6,0 proc. vs. 37,0 proc., 46,7 proc. ir 16,3 proc., p = 0,046). Taciau taikant
Bonferroni korekcijg $is skirtumas statistiSkai reikSmingas neisliko.
Recesyvinio modelio analizéje GG genotipas, palyginti su AA+AG, siejamas
su 3 kartus didesne aktyvios HA pasireiskimo galimybe (GS = 3,068; 95 proc.
PI: 1,076-8,748; p = 0,036). Vis délto po Bonferroni korekcijos statistinis
reikSmingumas nebuvo pasiektas.
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Analizuojant genotipy ir aleliy pasiskirstyma tarp invazyvios HA ir
referentinés grupés, statistiSkai reikSmingi rezultatai nenustatyti. Taciau
TEPI 1s1713418 GG genotipas, palyginti su AA+AG, recesyvinio modelio
analiz¢je siejamas su 2 kartus didesne invazyvios HA pasireiskimo galimybe
(GS = 2,435; 95 proc. PI: 1,014-5,849; p =0,047). GG genotipas taip pat
siejamas su HA atkry¢iu — pagal recesyvinj modelji GG genotipas, palyginti
su AA+AG, siejamas su 3 kartus padid¢jusia HA be atkrycio pasireiskimo
galimybe (GS = 2,792; 95 proc. PI: 1,167-6,682; p=0,021); taciau po
Bonferroni korekcijos reik§mingumas neisliko.

TERT genas laikomas svarbiu apoptozes reguliacijos veiksniu, o jo
ekspresijos lygis veikia vézio lasteliy linijy jautrumg prie§véziniams vaistams.
GWAS identifikavo TERT rs401681 kaip vieng i§ reikSmingiausiy vézio
rizika lemian¢iy VNV [82]. Lin-Jie Ma ir bendraautoriai aprasé ry$j tarp
TERT promotorinés mutacijos ir telomery ilgio, nustatydami teigiamg ir
statistiSkai reikSmingg koreliacijg su telomery trumpéjimu (p = 0,032) [88].
Taciau misy tyrime nenustatyta skirtumy tarp VNV ir SLTI pacientams
sergantiems HA, palyginti su referentine grupe (mediana (IQR): 0,645
(1,112) vs. 0,603 (0,635), p = 0,901).

Ilgesnés telomeros gali biiti siejamos su létesniu lgsteliy senéjimu,
didesniu jy proliferaciniu pajégumu bei spartesniu naviky progresavimu [83].
Veryan Codd ir bendraautoriy atlikta analizé parodé¢, kad pacientams
kiekvienas retesnis TERC rs12696304 alelis buvo susijes su trumpesniu
vidutiniu telomery ilgiu [83]. Beatrice S. Melin ir bendraautoriai nustaté rysj
tarp rs12696304 ir SLTI; Sie duomenys buvo patvirtinti 60 mety amziaus
pacienty grupé¢je (GS = 0,25 (0,12-0,54)) [84].

Vertinant naviky atsiradimo rizika, Peng Huang ir bendraautoriai nusta-
te, kad rs35073794 genetinis variantas, analizuotas pagal adityvinj modelj,
buvo statistiSkai reik§mingai susij¢s su mazesne hepatoceliulinés karcinomos
i$sivystymo tikimybe (GS = 0,82; 95 proc. PI: 0,68—-1,00; p = 0,049) [75].
Dapeng Wu ir kt. nustaté, kad TERC rs35073794 yra susije¢s su padidéjusia
inksty lasteliy karcinomos (ILK) rizika pagal kodominantinj model;j (GS =
2,61 (1,01-6,76), p=0,045). Tas pats variantas taip pat buvo teigiamai susijes
su vyresniu nei 55 mety amziumi (GS = 3,27 (1,08-9,93), p = 0,031) [76].
Tyré¢jai nustaté, kad rs35073794 gali buti naudojamas kaip prognostinis
zymuo klinikiniuose ILK tyrimuose [76].

Misy tyrimo duomenys parodé, kad TERC rs35073794 yra glaudziai
susijes su HA pasireisSkimu. TERC 1535073794 AG genotipas didina HA
i8sivystymo galimybe. Tuo pat metu jis buvo susij¢s su sumazejusia aktyvios
HA, neinvazyvios HA bei HA be atkryc¢io i$sivystymo galimybe. Be to, Sis
variantas turéjo prieSingg poveikj makroadenomoms — didino makro HA
pasireiskimo galimybe. Tarp HA potipiy nustatyti skirtumai leidzia manyti

96



apie fenotipy heterogeniSkuma ir galimus patogenezés skirtumus; svarbu
pabrézti, kad musy analizéje visos pagrindinés rs35073794 sasajos isliko
reikSmingos taikant Bonferroni korekcija.

Tyréjai taip pat nustaté, kad TERT rs2736098 genotipo variantai (CT/TT)
buvo statistiSkai reikSmingai susij¢ su padidéjusia véZio rizika, o tolesné
analiz¢ parodé ry§j su padidéjusia plauciy vézio rizika bei hepatoceliulinés
karcinomos rizika [77]. Logistinés regresijos analiz¢ atskleidé, kad asmenys,
turintys A alelj arba AA genotipa, turéjo statistiSkai reikSmingai didesn¢
plauciy vézio rizika, palyginti su G aleliu ar GG genotipu (A ir G: GS = 1,21
(1,02-1,43), p = 0,028; AA ir GG: GS = 1,48 (1,05-2,09), p = 0,025), o Sis
rySys buvo stipresnis tarp adenokarcinomos atvejy (AA ir GG: GS = 1,67
(1,12-2,50), p = 0,013; A ir G: GS = 1,28 (1,05-1,57), p = 0,016) [78].
Mahmood Hashemi ir kt. nustaté, kad TERT rs2736098 didino krities vézio
rizika (GS = 1,80 (1,12-2,88), p = 0,017, CT vs. TT; GS = 1,80 (1,06-3,00),
p=0,033, CCvs. TT; GS == 1,87 (1,19-2,94), p = 0,006, CT+CC vs. TT)
[79]. Taip pat nustatyta reikSminga rs401681 ir vézio rizikos sgsaja [80].

Masy tyrime TERT rs2736098 TT genotipas buvo daZznesnis invazyviy
HA (16,0 proc., palyginti su 7,6 proc.; p = 0,017), makro HA (16,5 proc.,
palyginti su 7,6 proc.; p = 0,013) ir HA be atkry¢io (15,2 proc., palyginti su
7,6 proc.; p = 0,026) grupése. Be to, T alelio daznis buvo didesnis mikro HA
grupéje (31,6 proc., palyginti su 23,8 proc.; p = 0,039). Taciau Sie skirtumai
neisliko statistiSkai reikSmingi pritaikius Bonferroni korekcija.

Su telomeromis susij¢ genai atlieka esminj vaidmenj kancerogenezeje ir
prostatos vézio progresavime. Taciau dar néra iki galo iSsiaiskinta, ar
genetiniai pakitimai telomery funkcijas reguliuojanciuose genuose yra susije
su HA progresavimu [73]. Mes palyginome serumo TEP1 lygius tarp grupiy
ir genotipy visiems VNV. HA pacienty, turin¢iy bent vieng TEP/ rs1713418
G alelj, serumo TEP1 koncentracija buvo maZzesné nei referentinés grupés
asmeny (p = 0,035); taciau po Bonferroni korekcijos reikSmingumas neisliko.
Tyréjy duomenimis, didesné 7EP/ raiska koreliuoja su telomerazés aktyvu-
mu vézio lastelése [86]. Be to, nustatyta, kad selektyvus TEP1 iSeikvojimas
panaikina miR-380-5p transfekuotose lastelése stebétus biologinius poky-
¢ius; remiantis gautais rezultatais galima daryti prielaida, kad $is baltymas
gali biiti vienas i§ galimy miRNR reguliacijos taikiniy [87].

Joanna Boresowicz ir kt. tyré telomery ilgj, TERT geno pakitimus, TERT
raiSka bei klinikopatologines ypatybes HA pacientams. Gauti rezultatai rodo,
kad telomerazes pakitimai néra reikSmingai susij¢ su hipofizés naviky pato-
geneze [85]. Tai paaiSkina ir miisy tyrimo duomenis apie telomery ilgj bei
telomerazés komplekso geny itakg. Miisy analizéje SLTI tarp HA ir referen-
tinés grupés nesiskyreé; taip pat SLTI nesisiejo su tirty VNV genotipais
(taikant Bonferroni korekcija).
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Apibendrinant galima teigti, kad tyrimy rezultatai atskleidzia naviko
procesa reguliuojanéiy zymeny bei telomerazés komplekso (7TEPI
151760904, rs1713418, TERC 1512696304, rs35073794, TERT rs2736098,
rs401681) sasajas, kurios padeda paaiskinti veiksnius, lemiancius HA
vystymasi. Po daugybiniy palyginimy korekcijos statistinis reikSmingumas
buvo nustatytas tik TERC rs35073794 atveju; kity varianty atvejais statistinis
reik§mingumas nebuvo pasiektas. Siy tyrimy testinumas yra svarbus, o re-
zultaty interpretacijai bitina palaukti panaSiy tyrimy kitose populiacijose.
Nominaliai statistiSkai reikSmingi duomenys Siame darbe laikytini prielai-
domis tolesniems tyrimams. 7ERC rs35073794 gali moduliuoti TERC raiska
(pvz., audiniy ar lasteliy populiacijy specifiniu btidu), kas nebiitinai atsispindi
bendrame leukocity SLTI, bet gali turéti jtakos hipofizés naviko prolifera-
cijai. Siy i$vady patvirtinimui reikalingi papildomi tyrimai nepriklausomose
kohortose, siekiant jvertinti Sios sasajos kliniking reikSmg.

TNKS2, CTC1, ZNF676, TERFI1, TERF2 geny ir TNKS2, CTC1,
ZNF676, TERF1, TERF2 baltymu bei santykinio leukocity telomeruy
ilgio sasajos su hipofizés adenoma

Antrasis tyrimas apémé 7TNKS2 rs10509639 ir rs10509637, CTCI
1s3027234, ZNF676 15412658, TERFI rs10107605 ir rs1545827, TERF?2
1s251796, baltymy bei santykinio leukocity telomery ilgio analize. Kiek
zinoma, iki Siol nebuvo atlikta tyrimy, nagrinéjusiy $iy geny VNV, baltymy
bei SLTI sasajas su HA.

Chromosomy integralumo palaikymas glaudZiai priklauso nuo telomery
dinamikos. Telomery ilgio pokyc¢iai gali turéti jtakos vézio vystymuisi [89].

Zinoma, kad leukocity telomery ilgis yra paveldimas ir sicjamas su
ilgaamziskumu. Vis délto, jvairiose populiacijose gauti nevienodi duomenys
apie telomery ilgio paveldimuma ir telomery biologijos poveiki gyvenimo
trukmei [90].

Tyrimo tikslas buvo jvertinti, ar genetiniai telomery palaikymo pro-
cesuose dalyvaujanciy geny variantai yra susij¢ su telomery ilgiu ir daro jtaka
HA pasireiSkimui. Nustatéme genetines sgsajas ir molekulinius Zymenis,
susijusius su HA, lyties ypatumais bei atkry¢iu. Ypac issiskyré TNKS?2
rs10509637 GG genotipas, kuris buvo susijes su 6,5 karto didesne HA
iSsivystymo galimybe (GS = 6,537; 95 proc. PI: 3,015-14,172; p < 0,001).
Tuo tarpu TERFI rs1545827 CT+TT genotipai buvo susij¢ su 2,9 karto
mazesne HA pasireiskimo galimybe (GS = 0,358; 95 proc. PI: 0,235-0,546;
p < 0,001), rodydami galima apsauginj poveikj. Sie rezultatai sutampa su
Verena Varadi ir kt. tyrimo duomenimis, kuriuose nustatyta, kad rs10509637
G alelj turin¢ioms moterims didéja kriities vézio rizika (GS = 1,33; 95 proc.
PI11,08-1,62) [91]. Misy duomenys pabrézia genetiniy veiksniy svarbg ligos
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atsiradimui ir gali suteikti naujy jzvalgy apie HA patogenezg. Vis délto biitina
pazymeti, kad nors nustatéme statistiSkai reikSmingas sasajas tarp TERF']
rs1545827 ir mazesnés HA pasireiskimo galimybes, Siy rezultaty kitose
onkogenezés studijose kol kas nepateikta.

Papildomai, TERFI rs10107605 parodé reikSmingus HA ir referentinés
grupés skirtumus (C alelis retesnis HA grupéje lyginnat su referentine grupe,
4,6 proc. vs. 12,5 proc. p <0,001), kas dera su TERF I kaip telomery dinami-
kos reguliatoriaus vaidmeniu ir gali atspindéti rysj (galimg sasaja dél LD) su
rs1545827.

Atlikus atskirg analiz¢ pagal lytj, nustatyta, kad kai kurios genetinés
sasajos su HA gali skirtis tarp vyry ir motery. TERFI rs1545827 pasiZzyméjo
stipresniu apsauginiu poveikiu moterims (GS = 0,318; 95 proc. PI: 0,186—
0,542; p < 0,001), o vyry grupéje reikSmingumas neisliko po daugybiniy
palyginimy korekcijos. Tuo tarpu 7NKS2 rs10509637 buvo susije¢s su padidé-
jusia HA pasireiskimo galimybe moterims (GS = 4,579; 95 proc. PI: 1,871—
11,165; p < 0,001) ir vyrams (GS = 10,646; 95 proc. PI: 2,204-51,433; p =
0,003). Sie duomenys leidzia svarstyti apie galimg lyties modifikuojantj
poveikj genetinéms sgsajoms.

Kadangi HA atkrycio genetiniai veiksniai gali turéti kliniking reikSme,
pagerinant remisijos rodiklius [92], buvo atlikta atkryCio analize. Nustatyta,
kad TNKS?2 rs10509637 AA genotipas yra susijes su 4,2 karto didesne HA
atkrycio pasireiSkimo galimybe (GS = 4,256; 95 proc. PI: 1,394-12,998; p =
0,011), taciau $is rySys neisliko pritaikius Bonferroni korekcija. Be logistinés
regresijos, TNKS2 1rs10509637 genotipy pasiskirstymas reikSmingai skyresi
ir apraSomojoje analizé¢je: HA su atkry¢iu (AA, AG ir GG: 52,6 proc.,
34,2 proc. ir 13,2 proc.) ir HA be atkry¢io (51,1 proc., 30,4 proc. ir 18,5 proc.)
lyginant su referentine grupe (68,5 proc., 28,1 proc., 3,4 proc.); G alelis
daznesnis HA su atkryc¢iu (30,3 proc. vs. 17,5 proc., p = 0,007) ir HA be
atkryc¢io (33,7 proc. vs. 17,5 proc., p < 0,001). Pastarieji skirtumai iSliko po
Bonferroni korekcijos. Idomu, kad Salhab ir kt. tyrime nustatyta 7NKS2
ekspresijos maz¢jimo tendencija progresuojant krities véziui [93], tai rodo
Sio geno kompleksiska vaidmeni skirtingose patologijose.

Misy tyrime taip pat nustatyti galimi biomarkeriai — TERF1, TERF2 ir
CTCI1. Nustatéme, kad TERF2 koncentracija kraujo serume buvo padidéjusi
(mediana (IQR): 0,222 (0,326) vs. 0,131 (0,072), p = 0,009), o TERF1 ir
CTC1 — sumazéjusi (atitinkamai: 0,227 (0,027) vs. 0,269 (0,195), p < 0,001;
ir 6,155 (6,876) vs. 16,356 (8,409), p < 0,001). TNKS2 ir ZNF676 serume
reik§mingy skirtumy nenustatyta (atitinkamai p = 0,317 ir p = 0,946), kas
akcentuoja neatitikimg tarp 7NKS2 genetiniy rezultaty ir baltymo sisteminio
lygio.

99



Vis délto, ankstesni tyrimai pateikia prieSingy rezultaty: Vikas K. Bhari
ir kt. nustaté, kad auksta TERF1 ir TERF2 ekspresija siejama su blogesne
kriities vézio prognoze [94], o Yousef A. T. Marcos ir bendraautoriai aprasé
TERFI raskos pakitimus vézio vystymosi metu [95].

Masy tyrime ZNF676 geno varianty ir baltymo koncentracijos serume
rySys su HA nebuvo nustatytas. Ta¢iau Leonardo J. de Aratijo ir kt. patvirtino
ZNF676 pertekling raiska (vidutinis padid¢jimas 5,13 karto invaziniy ir 2,04
karto neinvaziniy kortikotropinomy atvejais), o ZNF676 pertekliné raiska
invazyvios HA grupés pacientams turéjo didesnj vidutinj prieSoperacini AKTH
lygi (102,3 + 52,2 pg/ml, normalus diapazonas 50-310 pg/24 val.), palyginti
su neinvazyvios grupés pacientais (51,7 = 15,9 pg/ml, normalus diapazonas
<46 pg/ml). Tuo tarpu pacienty, serganiy neinvazyviomis kortikotropi-
nomomis, Slapime kortizolio koncentracija buvo didesné (639,6 + 358,0
ug/24 val.) nei pacienty, serganciy invazyviomis kortikotropinomomis
(406,0 + 34,8 pg/24 val.) [26].

Nustatyti TERF1, TERF2 ir CTC1 koncentracijy skirtumai skirtinguose
medicininiuose kontekstuose pabrézia sudétingg Siy su telomeromis susijusiy
baltymy vaidmenj jvairiose ligose. Busimuose tyrimuose tikslinga toliau tirti
baltymy sasajas su HA patogeneze, taip pat jvertinti jy galima pritaikyma
vezio diagnostikoje ir prognozéje.

Be to, miisy tyrimas atskleide statistiskai reikSmingg SLTI skirtuma tarp
HA pacienty ir referentinés grupés (p < 0,001). Sis rezultatas sutampa su
C. Heaphy ir kt. atlikto tyrimo rezultatais, kuriuose taip pat buvo nustatyta,
kad HA sergantiems pacientams biidingos trumpesnés telomeros [96]. Pazy-
meétina, kad miisy SLTI jverciai HA grupéje buvo aukStesni nei referentinéje
(medianos 1,987 vs. 0,619; p < 0,001), o tai pagal taikyta qPCR (AACY)
metodika reiskia ilgesniy telomery pasireiSkimo galimybe HA grupéje.
C. Heaphy ir kt. [96] analizavo naviko audinius, tod¢l neatitikimas su leuko-
city SLTI gali atspindéti audiniy specifika, amziaus/uzdegimo veiksnius ar
gydymo poveik].

Analizuojant genetines s3sajas su telomery trumpéjimu, pastebéta, kad
TERF1 1s1545827 T alelis yra susij¢s su 1,4 karto maZzesne trumpy telomery
pasireiSkimo galimybe (GS = 0,690; 95 proc. PI: 0,513-0,927; p = 0,014),
taciau po Bonferroni korekcijos rySys neisliko. Be to, CTC/ rs3027234 TT
genotipas yra susij¢s su 4,8 karto didesne ilgy telomery pasireiskimo galimy-
be (GS =4,336; 95 proc. PI: 1,456-12,919; p = 0,008); taciau po Bonferroni
korekcijos rysys taip pat neisliko. PrieSingai, M. Mangino ir bendraautoriy
duomenimis rs3027234 T alelis yra susij¢s su trumpesniu telomery ilgiu [23].
Galimg neatitikimg gali lemti fenotipo apibrézimo skirtumai (ilgy/trumpy
telomery kategorijos vs. testinis ilgis), populiacijos ypatumai ar rySys (LD)
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su kitais variantais, taip pat daugkartiniy palyginimy jtaka. Vertinant biolo-
ginj mechanizmg, tai dera su Zinomais telomery reguliacijos principais:
TERFI veikia kaip neigiamo griZztamojo ryS$io komponentas, ribojantis telo-
mery pailgéjimg [97], o CTCI kartu su STNI/TENI (CST kompleksas) daly-
vauja 3’ galo apsaugoje ir replikacijos uzbaigime [19, 44]; telomery disfunk-
cija placiai siejama su navikogeneze [20, 46]. Atsizvelgiant | korekcija del
daugkartiniy palyginimy, Sie rezultatai turéty biiti vertinami atsargiai ir turéty
biiti patvirtinti nepriklausomose imtyse.

STAT4 vieno nukleotido varianty ir STAT4 baltymo bei haplotipy
sasajas su hipofizés adenoma bei su hipofizés adenomos aktyvumu,
invazyvumu, atkry¢iu ir dydZiu

Treciasis tyrimas apémé STAT4 rs10181656, rs7574865, rs7601754 ir
rs10168266. Siy lokusy pasirinkimas grindziamas STAT4 dalyvavimu uzde-
giminiuose procesuose ir galimu rySiu su naviky mikroaplinka, toliau patei-
kiami su tuo susije literatiros duomenys. Nors literatiiroje nurodoma, kad
STAT4 aktyvumo poky¢iai gali biiti susij¢ su létinio uzdegimo vystymusi,
kuris sudaro salygas naviko augimui ir progresavimui [98, 99], miisy Zinio-
mis, iki Siol neapraSytos §io geno VNV sasajos su HA.

STAT4 genas, esantis 2q33 chromosomoje, koduoja transkripcijos fakto-
riy, biiting uzdegimo vystymuisi jvairiose imuninés sistemos sukeltose ligose
[100]. Kadangi VNV yra labiausiai paplit¢ genetiniai variantai Zmogaus
genome, jie yra pagrindiniai genetiniy tyrimy taikiniai. Siy varianty supra-
timas yra labai svarbus personalizuotai medicinai [101]. STAT4 VNV buvo
placiai tirti imunings sistemos reguliavimo sutrikimy, jskaitant reumatoidinj
artrita, polimiozita/dermatomiozita, Zarnyno Behceto ligg, sisteming raudo-
ngja vilklige ir kt. [102—-105]. Todé¢l Siame darbe tyréme, ar yra rySys tarp
minéty STAT4 VNV ir STAT4 koncentracijos kraujo serume sasajy su HA
pasireiSkimu. Analitinei klaidai riboti taikéme Bonferroni korekcijg (a* =
0,0125), o aptarime nagrinéjami tik tie rezultatai, kuriems po korekcijos buvo
pasiektas statistinis reikSmingumas.

Caie Wang ir kt. pranese, kad STAT4 rs7574865 GG genotipas yra hepa-
tocelulinés karcinomos (HCC) rizikos veiksnys, kai HCC serganciy pacienty,
turin¢iy GG genotipa, serume ir navika supanciuose audiniuose yra padidéjes
STATH4 kiekis [105]. Xiangqian Zhao ir kt. atliktos metaanalizés duomenys
rodo, kad Azijos populiacijose rs7574865 T alelis siejamas su mazesne HBV
sukeltos HCC rizika [106], o G alelis buvo susijes su padid¢jusia HBV sukel-
to kepeny vézio rizika [107]. Yunfan Ma ir kolegos nustaté, kad rs7574865 T
alelis gali apsaugoti nuo plauciy véZzio, o tai rodo panaSy poveikj vézio
atsiradimui [108]. Musy tyrimas atskleidé, kad STAT4 rs7574865 GT+GG
genotipas yra susijes su 1,7 karto didesne HA pasireiSkimo galimybe pagal
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dominantinj genetinj modeli (GS = 1,655; PI: 1,115-2,455; p=0,012). Makro
HA grupéje 157574865 GG genotipas buvo retesnis, palyginti su referentine
grupe (43,8 proc. vs. 58,5 proc., p=0,012). HA atkrycio atveju, rs7574865
G alelis buvo retesnis HA be atkryCio grupéje nei referentinéje grupéje
(66,8 proc. ir 75,5 proc., p = 0,012), o GT+GG genotipai buvo susije su 1,8
karto padidéjusiu HA be atkry€io pasireiskimo galimybe (GS = 1,803; PI:
1,166-2,788; p = 0,008).

Be to, pacientams, turintiems GG genotipa, nustatyta didesné STAT4
koncentracija kraujo serume, palyginti su referentinés grupés tiriamaisiais
(GG genotipas: mediana (IQR): 1,675 (0,435) ir 0,532 (0,435), p = 0,003;),
kas leidzia manyti apie galima Sio VNV rysi su STAT4 ekspresijos poky¢iais
ir HA patogeneze.

Dauguma STAT4 rs10181656, rs7601754 ir rs10168266 tyrimy yra susije
su autoimuninémis ligomis, o ne su naviky atsiradimu.

rs10181656 susijgs su psoriaziniu artritu (PsA) [109]. Kitame tyrime
nustatyta, kad PsA sergantiems pacientams dazniau pasireiské rs10181656
GG genotipas ir G alelis, o tai rodo jo jtaka PsA vystymuisi [110]. Hye-Soon
Lee ir kt. nustaté, kad maziau paplite rs10181656 aleliai gali prisidéti prie
ankstesnio 1 tipo diabeto vystymosi, inicijuodami citokiny signalizacijg [111].
Nors néra tyrimy, siejanciy rs10181656 su HA, miisy tyrimas atskleidé¢, kad
STAT4 1rs10181656 CC genotipas yra susije su padidéjusiu STAT4 kiekiu
serume pacientams, sergantiems HA (CC genotipas: mediana (IQR): 1,645
(3,873) ir 0,532 (0,435), p = 0,004), o tai rodo, kad Sis VNV gali turéti jtakos
STAT4 ekspresijai ir prisidéti prie HA patogenezeés.

rs7601754 daugiausia analizuojamas sergant endometrioze [112] ir
sistemine raudonaja vilklige [113, 114]. H. Yuan ir kt. metaanalizéje nustaté,
kad STAT4 rs7601754 T alelis gali biiti sisteminés raudonosios vilkligés
rizikos veiksnys [113]. Be to, rs7601754 greiiausiai yra nepriklausomas
SRYV rizikos variantas, o rizikos alelio kiekis Europos ir Azijos kohortose yra
reikSmingas [ 114]. Nors néra tyrimy, kuriuose biity analizuojamas rs7601754
su HA, musy tyrimas parode, kad HA pacientams, turintiems rs7601754 AA
genotipa, serumo lygis buvo didesnis, palyginti su referentinés grupés
tiriamaisiais (mediana (IQR): 1,702 (3,301) ir 0,352 (0,362), p < 0,001). Tai
rodo, kad rs7601754 AA genotipas gali turéti jtakos S7A T4 raiskai, prisidéda-
mas prie HA atsiradimo.

Pirminés tulzies cirozés (PBC) pacienty grupéje, palyginti su referentine
grupe, rs10168266 retojo aleliy daznis buvo reikSmingai padidéjes [115].
Metaanalize parodeé, kad STAT4 geno rs7574865, rs7601754 ir rs10168266
buvo reikSmingai susije su PBC rizika [116]. STAT4 rs10168266 taip pat
buvo susijes su sumazéjusia kriities vézio rizika moterims [117]. Musy atlik-
tame tyrime, analizuojant duomenis pagal lytj, motery grup¢je statistiSkai
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reikSmingy sasajy nenustatyta, taciau vyrams STAT4 rs10168266 CC+CT
genotipai buvo susij¢ su 2,5 karto didesne HA pasireiSkimo galimybe (GS=
2,490; PI: 1,313-4,724; p = 0,005). Be to, STAT4 rs10168266 CC genotipas
yra susij¢ su padidéjusiu STAT4 kiekiu serume HA pacientams (mediana
(IQR): 1,573 (3,981) ir 0,326 (0,459), p = 0,004), o tai rodo, kad Sis VNV
gali atlikti svarby vaidmen;j didinant STAT4 ekspresija ir prisidedant prie HA
Vystymosi.

Nors tik nedaugelis tyrimy sieja STA7T4 VNV su naviky atsiradimu,
tyr¢jai jrod¢, kad STAT4 raiSka yra susijusi su véziu. Yan Li ir kt. nustate,
kad kiauSidziy véziu serganciy pacienciy, kurioms nustatyta didele STAT4
raiSka, prognozé buvo blogesné, palyginti su tomis, kurioms nustatyta maza
STAT4 raiska, ir pastebéjo reikSmingg STAT4 padidéjimg véziniuose audi-
niuose, palyginti su sveikais [118]. PanaSiai A. Li ir kt. nustate, kad STAT4
raiSka buvo reikSmingai didesné¢ iminés mieloidinés leukemijos (UML)
kauly ¢iulpy audiniy méginiuose, palyginti su normaliais kauly ¢iulpy audi-
niy méginiais, o tai rodo STAT4 padidéjimg UML atveju. Tai rodo, kad
padidéjusi STAT4 raiska gali turéti jtakos UML patogenezei [119]. M. Li ir
kolegos atrado, kad in vitro eksperimentai parodé reikSminga STAT4 raiskos
padidéjima Slapimo pislés vezio lasteliy linijose, palyginti su sveika Zmogaus
Slapimo piislés epitelio lasteliy linija [120]. Misy gauti duomenys atitinka
Sias jzvalgas, nes HA grupéje nustatyta didesné STAT4 koncentracija kraujo
serume.

Atsizvelgiant j tai, kad miisy tyrimas atskleidé reikSmingg rysj tarp dides-
nés STAT4 koncentracijos kraujo serume HA pacientams, palyginti su
referentinés grupés tiriamaisiais (mediana (IQR): 1,434 (2,498) ng/ml vs.
0,352 (0,382) ng/ml, p < 0,001), rezultatai rodo, kad STAT4 gali skatinti
naviky atsiradimg ir galéty biti naudojamas kaip nepriklausomas biozymuo
HA pacienty prognozei vertinti. Be to, Y. Huang ir kt. nustaté, kad ilgalaiké
IL-12 stimuliacija sumazina STAT4 baltymo kiekj NK Iastelése, tai rodo, kad
IL-12 specifiskai sumazina STAT4 ekspresija, o tai gali moduliuoti STAT4
signalizacijg NK lastelése [121]. Be to, pacientams, sergantiems prolaktino-
ma ir nesekretuojancia HA, nustatytas sumaz¢jes natiiraliy zudiky 2 grupés,
D nario (NKG2D) ekspresuojanciy NK lasteliy procentas ir vidutinis fluo-
rescencijos intensyvumas, palyginti su sveikais tiriamaisiais [122]. Sie
duomenys sudaro biologinj pagrinda hipotezei, kad IL-12/STAT4/Th1 ir NK
aSys gali buti susijusios su HA mikroaplinkos formavimu ir imuninés siste-
mos poveikio navikui mazéjimu. Taciau reikia atlikti papildomus tyrimus,
siekiant i$siaiSkinti S7474, kaip naujo HA biologinio Zymens, vaidmen;.

Misy tyrime nustatytas padidéjes STAT4 serumo lygis pacientams,
sergantiems HA, palyginti su referentine grupe, o tai rodo galimg STAT4
vaidmenj HA patogenezéje. Sie rezultatai atitinka ankstesnius tyrimus,
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rodancius, kad specifiniai VNV STAT4 gene gali turéti jtakos STAT4 raiskai.
Pavyzdziui, rs7574865 T alelis buvo susijes su padidéjusiu STAT4 baltymo
lygiu, o tai gali padidinti autoimuniniy ligy rizika [123]. PrieSingai, C. Wang
ir kt. nustaté reikSmingg rs7574865 GG genotipo s3saja su padidéjusia
STAT4 koncentracija kepeny Iastelése [105]. Be to, tyrimai parodé, kad
rs10181656 G alelis ir rs10168266 T alelis yra susij¢ su sumazéjusia STAT4
koncentracija kraujos serume su amziumi susijusios amzinés geltonosios
démés degeneracijos atveju [124], o rs7601754 variantas buvo susijes su
mazesne STAT4 koncentracija ir padidéjusia iSsétinés sklerozés rizika [125].
Sie duomenys rodo, kad introniniai STAT4 VNV gali moduliuoti geny raigka,
galbiit per tokius mechanizmus kaip pakitgs mRNR splaisingas arba jy
buvimas kartu su kitomis funkciSkai reikSmingomis genetinémis variacijomis
[126]. Misy haplotipy analiz¢ patvirtino poring sasaja (LD) tarp tirty lokusy,
taciau reikSmingy haplotipy sasajy nenustatyta. Reikia atlikti papildomus
tyrimus, siekiant iSsiaiSkinti tikslius mechanizmus, kuriais pasirinkti VNV
veikia STAT4 raiska HA, ir patikslinti STAT74, kaip naujo HA Zymens,
vaidmenj.

Apibendrinant, miisy tyrimy rezultatai rodo, kad specifiniai STAT4
VNV, ypac¢ rs7574865, yra susij¢ su HA pasireiskimu. Padid¢jes STAT4
kiekis HA sergantiems pacientams rodo, kad STAT4 gali atlikti vaidmen;j
naviky atsiradime ir potencialiai biiti HA prognozés biozymeniu. Vyry po-
grupyje nustatyta reikSminga rs10168266 (CC+CT) ir HA sasaja (GS =
2,490; p = 0,005) leidzia svarstyti lyties specifinius mechanizmus. Taciau
norint i$siaiskinti tikslius mechanizmus, lemiancius $iuos rysius, reikia atlikti
tolesnius tyrimus.

Nepaisant vertingy jzvalgy, gauty i$ Sio tyrimo, reikeéty pripazinti keleta
tyrimo trukumy. Pirma, tyrimas buvo skirtas tik specifiniams STAT4 geno
VNV, galbiit neatsizvelgiant j kitus svarbius genetinius variantus, kurie galé-
ty prisidéti prie HA patogenezés. Bisimuose tyrimuose turéty biiti siekiama
jtraukti didesnes, jvairesnes populiacijas ir iStirti papildomus genetinius
veiksnius, kad biity galima patvirtinti ir i§plésti Siuos rezultatus.

SSTR2 rs2236750, SSTR5 rs34037914 ir AIP rs267606574 vieno

nukleotido varianty ir baltymy koncentracijos kraujo serume sasa-

jos su hipofizés adenomos pasireiSkimu ir naviko proliferaciniu

aktyvumu, vertinamu pagal Ki-67 proliferacijos indeksa

Ketvirtajame tyrime analizavome Ki-67 proliferacijos indekso (PI),
SSTR2 152236750, SSTRS rs34037914 ir AIP 15267606574, taip pat SSTR2,
SSTRS ir AIP koncentracijos kiekj kraujo serume, siejant juos su HA.

Ki-67 PI laikomas esminiu zymeniu, skirstant PitNET | skirtingas
prognostines grupes, nors jo galutiné prognostiné verté PitNET atveju vis dar
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tiriama [127, 128]. Ki-67, kaip prognostinio Zymens, vaidmuo buvo placiai
iStirtas. Nustatyta, kad siekiant pagerinti prognozés tiksluma, ji galima
integruoti su morfologiniais ir radiologiniais naviko iSplitimo poZymiais.
Ki-67 indeksai HA atveju svyruoja nuo 1 proc. iki 2 proc., o vertes, virSijan-
¢ios 3 proc., yra retos [129, 130]. Carolina Petry tyrime nustatyta, kad Ki-67
svyravo nuo 0 iki 30 proc. [131], panasiai kaip Fateme Salehi ir kt. (maziau
nei 1 proc. iki 23 proc.) [127] ir Inés L. Padrdo (nuo 0 iki 36,9 proc.) [132]
apraSytos vertés. Be to, kituose tyrimuose nurodytos 36 proc. (Padrao ir kt.)
[132], 29 proc. (C. Petry ir kt.) [131] ir 12 proc. (Alejandra Magagna-Poveda
ir kt.) [133] Ki-67 vertés.

Misy tyrime iSanalizavome 79 HA audiniy méginius. Imunohistochemi-
niu Ki-67 tyrimu nustatyta, kad 67,1 proc. pacienty, serganc¢iy HA, PI buvo
<1 proc., 13,9 proc. — 1 proc., o 19,0 proc. pacienty — Ki-67 PI > 1 proc.
Taciau atlikus tolesne analizg statistiSkai reik§mingy skirtumy nenustatéme
tarp naviko invazyvumo, atkryc¢io, aktyvumo ar dydzio. Be to, statistiSkai
reikSmingy koreliacijy tarp Ki-67 PI ir genetiniy variacijy (SSTR2 rs2236750,
SSTRS5 1s34037914 ir AIP rs267606574) nenustatéme. Panasiai, naviko dydis
[134] ir hormony hipersekrecijos buvimas ar nebuvimas nesiskyré vertinant
Ki-67 PI Laura Séanchez-Tejada ir kolegy tyrime [135].

Kalbant apie geneting analiz¢, SSTR yra su G baltymu susieti receptoriai,
kuriuos koduoja penki skirtingi genai (SSTR1-5), visi penki genai yra ekspre-
suojami sveikose suaugusio zmogaus hipofizés Iastelése [136]. Leonardo V.
Neto ir kolegos apraseé, kad HA atveju SSTR ekspresija labai kinta naviko
potipiuose ir tarp jy [137]. Luiz E. Wildemberg ir kt. parodé, kad kliniskai
nefunkcionuojanciose HA SSTR2 mRNR transkriptai buvo ekspresuojami
daugumoje naviky, o SSTR5 mRNR transkriptai buvo ekspresuojami tik
dalyje naviky [138]. Kitos dvi tyréjy grupés nustaté, kad somatotropinomose
ir sveikose hipofizése SSTR2 ir SSTR5S mRNR transkriptai ir baltymai buvo
ekspresuojami visuose méginiuose [138, 139]. Luis V. Syro ir kolegos sekve-
navo SSTR2 ir SSTR5 genus, nerade patologiniy germinacinés linijos varianty
SSTR2, taciau paciento kraujo DNR buvo nustatyta heterozigotiné c.143C > A
transversija (rs4988483), dél kurios SSTRS5 atsirado p.L48M pakeitimas
[140].

Raitis Peculis ir kt. atliktame tyrime, kuriame buvo jtraukti 143 pacientai
ir 354 referentinés grupés asmenys, buvo tiriamas VNV vaidmuo septyniuose
genuose (SSTR2, SSTRS5, DRD2, MEN1, AIP, GNAS ir PRKARI1A), daugiau-
sia démesio skiriant rySiui su hipofizés naviky atsiradimu, fenotipu ir kliniki-
niais simptomais. Tyrimo metu nustatyta, kad rs7131056 DRD2 gene prisi-
deda prie greitesnio adenomos augimo arba mazesnio simptomy kiekio, todél
HA gali iSaugti didesnés, kol jos aptinkamos. Taciau SSTR?2 atveju reikSmin-
go ryS$io nerasta, o SSTRS5 buvo siejamas su HA vystymusi [141].
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Hanna Pisarek ir kt. aprasé SSTR2B > SSTR2A4 > SSTR) raiskos modelj
22 NFPA grupéje, o kitame tyrime Pisarek ir kt. apras¢ IHC dazymo modelj
SSTR2B = SSTR3 = SSTRS > SSTR1 = SSTR2A prolaktinomose. Trijose
tirtose prolakting iSskirianciose adenomose SSTR?2 raiSka buvo stipresné nei
SSTRS5 [142].

Teigiama, kad skirtingas somatostatino analogy veiksmingumas poope-
raciniame somatotropinomy ir NFHA gydyme gali biiti i§ dalies susijes su
skirtinga SSTRI-5 raiska hipofizés naviky tipuose ir tarp jy. Kiekybinés
RT-PGR tyrime buvo palygintas absoliutus visy penkiy SSTR izoformy
mRNR kopijy skaicius 23 somatotropinomose ir 19 NFHA [143]. Somatosta-
tino receptoriaus 5 potipio mRNR buvo didZiausia somatotropinomose, po
jos seke SSTR2 > SSTR3 >> SSTRI >>> SSTR4. Priesingai, SSTR3 mRNR
buvo didziausia NFHA, po jos seké SSTR2, o SSTRI, SSTR4 ir SSTRS
transkriptai buvo aptinkami tik pasirinktuose navikuose [143]. Kitame tyrime
nustatyta, kad TSH isskirian¢ios adenomos ekspresuoja SSTRI, 2A, 3 ir 5
mRNR, ypa¢ SSTR2A. Be SSTR2 mRNR raiskos, SSTR5 mRNR raiska taip
pat gali turéti jtakos naviko dydziui, kurj sukelia somatostatino analogai pries
TSH isskiriancias adenomas [144]. Didelis SSTR2 ir mazas SSTRS5 imuno-
reaktyvumas taip pat nustatytas sergant KuSingo liga [145]. Tateno ir kt.
nustaté didele SSTR2 mRNR raiska NFHA [146].

Tyrimo rezultatai parode, kad SSTR2 rs2236750 AG genotipa turintiems
asmenims, taikant kodominantinj ir overdominantinj genetinius modelius,
buvo nustatyta mazdaug 1,6 karto didesné¢ HA pasireiSkimo galimybé (atitin-
kamai p = 0,043 ir p = 0,044). Rezultatai vertintini atsargiai, nes po daugy-
biniy palyginimy korekcijos statistinis reikSmingumas neisliko. Be to, paste-
béti reikSmingi skirtumai SSTRS5 rs34037914 genotipo atveju, rodantys sta-
tistiSkai reikSmingus skirtumus tarp genotipy pasiskirstymo, lyginant mikro
HA su referentine grupe (p = 0,022). Be to, TT genotipas buvo susijes su 12
karty didesne mikro HA atsiradimo galimybe (p = 0,044). Taciau Sios s3sajos
neisliko po Bonferroni korekcijos, o tai pabréZzia tolesniy tyrimy su didesné-
mis kohortomis poreiki, siekiant geriau suprasti SSTR2 sasajas su HA. Pazy-
meétina, kad nors daugelis tyrimy buvo skirti imunohistochemijai, Peculis ir
kt. tyrimas nerado reik§mingy rySiy tarp SSTR2, SSTR5 VNV ir HA [141].

Apie 20 proc. Seiminés izoliuotos hipofizés adenomos (FIHA) atvejy
kyla del germinacinés mutacijos AIP gene, esanCiame 11q13. A/P mutacijos
daugiausia sukelia somatotrofines ir laktotrofines adenomas, daznai pasireis-
kiancias vaikyst¢je ar jauname amziuje. AP, i§ pradziy identifikuotas kaip
ko-Saperonas, veikia kaip navikg slopinantis genas. Nors padidéjusi laukinio
tipo AIP raiSka mazina lasteliy proliferacija, jo nutildymas jg stimuliuoja. AP
saveikauja su jvairiais baltymais, jskaitant arilo angliavandeniliy receptoriy,
taCiau pagrindin¢ saveika hipofizés naviky genezés procese lieka neaiSki
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[147]. Paciento normalaus audinio DNR sekoje nustata beprasmé mutacija
(angl. nonsense) 40 nukleotido pozicijoje AIP geno koduojanc¢iame regione.
Tiksliau, citozinas buvo pakeistas timidinu (c.40 C > T), tod¢l Gln kodonas
virto stop kodonu (Q14X). Pazymétina, jog visuose pacienty navikuose
nustatytas A/P geno laukinio tipo alelio praradimas [42]. Pacientai, turintys
AIP mutacijas, buvo gerokai jaunesnio amziaus, palyginti su tais, kuriy A/P
mutacijy nebuvo [148]. Nuo pirmojo 4/P mutacijy identifikavimo FIHA gene
2006 m. dokumentuota daugiau nei 75 AIP geno mutacijos [ 149, 150].
Nustatyta, kad A/P mutacija pasitaiko 26 proc. Seiminiy adenomy atvejy
[34, 35, 151, 152]. I§ 163 pacienty 19 (11,7 proc.) turéjo germinacines AIP
mutacijas, o dar 9 pacientams nustatyti neaiSkios reikSmeés pokyciai arba
VNV. AIP mutacijos aptiktos 20,5 proc. vaiky, 13,3 proc. sporadinés somato-
tropinomos pacienty, 11,5 proc. prolaktinomos pacienty ir 1 i§ 16 pacienty,
serganciy neaktyviomis HA [153]. AIP mutacija pasitaiko daug reciau spora-
diniy HA atveju [150, 154]. Sporadiniai GH/PRL sekretuojantys navikai
nenustatyti. 4/P mutacijos pasireiSké atitinkamai 5,4 proc., 4,4 proc.,
3,3 proc. ir 2,4 proc. PRL, GH ir AKTH sekretuojanc¢iy naviky ir NFA, o
mazdaug du trecdaliai jy buvo germinacinés mutacijos. Buvo pastebéti
jvairtis AIP geno mutacijy tipai, rodantys atsitiktinj atsiradimg sporadiniuose
hipofizés navikuose ir pabréziantys A/P vaidmenj naviko vystymesi [155].
AIP genas taip pat buvo identifikuotas FIHA pacientams i§ dviejy Seimy
Siaurés Suomijoje [148]. Ji sudaro 6 egzonai ir jis koduoja 330 aminortig§ciy
baltyma, turintj peptidilprolilcis-transizomerazés tipo (PPlazés tipo) domenag
(31-121 aminorugstys), tetratricopeptido pasikartojimo (TPR) domeng su
3 TPR motyvais (aminoriigstys 179-298) ir c-galo a-7 spiralg (Ca-7h) [156].
Tyrime, kuriame dalyvavo 110 Vokietijoje gyvenanciy baltaodziy pa-
cienty, sergan¢iy HA (55 funkcionuojancios ir 55 nefunkcionuojancios), A7P
mutacijos nustatytos 2,7 proc. pacienty. Dviem pacientams nustatyta hetero-
zigotiné mutacija R16H (c.47G > A), o vienam pacientui — heterozigotinis
G > C pakitimas 3'UTR srityje, 60 bp Zemiau terminacijos kodono. Visiems
trims pacientams buvo nustatyta nefunkcionuojanti adenoma. Be to, trims
pacientams, sergantiems nefunkcionuojancia adenoma, dviem pacientams,
sergantiems prolaktinoma, ir vienam pacientui, sergan¢iam akromegalija,
nustatytas tylus variantas D/72D (c.516C > T) [157]. Alain Barlier ir kt.
iSanalizavo 107 pacientus (prolaktinomas (n = 49), nefunkcionuojancius
navikus (n = 29), somatotropinomas (n = 26), AKTH isskirian¢ius navikus
(n = 2) ir TSH i8skirianc¢ius navikus (n = 1)) ir nerado jokiy 4/P germinacinés
mutacijos. 41 naviko méginiy, paimty i§ kity tiriamyjy, grupéje viename
méginyje buvo rasta nauja AIP mutacija (R22X), kurioje atitinkamas alelis
buvo istrintas. Tolesnio paciento patikrinimo metu buvo aptikta germinacinés
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AIP mutacija R22X, rodanti, kad A/P mutacijos, atrodo, nevaidina pagrin-
dinio vaidmens sporadingje hipofizés naviky atsiradimo patogenezéje Euro-
pos populiacijoje [158]. Savo tyrime neradome jokiy rysiy tarp AIP
15267606574 ir HA.

Integruotas keturiy tyrimy rezultaty apibendrinimas

Siame darbe atlikti keturi tarpusavyje susije tyrimai leido kompleksiskai
jvertinti genetiniy varianty, baltymy koncentracijy ir telomery biologijos
rodikliy sgsajas su HA pasireiskimu bei jos klinikinémis charakteristikomis.
Skirtinguose tyrimuose analizuoti molekuliniai Zymenys atspindi kelis svar-
bius HA patogenezés aspektus — telomery palaikymo mechanizmus, imuninés
signalizacijos procesus ir neuroendokrinine reguliacija. Siy rezultaty integ-
ruotas vertinimas leidzia geriau suprasti galima skirtingy biologiniy sistemy
vaidmen] HA vystymesi ir jos biologiniame elgesyje.

Apibendrinant Siame darbe gautus rezultatus galima teigti, kad HA pasi-
reiSkimas gali biiti susijes su keliy skirtingy biologiniy sistemy genetiniais ir
molekuliniais veiksniais. Telomery biologijos tyrimai parod¢, kad tam tikri
telomery palaikymo sistemos genetiniai variantai (TERC, TERFI, TNKS?2)
bei telomery su baltymais susijusiy komponenty koncentracijos gali biiti su-
sije su HA pasireiskimu ir kai kuriomis naviko klinikinémis charakteristi-
komis, pavyzdziui, naviko dydziu. Taip pat nustatyta, kad HA pacientams
SLTI buvo ilgesnis nei referentingje grupéje, kas gali atspindéti pakitusj telo-
mery palaikymo mechanizmy aktyvuma naviko biologijoje. Imuninés signa-
lizacijos kelio analizé parode, kad STAT4 genetiniai variantai ir padidéjusi
STAT4 baltymo koncentracija kraujo serume taip pat gali biiti susij¢ su HA
pasireiskimu, kas leidZia manyti apie galimg uzdegiminiy ar imuniniy proce-
sy vaidmenj ligos patogenezéje. Tuo tarpu somatostatino receptoriy sistemos
genetiniy varianty ir baltymy koncentracijy analizé reikSmingy sasajy su HA
pasireiSkimu ar klinikinémis charakteristikomis neparodé.

Taigi Sio darbo rezultatai rodo, kad HA atsiradimas gali biiti susijes su
keliy molekuliniy mechanizmy — telomery palaikymo, imuninés signaliza-
cijos ir neuroendokrininés reguliacijos — sgveika. Skirtingos biologingés siste-
mos gali veikti ne izoliuotai, bet kompleksiskai, dalyvaudamos genomo stabi-
lumo palaikymo, lgsteliy proliferacijos ir naviko mikroaplinkos reguliacijos
procesuose. Nors Siame tyrime Sie molekuliniai Zymenys buvo vertinami
atskirai, gauti rezultatai leidzia manyti, kad jy kompleksinis vertinimas galéty
biiti informatyvesnis nei pavieniy biomarkeriy analizé¢ ir padéti geriau
suprasti HA biologinj elgesj.

Siy genetiniy variacijy supratimas gali atverti kelig individualizuotos
medicinos metodams. Nors Siame tyrime statistiSkai reikSmingy sasajy tarp
SSTR2, SSTRS ir AIP VNV bei HA klinikiniy charakteristiky nenustatyta,
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somatostatino receptoriy sistema islieka svarbi vertinant individualy atsaka i
somatostatino analogy terapija. Siy genetiniy varianty nustatymas ateityje
galéty padéti geriau suprasti galimus gydymo atsako skirtumus tarp pacienty.
Taciau norint patvirtinti §iuos rezultatus ir jvertinti jy klinikinj pritaikomuma,
biitini tolesni tyrimai su didesnémis pacienty kohortomis. Ateityje skirtingy
genetiniy ir molekuliniy Zymeny integravimas j kompleksinius molekulinius
ar prognostinius modelius galéty padéti tiksliau jvertinti HA eiga, geriau
suprasti ligos biologinius mechanizmus ir sudaryti prielaidas individuali-
zuotai pacienty stebésenai bei gydymo strategijy parinkimui.
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ISVADOS

Nustatyta, kad TERC rs35073794 yra susijes su HA pasireiskimu — AG
genotipas buvo statistiSkai reikSmingai daznesnis HA grupéje ir siejosi
su didesne ligos pasireiSkimo galimybe. Taip pat AG genotipas buvo
susijes su didesne makroadenomy ir mazesne mikroadenomy pasireis-
kimo galimybe, ta¢iau reikSmingy sasajy su HA aktyvumu, invazyvumu
ar atkryCiu nenustatyta. Analizuojant TEP! ir TERT VNV statistiskai
reik§mingy sgsajy su HA pasireiSkimu ar klinikinémis charakteristikomis
nenustatyta.

Nustatyta, kad TERF1 rs1545827 T alelis ir CT+TT genotipai buvo su-
sije su mazesne, 0 TNKS2 rs10509637 G alelis ir GG genotipas — su
didesne HA pasireiskimo galimybe. Kraujo serumo tyrimai parodé, kad
HA grupéje TERF2 koncentracija buvo statistiskai reikSmingai didesne,
o TERF1 ir CTC1 koncentracijos — statistiskai reik§mingai mazesnés nei
referentinéje grupéje. Taip pat nustatyta, kad santykinis leukocity telo-
mery ilgis HA grupéje buvo ilgesnis nei referentinéje grupeje. Statistis-
kai reikSmingy sasajy tarp TNKS2, CTCI, ZNF676, TERFI ir TERF2
VNV ir HA aktyvumo, invazyvumo, atkry€io ar dydZio nenustatyta.

Nustatyta, kad STAT4 rs7574865 GT+GG genotipai buvo susije su
didesne HA pasireiskimo galimybe, o vyry pogrupyje papildomai nusta-
tyta reikSminga sasaja su STAT4 rs10168266 CC+CT genotipais. Taip
pat nustatyta, kad STAT4 baltymo koncentracija kraujo serume HA gru-
péje buvo statistiskai reikSmingai didesné nei referentinéje grupéje. Sta-
tistiSkai reikSmingy STAT4 haplotipy sasajy su hipofizés adenomos
aktyvumu, invazyvumu, atkry¢iu ar dydZiu nenustatyta.

Po Bonferroni korekcijos statistiSkai reikSmingy sasajy tarp SSTR2
1s2236750, SSTR5 rs34037914 ir HA pasireiSkimo nenustatyta. Taip pat
nenustatyta reikSmingy sasajy tarp Siy varianty ir naviko proliferacinio
aktyvumo, vertinamo pagal Ki-67 proliferacijos indeksg. SSTR2, SSTRS
ir AIP baltymy koncentracijos kraujo serume tarp HA ir referentinés
grupés statistiSkai reikSmingai nesiskyré. Daugumai tirty naviky Ki-67
proliferacijos indeksas buvo <1 proc., ir statistiSkai reikSmingy sasajy
su HA aktyvumu, invazyvumu, atkry¢iu ar dydziu nenustatyta.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Pituitary adenomas (PAs) — among the most common primary brain
tumors — account for approximately 14.1% of all such neoplasms [1].
Although PAs are typically considered non-malignant lesions [2], a subset
exhibits invasive growth, leading to hypopituitarism or visual field defects.
Surgical resection is the principal treatment modality [3]; nevertheless,
recurrence occurs in up to one-third of cases across both functioning and
nonfunctioning adenomas, making accurate estimation of recurrence risk
critically important for long-term surveillance and planning of adjuvant
therapy [1].

Most PAs arise from the anterior pituitary, generally grow slowly, and
are benign. In clinical practice, they are classified by size — microadenomas
versus macroadenomas — and by functionality (nonfunctioning vs. func-
tioning) or by anatomic extent [4, 5]. Functioning PAs increase secretion of
specific adenohypophyseal hormones [6]. Compared with functioning tumors,
nonfunctioning PAs are often diagnosed later and may be clinically more
aggressive due to mass effect [7, 8]. Invasiveness is a key attribute of PAs,
associated with involvement of adjacent structures, complications, and poorer
prognosis [9]. PA pathogenesis is multifactorial, involving gene mutations,
chromosomal abnormalities, DNA methylation, microRNA regulation, and
transcription-factor modulation; dysregulated expression of cell-cycle genes,
activation of oncoproteins, or loss of suppressive mechanisms can perturb
growth-factor signaling [7, 10, 11]. Proliferation markers are prognostically
relevant; the Ki-67 labeling index is widely regarded as a meaningful
prognostic indicator in PAs [12-14].

Telomeres are nucleoprotein complexes at eukaryotic chromosome ends
whose length shortens with age; progressive attrition is linked to somatic-cell
senescence, apoptosis, and oncogenic transformation [15]. Shorter telomere
length is associated with increased morbidity and poorer survival outcomes
[16]. Telomere integrity is maintained by the shelterin complex, which forms
T-loop structures and shields chromosome ends from being misrecognized as
double-strand DNA breaks [17, 18]. The CST (CTC1-STN1-TEN1) telome-
re replication complex also contributes to telomere regulation by inhibiting
telomerase, binding single-stranded DNA, and promoting lagging-strand
synthesis [19]. Among telomere-length regulators, telomeric repeat-binding
factors 1 and 2 (TERF1/TERF2) function as telomerase inhibitors: overex-
pression is associated with telomere shortening, whereas reduced expression
is associated with lengthening [20, 21]. Overexpression of tankyrase-2
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(TNKS2) in tumor cells may be linked to telomere elongation, suggesting a
potential oncogenic role [22]. The CST component CTC1 participates in
leukocyte telomere-length regulation and preservation of genome stability
[23]. Small-molecule inhibitors targeting shelterin and CST have recently
been explored for their therapeutic potential in telomere-related pathologies
[24].

Telomerase is central to telomere maintenance. This ribonucleoprotein
holoenzyme comprises the catalytic subunit telomerase reverse transcriptase
(TERT), the telomerase RNA component (TERC), and the telomerase-
associated protein 1 (TEP1). Using TERC as a template, TERT extends the
3" ends of telomeres. This process is modulated by secondary DNA structures
at telomeres and telomere-associated proteins, while TEP1 contributes to
assembly and stabilization of the telomerase RNP complex [15,20].

Within telomere homeostasis, attention has also turned to zinc finger
protein 676 (ZNF676), a transcriptional regulator whose mechanisms of
action on telomere length are not yet fully defined. Theoretically, ZNF676
may bind DNA directly to regulate expression and post-translational modifi-
cation of telomere-maintenance genes, or it may promote folding of single-
stranded telomeric DNA into G-quadruplexes that suppress telomerase-
mediated elongation at the 3" end [23-26].

Another relevant axis involves signal transducer and activator of trans-
cription 4 (STAT4) and its role within the tumor microenvironment. Acti-
vated by Janus kinases (JAKs), STAT4 regulates immune responses and
inflammation — processes regarded as important contributors to cancer risk
[27-29].

Finally, somatostatin receptors 1-5 (SSTR1-SSTRS5) — particularly
SSTR2 and SSTRS — and the aryl hydrocarbon receptor-interacting protein
(AIP) have notable clinical relevance in PAs. SSTRs modulate cellular
signaling by inhibiting adenylyl cyclase, stimulating inward-rectifier K*
channels, reducing Ca*" conductance, and enhancing tyrosine-phosphatase
activity [30,31]. In neuroendocrine tumors, SSTRS5 expression can be
epigenetically regulated by the antisense transcript SSTR5—AS1 and by DNA
methylation [32], while membrane SSTR2 expression is often substantially
higher in tumor cells than in normal counterparts, making it an attractive
therapeutic target [33]. A/P is a tumor-suppressor gene with germline and
sporadic variants reported in pituitary neuroendocrine tumors (PitNETSs);
although some A/P variants are rare and of uncertain functional significance,
careful interpretation is essential because rare variants are also detected in
healthy reference populations [34-38].

Against this backdrop, the present work systematically evaluates
telomere-biology markers (TERT, TERC, TEP1, TERFI/TERF2, TNKS2,

112



CTC1, ZNF676), STAT4, and SSTR/AIP, and examines their relationships
with the clinical course of PAs. This integrated approach may refine risk
stratification (including recurrence risk) and inform individualized surveil-
lance and adjuvant interventions.

STUDY AIM AND OBJECTIVES

The aim of the study:

To evaluate the associations between genetic variants of telomere
biology, JAK-STAT, and somatostatin signaling pathways, their protein
expression, and relative leukocyte telomere length with the occurrence of
pituitary adenoma and tumor biological behavior (activity, invasiveness,
recurrence, and size).

Objectives of the study:

1. To determine the associations of TERC, TEPI, and TERT single-
nucleotide polymorphisms and relative leukocyte telomere length
with the occurrence of PA, as well as with PA activity, invasiveness,
recurrence and size.

2. To determine the associations of TNKS2, CTCI, ZNF676, TERFI,
and TERF? single-nucleotide polymorphisms, corresponding pro-
tein levels, and relative leukocyte telomere length with the occur-
rence of PA, as well as with PA activity, invasiveness, recurrence
and size.

3. To determine the associations of STAT4 single-nucleotide poly-
morphisms, STAT4 protein levels, and ST4A74 haplotypes with PA,
as well as with PA activity, invasiveness, recurrence and size.

4. To determine the associations of SSTR2 rs2236750, SSTRS5
1s34037914, and AIP 15267606574 single-nucleotide polymor-
phisms, corresponding protein levels and Ki-67 PI with the occur-
rence of PA, as well as PA proliferation activity.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted from 2021 to 2025 and comprised 507
participants: 139 patients with PA and 368 healthy individuals as the refe-
rence group. The cohorts were matched by age and sex. The PA cohort was
recruited at the Department of Neurology, Hospital of Lithuanian University
of Health Sciences Kauno klinikos (Kauno klinikos). Diagnoses were estab-
lished from clinical evaluation and magnetic resonance imaging (MRI), with

histological confirmation performed at the Department of Pathology, Kauno
klinikos.
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Study design and subjects

The whole project was divided into four individual studies (Study I-
Study IV).

Study I:

Molecular Markers of Telomerase Complex Association with Pituitary
Adenoma (Gedvilaite et al., 2022 [63]) — analysis of TEPI, TERC, TERT gene
polymorphisms and their associations with PA, together with serum
TEP1/TERC/TERT levels and relative leukocyte telomere length (RLTL)
comparison between PA patients and reference subjects.

* PA group: n=126.

«  Reference group: n = 368.

Study II:

The Influence of Telomere-Related Gene Variants, Serum Levels, and
Relative Leukocyte Telomere Length in Pituitary Adenoma Occurrence and
Recurrence (Gedvilaite et al., 2024 [64]) — assessment of TERFI, TERF2,
TNKS2, CTC1, ZNF676 variants, corresponding serum protein levels (TERF1/
TERF2/TNKS2/CTC1/ZNF676), and RLTL in relation to PA occurrence and
recurrence.

*  PA group: n=130.

*  Reference group: n = 320.

Study III:

Signal Transducer and Activator of Transcription 4 (STAT4) Associa-
tion with Pituitary Adenoma (Gedvilaite-Vaicechauskiene et al., 2024 [65]) —
investigation of STAT4 SNPs, haplotypes, and serum STAT4 levels in
relation to PA.

*  PA group: n=139.

*  Reference group: n = 357.

Study IV:

Pituitary Adenoma: SSTR2 12236750, SSTRS5 rs34037914, and AIP
15267606574 Genetic Variants, Serum Levels, and Ki-67 Labeling Index
Associations (Gedvilaite-Vaicechauskiene et al., 2024 [66]) — evaluation of
SSTR2, SSTRS5, AIP genetic variants, their serum protein levels, and Ki-67
labeling index in PA.

 PA group: n=128.

*  Reference group: n =272.
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Study methods

In the present study, we evaluated relative leukocyte telomere length, the
Ki-67 proliferation index (PI), single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in
the genes: TEPI (rs1713418, rs1760904), TERC (rs12696304, rs35073794),
TERT (rs2736098, rs401681), TNKS2 (rs10509639, rs10509637), CTCI
(rs3027234), ZNF676 (1s412658), TERFI (rs10107605, rs1545827), TERF?2
(rs251796), STAT4 (rs10181656, rs7574865, rs7601754, 1s10168266), SSTR2
(rs2236750), SSTRS5 (1rs34037914), and AIP (rs267606574), as well as serum
concentrations of the proteins TEP1, TNKS2, CTC1, ZNF676, TERFI,
TERF2, STAT4, SSTR2, SSTRS, and AIP, and their associations with PA.

Genomic DNA extraction and RT-PCR

Peripheral venous blood was collected into vacuum tubes containing the
anticoagulant EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) to prevent microclot
formation. Genomic DNA was isolated from leukocytes using the salting-out
method. The procedure comprised:

Centrifugation: isolation of peripheral blood leukocytes.
Cell resuspension: leukocytes resuspended in buffer.
Cell lysis: membrane disruption with detergents.
Protein hydrolysis: proteolysis with proteinase K.
Deproteinization: removal of proteins using chloroform.
DNA precipitation: DNA precipitated with ethanol.

To protect DNA from degradation, nucleases were inactivated in the
initial steps by appropriate buffers. All steps were performed at low tempe-
rature (~4 °C). Purified DNA was stored at =70 °C.

The salting-out method yields DNA of suitable concentration and quality
using the sequence of steps listed above: centrifugation, resuspension, lysis,
protein hydrolysis, deproteinization, and ethanol precipitation.

Genotyping was performed using StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Singapore).

The qPCR cycling protocol comprised three repeating stages driving
exponential DNA amplification:

Denaturation: 95 °C, 15 s —disruption of hydrogen bonds and strand
separation.

Primer annealing (hybridization): 60 °C, 60 s — primers bind to
complementary DNA sequences.

Extension: 72 °C — Taq DNA polymerase synthesizes the comple-
mentary strand.

115



Determination of relative leukocyte telomere length

Relative leukocyte telomere length (RLTL) was assessed in peripheral
blood leukocytes using the quantitative real-time PCR method described by
Richard M. Cawthon [67], which determines the T/S ratio — the abundance of
telomeric DNA (T) relative to a single-copy reference gene (S; albumin).
Each sample was analyzed in two technical replicates for both telomere and
single-copy reactions.

As for genotyping, qPCR was performed on a StepOnePlus™ real-time
PCR instrument. The reference (calibrator) sample consisted of a pooled
DNA mix from two randomly selected participants. Positive control: DNA
extracted from the 1301 human cell line with very long telomeres (Sigma-
Aldrich, USA). Negative control: sterile water (NTC).

Primers used:

Telg: 5'-ACA CTA AGG TTT GGG TTT GGG TTT GGG TTT
GGG TTA GTG T-3'

Telc: 5'-TGT TAG GTA TCC CTATCC CTATCCCTATCC CTA
TCC CTA ACA-3’

Albd: 5'-GCC CGG CCC GCC GCG CCC GTC CCG CCG GAA
AAG CAT GGT CGC CTG TT-3'

Albu: 5'-CGG CGG CGG G GCG GCG CGG GCT GGG CGG
AAA TGCTGC ACA GAA TCC TTG-3'

Ki-67 assessment

The Ki-67 proliferation index (LI) was determined through immuno-
histochemical staining with a monoclonal anti-Ki-67 antibody (clone SP6;
Spring Bioscience Corporation). It was expressed as the percentage of tumor
cells showing positive staining within the nuclei.

Tissue was fixed in 10% neutral buffered formalin for 2448 h and
embedded in paraffin; section thickness 3—4 pum. Staining was performed at
the LUHS Department of Pathology on the Ventana BenchMark XT platform
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) following the manufacturer’s
protocol: sections were dewaxed with Ventana reagents; antigen retrieval
with Cell Conditioning buffer (pH 8.4) for 60 min at 100 °C; incubation with
the primary antibody for 32 min at 37 °C; visualization with the Ventana
iVIEW DAB Detection Kit. Counterstaining was done with Gill hematoxylin,
bluing with lithium carbonate buffer, and slides were coverslipped.
Tonsil/lymph node tissue served as the positive control; negative controls
omitted the primary antibody.

The LI was calculated in hot-spot areas at X400 magnification, counting
> 500-1000 tumor cells across > 3 field sand expressing the result as a per-
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centage. Artifactual regions (necrosis, hemorrhage) were excluded. Evalua-
tion was performed by an experienced pathologist blinded to clinical data; in
equivocal cases, a repeat assessment was undertaken.

Statistical analysis

Data were analyzed using IBM SPSS Statistics for Windows, version
29.0 (IBM Corp., USA). Distribution normality was assessed with the
Shapiro—Wilk test and, when needed, the Kolmogorov—Smirnov test with
Lilliefors correction. Normally distributed variables are reported as
mean £ SD; non-normally distributed variables as median (IQR).

Genotype distributions in the reference group were tested for Hardy—
Weinberg equilibrium (HWE) using the exact test. Chi-square or Fisher’s
exact tests (when expected counts < 5) were used to compare genotype/allele
frequencies between groups.

Associations between SNPs and pituitary adenoma (PA) occurrence
were evaluated by binary logistic regression, presenting odds ratios (ORs)
with 95% confidence intervals (Cls). The following inheritance models were
examined:

Codominant (heterozygotes vs. common-allele homozygotes; rare-
allele homozygotes vs. common-allele homozygotes)

Dominant (heterozygotes + rare-allele homozygotes vs. common-
allele homozygotes)

Recessive (rare-allele homozygotes vs. heterozygotes + common-
allele homozygotes)

Overdominant (heterozygotes vs. both homozygote groups)
Additive (per—rare-allele effect)

For each SNP, the optimal model was selected by the Akaike Information
Criterion (AIC) (lower AIC indicates better fit). Regression models were
adjusted for age and sex.

Group comparisons of relative leukocyte telomere length (RLTL) used
the Mann—Whitney U test when normality assumptions were not met. A two-
sided significance level of a = 0.05 was applied.

Unadjusted p values (o0 = 0.05) are reported first in each subsection,
followed by correction for multiple testing using Bonferroni adjustment,
because a fixed, a priori number of SNPs (m) was analyzed in each study:

Study I (m = 6 SNPs): a* =0.05 /6 =0.0083;
Study II (m =7 SNPs): a* =0.05/7 = 0.0071;
Study III (m = 4 SNPs): a* =0.05/4 =0.0125;
Study IV (m =3 SNP): a* = 0,05/3 = 0,0167.
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RESULTS

Genotype and allele distribution of TERC rs35073794 revealed statisti-
cally significant differences between PA and the reference group, GG, AG
and AA (0.8%, 84.9% and 14.3% vs. 42.4%, 57.6% and 0.0%, p <0.001)
(Table 1).

Table 1. Genotype and allele frequencies of TERC rs35073794 within PA an
reference groups

Genotype, PA group, Control group,
Gene, SNP allele n (%) n (%) p-value
TERC 1535073794 GG 1(0.8) 156 (42.4) <0.001
AG 107 (84.9) 212 (57.6)
AA 18 (14.3) 0(0.0)
Total 126 (100) 368 (100)
Allele
G 109 (43.3) 524 (71.2) <0.001
A 143 (56.7) 212 (28.8)

The presence of the TERC rs35073794 AG genotype in the codominant
model, the AG+AA genotype combination in the dominant model, the AG
genotype in the overdominant model, and the A allele in the additive model
were all associated with significantly increased odds of PA development. The
estimated increases were approximately 79-fold (OR = 78.736; 95% CI:
10.872-570.221; p < 0.001), 92-fold (OR = 91.981; 95% CI: 12.717—
665.277; p < 0.001), 4-fold (OR = 4.144; 95% CI: 2.439-7.040; p < 0.001),
and 114-fold (OR = 114.329; 95% CI: 15.941-819.982; p < 0.001), respec-
tively (Table 2).

Table 2. Binary logistic regression analysis within patients with PA and
reference group subjects

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | p-value | AIC

TERC 1535073794

Codominant AG vs. GG 78.736 (10.872-570.221) <0.001 423.120

AA vs. GG - -

Dominant AG+AA vs. GG 91.981 (12.717-665.277) <0.001 458.571
Recessive AA vs. GG+AG — - -
Overdominant AG vs. AA+GG 4.144 (2.439-7.040) <0.001 529.245
Additive A 114.329 (15.941-819.982) <0.001 421.856
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Associations between TERC gene polymorphisms and pituitary adenoma
features, including activity, invasiveness, and recurrence, were evaluated.
The results showed that the rs35073794 variant was related to both active and
inactive forms of PA. The GG genotype was considerably less common in
patients with active PA as well as in those with inactive PA when compared
with the control group (1.5% vs. 42.4%, p < 0.001; 9.1% vs. 42.4%, p <
0.001). In contrast, the AG genotype appeared significantly more frequently
in both patient groups than among controls (79.1% vs. 57.6%, p = 0.001;
90.9% vs. 57.6%, p < 0.001) (Table 3).

Table 3. TERC rs35073794 frequencies of genotypes and alleles within active
or inactive pituitary adenoma and reference groups

Genotype Control Active PA Inactive
Gene, SNP allele ’ group, group, | p-value | PA group, | p-value
n (%) n (%) n (%)
TERC 1535073794 |GG 156 (42.4)%3 1(1.5)" [<0.001| 5(9.1p <0.001
AG 212 (57.6)>* | 53 (79.1)? 50 (90.9)*
AA 0(0.0) 13 (19.4) 509.1)
Total 368 (100) 67 (100) 55 (100)
Allele
G 524 (71.2) 55(41.0) | <0.001 | 60(50.0) | <0.001
A 212 (28.8) 79 (59.0) 60 (50.0)

'p <0.001 (GG vs. AA+AG); 2p = 0.001 (AG vs. GG+AA); 3p <0.001 (GG vs. AA+AG); “p < 0.001
(AG vs. GG+AA).

Evaluation of TERC 1s35073794 across several inheritance models
showed significant protective associations with active PA. The AG genotype
(codominant model), AG+AA genotypes (dominant model), AG genotype
(overdominant model), and the A allele (additive model) were associated with
substantially lower odds of active PA, corresponding to approximately 38-,
47-, 3-, and 91-fold reductions, respectively (all p < 0.001). Moreover, within
the overdominant model, individuals carrying the AG genotype had a seven-
fold lower probability of developing inactive PA compared with those with
AA or GG genotypes (OR = 0.136; 95% CI: 0.053-0.349; p < 0.001)
(Table 4).
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Table 4. Binary logistic regression analysis within active or inactive PA and
control group subjects

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | pvalue | AIC

Active PA

TERC 1535073794

Codominant AG vs. GG 0.026 (0.004-0.187) <0.001 281.319
AA vs. GG 0.000 (0.000— -) 0.998

Dominant AG+AA vs. GG 0.021 (0.003-0.150) <0.001 318.836

Recessive AA vs. GG+AG 0.000 (0.000— -) 0.998 324.825

Overdominant | AG vs. AA+GG 0.359 (0.192-0.670) 0.001 363.936

Additive A 0.011(0.002-0.082) <0.001 280.958

Inactive PA

TERC 1535073794

Codominant AG vs. GG 0.000 (0.000— -) 0.995 259418
AA vs. GG 0.000 (0.000— -) 0.998

Dominant AG+AA vs. GG 0.000 (0.000— -) 0.995 273.592

Recessive AA vs. GG+AG 0.000 (0.000— -) 0.999 308.111

Overdominant | AG vs. AA+GG 0.136 (0.053-0.349) <0.001 301.980

Additive A 0.000 (0.000— -) 0.995 257.418

The distribution of TERC rs35073794 genotypes differed significantly
between PA subgroups and controls. The AG genotype was markedly more
common in individuals with invasive PA as well as in those with non-invasive
PA compared with the control group (86.4% vs. 57.6%, p < 0.001; 81.8% vs.
57.6%, p = 0.002, respectively) (Table 5).

Table 5. TERC rs35073794 frequencies of genotypes and alleles within
invasive or non-invasive pituitary adenoma and control groups

Genotype Control Invasive Non-invasive
Gene, SNP allele ’ group, PA group, |p-value| PA group, | p-value
n (%) n (%) n (%)

TERC 1535073794 |GG 156 (42.4) 0(0.0) <0.001 1(2.3) <0.001
AG 212 (57.6)"? 70 (86.4)! 36 (81.8)?
AA 0(0.0) 11 (13.6) 7 (15.9)
Total 368 (100) 81 (100) 44 (100)
Allele
G 524 (71.2) 70 (43.2) |<0.001 38(43.2) | <0.001
A 212 (28.8) 92 (56.8) 50 (56.8)

Ip <0.001 (AG vs. AA+GG); 2p = 0.002 (AG vs. AA+GG).
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Under the overdominant model, carriers of the TERC rs35073794 AG
genotype, compared with individuals with AA or GG genotypes, had
approximately a 5-fold lower odds of developing invasive PA (OR = 0.214;
95% CI: 0.109-0.417; p < 0.001).

In addition, several genetic models demonstrated a protective association
with non-invasive PA. Specifically, the AG genotype in the codominant
model, the AG+AA genotypes in the dominant model, the AG genotype in
the overdominant model, and the A allele in the additive model were
associated with approximately 26-, 31-, 3-, and 63-fold reductions in the odds
of non-invasive PA, respectively (OR = 0.038; 95% CI: 0.005-0.278; p =
0.001; OR = 0.032; 95% CI: 0.004-0.232; p = 0.001; OR = 0.302; 95% CI:
0.137-0.668; p = 0.003; OR = 0.016; 95% CI: 0.002-0.116; p < 0.001)
(Table 6).

Table 6. Binary logistic regression analysis within invasive or non-invasive
PA and control group subjects

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | p-value AIC

Invasive PA

TERC 1535073794

Codominant AGvs. GG 0.000 (0.000- -) 0.995 320.054
AA vs. GG 0.000 (0.000- -) 0.997

Dominant AG+AA vs. GG 0.000 (0.000- -) 0.995 347.488

Recessive AA vs. GG+AG 0.000 (0.000- -) 0.998 386.885

Overdominant AG vs. AA+GG 0.214 (0.109-0.417) <0.001 401.155

Additive A 0.000 (0.000- -) 0.995 318.054

Non-invasive PA

TERC 1535073794

Codominant AGvs. GG 0.038 (0.005-0.278) 0.001 221.561
AAvs. GG 0.000 (0.000- -) 0.999

Dominant AG+AA vs. GG 0.032 (0.004-0.232) 0.001 245.495

Recessive AA vs. GG+AG 0.000 (0.000- -) 0.999 249.592

Overdominant AG vs. AA+GG 0.302 (0.137-0.668) 0.003 271.385

Additive A 0.016 (0.002—-0.116) <0.001 221.340

Analysis demonstrated that the TERC rs35073794 variant was related to
PA regardless of relapse status. The AG genotype occurred significantly more
often in patients with recurrent PA compared with controls, and a similar
pattern was observed in patients without relapse when compared with the
control group (90.0% vs. 57.6%, p < 0.001; 82.6% vs. 57.6%, p < 0.001)
(Table 7).
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Table 7. TERC rs35073794 frequencies of genotypes and alleles within
pituitary adenoma with relapse or without relapse and control groups

Genotype Control PA group PA group
Gene, SNP allele ’ group, | with relapse, | p-value without p-value
n (%) n (%) relapse, n (%)

TERC 1535073794 |GG 156 (42.4) 0(0.0) <0.001 1(1.1) <0.001
AG 212 (57.6)%2| 27 (90.0)! 76 (82.6)*
AA 0(0.0) 3(10.0) 15 (16.3)
Total 368 (100) 30 (100) 92 (100)
Allele
G 524 (71.2) 27 (45.0) | <0.001 78 (42.4) <0.001
A 212 (28.8) 33 (55.0) 106 (57.6)

1p<0.001 (AG vs. AA+GG); 2p < 0.001 (AG vs. AA+GG).

Evaluation of genetic models revealed that the 7TERC rs35073794 AG
genotype, when compared with AA and GG genotypes under the overdo-
minant model, was associated with a sevenfold reduction in the odds of PA
relapse (OR = 0.151; 95% CI: 0.045-0.507; p = 0.002).

For the TEPI rs1713418 polymorphism, the GG genotype was linked to
an approximately threefold increased risk of PA without relapse compared
with AA and AG genotypes, according to the recessive model (OR = 2.792;
95% CI: 1.167-6.682; p = 0.021).

Additionally, the TERC rs35073794 polymorphism was significantly
associated with lower odds of PA without relapse across multiple inheritance
models. The AG genotype (codominant model), AG+AA genotypes (domi-
nant model), AG genotype (overdominant model), and the A allele (additive
model) were linked to roughly 56-, 67-, 3-, and 100-fold decreases in the
likelihood of PA (Table 8).

Table 8. Binary logistic regression analysis within PA with or without relapse
and control group subjects

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | pvalue | AIC

PA with relapse

TERC rs35073794

Codominant AG vs. GG 0.000 (0.000— -) 0.995 202.582

AAvs. GG 0.000 (0.000— -) 0.999

Dominant AGH+AA vs. GG 0.000 (0.000— -) 0.995 183.381
Recessive AA vs. GG+AG 0.000 (0.000— -) 0.999 198.996
Overdominant AG vs. AA+GG 0.151 (0.045-0.507) 0.002 202.347
Additive A 0.000 (0.000— -) 0.995 170.582
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Table 8. Continued

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | p-value AIC

PA without relapse

TERC rs35073794

Codominant AG vs. GG 0.018 (0.002-0.130) <0.001 | 348507

AA vs. GG 0.000 (0.000— -) 0.998

Dominant AG+AA vs. GG 0.015 (0.002-0.108) <0.001 | 384.459
Recessive AA vs. GG+AG 0.000 (0.000— -) 0.998 411.991
Overdominant AG vs. AA+GG 0.286 (0.161-0.510) <0.001 | 440.861
Additive A 0.010 (0.001-0.074) <0.001 | 347.599

Analysis demonstrated that the TERC rs35073794 variant was related to
both macroadenomas and microadenomas. The AG genotype occurred signi-
ficantly more often in the macro PA group than in controls and was likewise

more prevalent in the micro PA group compared with the control group
(84.8% vs. 57.6%, p <0.001; 82.9% vs. 57.6%, p = 0.002) (Table 9).

Table 9. TEPI, TERC, and TERT genes single nucleotide polymorphisms
frequencies of genotypes and alleles within macro or micro pituitary
adenoma and control groups

Genotype, Control Macro PA, Micro PA,
Gene, SNP allele group, n (%) n (%) p-value n (%) p-value
TERC 1535073794 |GG 156 (42.4) 1(1.3) <0.001 0(0.0) <0.001
AG 212 (57.6)2 67 (84.8)! 34 (82.9)
AA 0(0.0) 11 (13.9) 7(17.1)
Total 368 (100) 79 (100) 44 (100)
Allele
G 524 (71.2) 69 (43.7) |<0.001| 34(41.5) |<0.001
A 212 (28.8) 89 (56.3) 48 (58.5)

Ip <0.001 (AG vs. AA+GG); 2p = 0.002 (AG vs. AA+GG).

Evaluation of genetic models indicated that the TERC rs35073794 AG
genotype, when compared with AA and GG genotypes combined, was asso-
ciated with significantly lower odds of micro PA, corresponding to an appro-
ximately fourfold reduction under the overdominant model (OR =0.280; 95%
CI: 0.121-0.648; p = 0.003). However, the same polymorphism showed the
opposite pattern for macro PA. In this case, the AG genotype (codominant
model), AG+AA genotypes (dominant model), AG genotype (overdominant
model), and the A allele (additive model) were associated with markedly
higher odds of macro PA, with increases of approximately 49-, 57-, 4-, and
82-fold, respectively (Table 10).
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Table 10. Binary logistic regression analysis within micro or macro PA and
control group subjects

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | p-value | AIC

Micro PA

TERC 1535073794

Codominant AGvs. GG 0.000 (0.000--) 0.995 201.638
AA vs. GG 0.000 (0.000--) 0.998

Dominant AGt+AA vs. GG 0.000 (0.000--) 0.995 226.190

Recessive AA vs. GG+AG 0.000 (0.000- -) 0.999 235.006

Overdominant AG vs. AA+GG 0.280 (0.121-0.648) 0.003 257.403

Additive A 0.000 (0.000- -) 0.995 199.638

Macro PA

TERC 1535073794

Codominant AGvs. GG 49.302 (6.771-358.990) <0.001 323.701
AAvs. GG - -

Dominant AGt+AA vs. GG 57.393 (7.899-417.078) <0.001 351.798

Recessive AA vs. GG+AG - - -

Overdominant AG vs. AA+GG 4.108 (2.149-7.856) <0.001 396.054

Additive A 83.234 (11.522-601.271) <0.001 322.740

A significant difference in TERFI rs1545827 genotype distribution was
identified between PA patients and the reference group (p <0.001). In the PA
cohort, the CC, CT, and TT genotypes were present in 62.3%, 31.5%, and
6.2% of individuals, respectively, whereas in the reference group their fre-
quencies were 37.2%, 50.6%, and 12.2%. The T allele was correspondingly
less prevalent in PA patients (21.9%) compared with the reference population
(37.5%) (p < 0.001).

In addition, significant differences were observed for the 7TNKS2
rs10509637 polymorphism. The frequencies of AA, AG, and GG genotypes
in the PA group were 51.6%, 31.5%, and 16.8%, respectively, while the
reference group showed frequencies of 68.5%, 28.1%, and 3.4% (p < 0.001).
The G allele occurred more frequently in the PA group (32.7%) than among
controls (17.5%) (p < 0.001). A summary of these findings is provided in
Table 11.
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Table 11. Genotype and allele frequencies of single nucleotide polymor-
phisms TERF1 rs1545827, TNKS2 rs10509637 within PA and reference

groups

Gene, SNP Genotype, allele Pp;g(l;/(‘))l)lp ’ Referfln(co;))group ’ p-value

TERFI 151545827 |CC 81(62.3) 119 (37.2) <0.001
CT 41 (31.5) 162 (50.6)
TT 8(6.2) 39 (12.2)
Total 130 (100) 320 (100)
Allele
C 203 (78.1) 400 (62.5) <0.001
T 57(21.9) 240 (37.5)

TNKS2 1510509637 | AA 67 (51.6) 219 (68.5) <0.001
AG 41 (31.5) 90 (28.1)
GG 22 (16.8) 11 (3.4)
Total 130 (100) 320 (100)
Allele
A 175 (67.3) 528 (82.5) <0.001
G 85 (32.7) 112 (17.5)

According to the most appropriate genetic model, selected based on the
lowest AIC value, individuals carrying the TERFI rs1545827 CT+TT geno-
types had approximately a 2.9-fold lower likelihood of developing PA com-
pared with those with the CC genotype (OR = 0.358; 95% CI: 0.235-0.546;
p <0.001).

In contrast, for the TNKS2 rs10509637 polymorphism, the GG genotype
was associated with a significantly increased risk of PA. Under the recessive
genetic model, carriers of the GG genotype showed about a 6.5-fold higher
odds of PA occurrence compared with individuals with the AA genotype
(OR =6.537; 95% CI: 3.015-14.172; p < 0.001) (Table 12).

Table 12. Binary logistic regression analysis within patients with pituitary
adenoma and reference group subjects

Model | Genotypeallele | OR (95% CI) | pvalue | AIC
TERFI 151545827
Codominant CT vs. CC 0.372 (0.239-0.580) <0.001 521.1

TT vs. CC 0.301 (0.134-0.678) 0.004

Dominant CT+TT vs. CC 0.358 (0.235-0.546) <0.001 519.4
Recessive TT vs. CC+CT 0.472 (0.214-1,041) 0.063 519.1
Overdominant CT vs. CC+TT 0.449 (0.292-0.691) <0.001 529.2
Additive T 0.453 (0.320-0.642) <0.001 521.1
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Table 12. Continued

Model | Genotype/allele OR (95% CI) | p-value AIC
TNKS2 1510509637
Codominant AGvs. AA 1.489 (0.940-2.358) 0.090 520.2

GG vs. AA 6.537 (3.015-14.172) <0.001

Dominant AG+GG vs. AA 2.039 (1.344-3.094) <0.001 531.9
Recessive AA vs. GG+AG 5.722 (2.686-12.189) <0.001 521.1
Overdominant AG vs. AA+GG 1.177 (0.756-1.833) 0.470 542.5
Additive G 2.081 (1.516-2.857) <0.001 5223

To explore potential sex-specific genetic differences, genotype and allele
distributions of the analyzed SNPs were evaluated separately for males and
females.

Within the female population, a significant difference in TERFI
rs1545827 genotype distribution was detected between PA patients and the
reference group (p < 0.001). The CC, CT, and TT genotypes were present in
65.0%, 26.3%, and 8.7% of PA cases, compared with 37.1%, 48.9%, and
14.0% among controls. Consistently, the T allele was less common in PA
patients (21.9%) than in the reference group (38.5%) (p < 0.001).

Likewise, the TNKS2 rs10509637 polymorphism exhibited significant
differences between groups. The frequencies of AA, AG, and GG genotypes
were 52.5%, 31.3%, and 16.2% in PA and 68.8%, 27.1%, and 4.1% in the
reference group (p <0.001). The G allele was correspondingly more prevalent
among PA patients (31.9%) than among controls (17.6%) (p < 0.001). These
results are summarized in Table 13.

Table 13. Genotype and allele frequencies of TERFI rs1545827, TNKS2
rs10509637 within PA and reference groups females

Genotype, PA group females, Reference group
Gene, SNP allele n (%) females, n (%) p-value
TERF1 rs1545827 CC 52 (65.0) 82 (37.1) <0.001
CT 21(26.3) 108 (48.9)
TT 7(8.7) 31 (14.0)
Total 80 (100) 221 (100)
Allele
C 125 (78.1) 272 (61.5) <0.001
T 35(21.9) 170 (38.5)
TNKS2 1s10509637 | AA 42 (52.5) 152 (68.8) <0.001
AG 25(31.3) 60 (27.1)
GG 13 (16.2) 9(4.1)
Total 80 (100) 221 (100)
Allele
A 109 (68.1) 364 (82.4) <0.001
G 51 (31.9) 78 (17.6)
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Evaluation of the most suitable genetic model, determined by the lowest
AIC value, revealed a protective association of the TERF I rs1545827 variant
in females. Specifically, carriers of the CT or TT genotypes exhibited a
significantly lower risk of PA compared with CC genotype carriers, corre-
sponding to an approximately 3.1-fold reduction in odds (OR = 0.318; 95%
CI: 0.186-0.542; p < 0.001).

In contrast, the TNKS2 rs10509637 polymorphism showed a significant
risk association in the female group. Under the recessive inheritance model,
females with the AA genotype had an approximately 4.6-fold increased
probability of developing PA compared with those with AG or GG genotypes
(OR =4.579; 95% CI: 1.871-11.165; p < 0.001) (Table 14).

Table 14. Binary logistic regression analysis within females with pituitary
adenoma and reference group females

Model | Genotype/aliele | OR (95% CI) | pvale | AIC
TERFI 151545827
Codominant CT vs. CC 0.307 (0.171-0.549) <0.001 333.9
TT vs. CC 0.356 (0.146-0.868) 0.023
Dominant CT+TT vs. CC 0.318 (0.186-0.542) <0.001 332.0
Recessive TT vs. CC+CT 0.588 (0.248-1.394) 0.228 349.0
Overdominant CT vs. CC+TT 0.372 (0.212-0.654) <0.001 337.8
Additive T 0.455 (0.298-0.697) <0.001 335.9
TNKS2 1510509637
Codominant AG vs. AA 1.508 (0.846-2.689) 0.164 359.5
GG vs. AA 5.228 (2.092-3.065) <0.001
Dominant AGHGG vs. AA 1.993 (1.181-3.362) 0.010 343.9
Recessive AA vs. GG+AG 4579 (1.871-11.165) | <0.001 339.4
Overdominant AG vs. AA+GG 1.220 (0.698-2.131) 0.485 350.1
Additive G 1.973 (1.334-2.920) <0.001 339.0

A significant difference in the distribution of 7TNKS2 rs10509637
genotypes was detected between male PA patients and male controls (p =
0.001). Among males with PA, the AA, AG, and GG genotypes were present
in 50.0%, 32.0%, and 18.0% of cases, respectively, whereas the corre-
sponding frequencies in the reference male group were 67.7%, 30.3%, and
2.0%. Moreover, the G allele was significantly more common in males with
PA compared with control males (34.0% vs. 7.2%, p = 0.001) (Table 15).
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Table 15. Genotype and allele frequencies of TNKS2 rs10509637 within PA
and reference group males

Gene, SNP Genotype, allele PA grl?l(l& ;nales, Rfﬁi‘li?sl’cﬁ %;3;1 p p-value

TNKS2 rs10509637 | AA 25 (50.0) 67 (67.7) 0.001
AG 16 (32.0) 30 (30.3)
GG 9 (18.0) 2 (2.0)
Total 50 (100) 99 (100)
Allele
A 66 (66.0) 164 (82.8) 0.001
G 34 (34.0) 34 (17.2)

Evaluation of the recessive inheritance model with the lowest AIC value
demonstrated that male carriers of the TNKS2 rs10509637 AA genotype had
a markedly higher probability of developing PA compared with individuals
carrying the AG or GG genotypes, representing an approximately 10.6-fold
increase in odds (OR = 10.646; 95% CI: 2.204-51.433; p=0.003) (Table 16).

Table 16. Binary logistic regression analysis within males with pituitary
adenoma and reference group males

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | pvalue | AIC
TNKS2 1510509637
Codominant AG vs. AA 1.489 (0.668-3.059) 0.358 181.5

GG vs. AA 2.060 (2.436-59.707) 0.002

Dominant AGHGG vs. AA 2.094 (1.044—4.200) 0.037 187.8
Recessive AA vs. GG+AG 10.646 (2.204-51.433) |  0.003 180.3
Overdominant AG vs. AA+GG 1.082 (0.520-2.252) 0.832 192.1
Additive G 2.298 (1.330-3.972) 0.003 182.9

Serum levels of TERF2, TERF1, and CTC1, as well as relative leukocyte
telomere length (RLTL), were evaluated in patients with pituitary adenoma
and in the reference population.

The results showed that TERF2 serum concentrations were significantly
higher in PA patients than in the reference group (median [IQR]: 0.222
[0.326] vs. 0.131 [0.072], p = 0.009). In contrast, TERF1 levels were signifi-
cantly lower in PA patients compared with controls (median [IQR]: 0.227
[0.027] vs. 0.269 [0.195], p < 0.001).

A similar decrease was observed for CTC1, where PA patients exhibited
markedly lower serum levels than the reference group (mean [SD]: 6.155
[6.876] vs. 16.356 [8.409], p < 0.001).

Assessment of RLTL revealed a statistically significant difference between
the PA group (n = 100) and the reference group (n = 320), with higher median
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RLTL values observed in PA patients (median [IQR]: 1.987 [3.225] vs. 0.619
[0.632], p < 0.001).

Furthermore, analysis of STA74 polymorphisms (rs10181656, rs7574865,
rs7601754, and rs10168266) showed that the rs7574865 GG genotype
occurred less frequently in the PA group than in the reference group (46.0%
vs. 58.5%, p=0.012) (Table 17).

Table 17. Genotype and allele frequencies of single nucleotide polymor-
phisms (STAT4 rs10181656) within PA and reference groups

Gene, SNP Genotype, allele | PA group, n (%) | Reference group, n (%) | p-value

STAT4 157574865 |GG 64 (46.0)! 209 (58.5)! 0.042
GT 62 (35.0) 121 (33.9)
TT 13 (2.5) 27 (7.6)
Total 139 (100) 357 (100)
Allele
G 190 (68.3) 539 (75.5) 0.022
T 88 (31.7) 175 (25.5)

'p =0.012 (GG vs. GT+TT); p-value — significance level. Bonferroni corrected the significance level
when p <0.0125 (0.05/4).

Binary logistic regression analysis indicated a significant association
between the STAT4 rs7574865 polymorphism and PA. Carriers of the GT or
GG genotypes exhibited about a 1.7-fold greater probability of PA compared
with TT genotype carriers, according to the dominant genetic model (OR =
1.655; 95% CI: 1.115-2.455; p = 0.012) (Table 18).

Table 18. Binary logistic regression analysis of STAT4 rs7574865 within
patients with pituitary adenoma and reference group subjects

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | p-value | AIC

STAT4 157574865

Co-dominant GTvs. TT 1.673 (1.105-2.534) 0.015 586.111

GGvs. TT 1.572 (0.767-3.225) 0.217

Dominant GT+GG vs. TT 1.655 (1.115-2.455) 0.012 584.139
Recessive GG vs. TTH+GT 1.261 (0.631-2.521) 0.512 590.016
Overdominant GT vs. GG+TT 1.570 (1.053-2.342) 0.027 585.575
Additive T 1.403 (1.040-1.892) 0.026 585.560

Analysis showed that both the CC genotype and the C allele of the STAT4
1510168266 polymorphism occurred significantly less often in patients with
PA than in the reference group (50.9% vs. 72.1%, p =0.005; 71.9% vs. 84.6%,
p = 0.004) (Table 19).
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Table 19. Distribution of genotypes and alleles of STAT4 rsl10181656,
rs7574865, rs7601754, and rs10168266 polymorphisms within PA and
reference group males

Gene, SNP Genotype, allele PA gl:l(l&, ;nales, Referenclel %:;: )u p males, p-value

STAT4 157574865 |GG 29 (50.9)! 98 (72.1)! 0.016
GT 24 (42.1) 34(25.0)
TT 4(7.0) 4(2.9)
Total 57 (100) 136 (100)
Allele
G 82 (71.9) 230 (84.6) 0.004
T 32(28.1) 42 (15.4)

'p = 0.005 (CC vs. CT+TT); p-value — significance level. Bonferroni corrected the significance level
when p <0.0125 (0.05/4).

Carriers of the STAT4 rs10168266 CC+CT genotypes had approximately
a 2.5-fold higher likelihood of developing PA compared with individuals with
the TT genotype (OR = 2.490; CI: 1.313—4.724; p = 0.005) (Table 20).

Table 20. Binary logistic regression analysis of STAT4 rs10168266 within
males with pituitary adenoma and reference group males

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | pvale | AIC

STAT4 1510168266

Co-dominant CTvs. TT 2385 (1.224-4.647) 0.011 230.229

CCvs. TT 3.379 (0.795-14.356) 0.099

Dominant CT+CC vs. TT 2.490 (1.313-4.724) 0.005 228.441
Recessive CC vs. TT+AT 2.491 (0.601-10.325) 0.209 234711
Overdominant CT vs. CC+TT 2.182 (1.135-4.194) 0.019 230.833
Additive T 2.122 (1.244-3.620) 0.006 228.556

Serum levels of STAT4 were measured in individuals with PA and in the

reference group. The results indicated significantly elevated STAT4 concen-
trations in PA patients compared with controls (median [IQR]: 1.434 [2.498]
ng/mL vs. 0.352 [0.382] ng/mL, p <0.001).
Furthermore, genetic variants SSTR2 rs2236750, SSTRS rs34037914, and AIP
15267606574 were analyzed in the study population. The comparison
between the PA and reference groups showed no significant differences in
genotype or allele frequencies for these SNPs (Table 21).
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Table 21. Genotype and allele frequencies of single nucleotide polymor-
phisms (SSTR2 rs2236750, SSTRS rs34037914, and AIP rs267606574)
within PA and reference groups

Gene, SNP Genotype, allele | PA group, n (%) | Reference group, n (%) | p-value

SSTR2 152236750 | AA 43 (33.6) 118 (43.4) 0.125
AG 73 (57.0) 126 (46.3)
GG 12(9.4) 28 (10.3)
Total 128 (100) 272 (100)
Allele
A 159 (62.1) 362 (66.5) 0.220
G 97 (37.9) 182 (33.5)

SSTR5 1s34037914 |CC 114 (89.1) 238 (87.5) 0.322
CT 12 (9.4) 33 (12.1)
TT 2 (1.6) 1(0.4)
Total 128 (100) 272 (100)
Allele
C 240 (93.8) 509 (93.6) 0.921
T 16 (6.2) 35(6.4)

AIP 15267606574 | TAC 128 (100) 272 (100) 1.000
Total 128 (100) 272 (100)
Allele
T 128 (33.3) 272 (33.3) 1.000
A 128 (33.3) 272 (33.3)
C 128 (33.3) 272 (33.3)

Binary logistic regression analysis suggested a potential association
between the SSTR2 152236750 polymorphism and PA. Specifically, the AG
genotype was linked to an approximately 1.6-fold increase in the odds of PA
under both the codominant (AG vs. AA) and overdominant (AG vs. AA+GQG)
inheritance models (OR = 1.602; 95% CI: 1.015-2.527; p = 0.043; OR =
1.550; 95% CI: 1.013-2.373; p = 0.044, respectively). However, these asso-
ciations were no longer statistically significant after Bonferroni correction
(Table 22).

Table 22. Binary logistic regression analysis within patients with pituitary
adenoma and reference group subjects

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | pvale | AIC

SSTR2 rs2236750

Codominant AG vs. AA 1.602 (1.015-2.527) 0.043 498.138

GG vs. AA 1.170 (0.543-2.522) 0.688

Dominant AGHGG vs. AA 1.524 (0.980-2.371) 0.062 496.848
Recessive AA vs. GG+AG 0.890 (0.435-1.822) 0.749 500.300
Overdominant AG vs. AA+GG 1.550 (1.013-2.373) 0.044 496.298
Additive G 1.241 (0.892-1.725) 0.200 498.760
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Table 22. Continued

Model | Genotype/allele | OR (95% CI) | p-value AIC

SSTRS rs34037914

Codominant CT vs. CC 0.781 (0.387-1.576) 0.490 500.343

TT vs. CC 4348 (0.384-49.187) 0.235
Dominant CT+TT vs. CC 0.887 (0.456-1.725) 0.724 500.277
Recessive TT vs. CC+CT 4.447 (0.393-50.299) 0.228 498.834
Overdominant CT vs. CC+TT 0.772 (0.383-1.557) 0.470 499.865
Additive T 0.999 (0.550-1.814) 0.997 500.404
CONCLUSIONS

TERC rs35073794 was found to be associated with the occurrence of PA,
with the AG genotype being significantly more frequent in the PA group
and associated with an increased odds of disease development. Also, AG
genotype was associated with a higher odds of macroadenoma and a
lower odds of microadenoma occurrence; however, no significant
associations were observed with PA activity, invasiveness, or recurrence.
No statistically significant associations were identified between TEPI
and TERT genetic variants and PA occurrence or clinical characteristics.

TERFI rs1545827 T allele and CT+TT genotypes were associated with
decreased odds of PA occurrence, whereas the TNKS2 rs10509637 G
allele and GG genotype were associated with an increased odds of PA
development. Serum analysis demonstrated that TERF2 concentration
was significantly higher in the PA group, while TERF1 and CTCl1
concentrations were significantly lower compared with the reference
group. Relative leukocyte telomere length was also longer in the PA
group than in the reference group. No statistically significant associa-
tions were found between TNKS2, CTC1, ZNF676, TERF1, or TERF2
genetic variants and PA activity, invasiveness, recurrence or size.

STAT4 rs7574865 GT+GG genotypes were associated with an increased
odds of PA occurrence. In the male subgroup, an additional significant
association was observed with STAT4 rs10168266 CC+CT genotypes.
Serum STAT4 protein concentration was significantly higher in the PA
group compared with the reference group. No statistically significant
associations were identified between S7A T4 haplotypes and PA activity,
invasiveness, recurrence or size.
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After Bonferroni correction, no statistically significant associations were
found between SSTR2 rs2236750, SSTR5 rs34037914, and PA occurren-
ce. No significant associations were observed between these variants and
tumor proliferative activity as assessed by the Ki-67 proliferation index.
Serum concentrations of SSTR2, SSTRS, and AIP proteins did not differ
significantly between the PA and reference groups. In the majority of
tumors, the Ki-67 proliferation index was < 1%, and no statistically
significant associations were found with PA activity, invasiveness, recur-
rence, or tumor size.
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KAUNO REG[ONINIS BIOMEDICIN[NIU TYRMU ET]KOS KOM]TETAS
Ve i 1 nastas: ka Mek@sm

LEIDIMAS ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA
2016-12-14 Nr. BE-2-47

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: Hipofizés adenomos molekuliniy fymeny paieika ir sasajos su
regos funkcija.

Protokolo Nr.: 1

Data: 2016-11-25

Versija: 2

Asmens informavimo forma 2016-11-25, versija 2

2016-11-25, versija 1

| Pagrindinis tvréias: Prof. Dalia Zaliiniené

Biomedicininio tyrimo vieta: LSMUL V3] Kauno klinikos,

Adresas: Eiveniy g. 2, LT-50009, Kaunas, Lictuva

I8vada:

Kauno regioninio biomedicininiy tyrimu etikos komiteto posédzio, jvykusio 2016 m. gruodZio mén.
6 d. (protokolo Nr. BE-10-16) sprendimu pritarta biomedicininio tyrimo vykdymui.

[Mokstinio eksperimento vykdytojai jsipareigoja: (1) nedelsiant informuoti Kauno Regioninj biomedicininiy Tyrimy Etikos
komitets apie visus nenumatytus atvejus, susijusius su studijos vykdymu, (2) iki sausio 15 dienos - pateikti metinj studijos
vykdymo apibendrinima bei, (3) per ménesj po studijos uZbaigimo, pateikti galutinj pranedimg apie eksperiments.
Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto nariai

Nr. | Vardas, Pavarde Velklos sritis Dalyvavo posédyje

1 Prof. Edgaras Stankeviius Fiziologija, farmakologija taip

2. Prof. Skaidrius Miliauskas Pulmonologija, vidaus ligos ne

3. Med. dr. Jonas Andriuikeviéius Chirurgija taip

4. Doc. Gintautas Gumbrevidius Kliniking farmakologija taip

- Prof, Kestutis Petrikonis Neurologija taip

6. Dr. Ramuné Kasperavidiené Filologija taip

7. Eglé Vaizgéliené Visuomenés sveikata ne

8. Zydrimé Luneckaité Visuomenés sveikata taip

9. Jurga Laurinaityté Teisé nc
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KAUNO REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
Lictuvos sveikatos moksly universitetas. A. Mickevitiaus g. 9, LT 44307 Kaunas. tel. (+370) 37 32 68 89: el.pastas: kaunorbtek@lsmuni.lt

LEIDIMAS ATLIKTI BIOMEDICININI TYRIMA
2025-12-30 Nr. BE-2-140

Biomedicininio tyrimo pavadinimas: ,,Prognoziniy Zymeny paieSka tiriant hipofizés adenomos
pasireiSkime dalyvaujandiy geny raisks ir funkcija”

Protokolo Nr.: 1

Data: 2025-11-25

Versija: 2

Asmens informavimo forma sergantiems hipofizés adenoma Versija: 2a, data: 2025-11-25
Asmens informavimo forma kontrolinei grupei Versija: 2b, data: 2025-11-25
Asmens informavimo forma genetiniam tyrimui, sergantiems Versija: 2¢, data: 2025-11-25
hipofizés adenoma

Asmens informavimo forma genetiniam tyrimui, kontrolinei Versija: 2d, data: 2025-11-25
grupei

Pagrindinis tyréjas: Prof. dr. Rasa Liutkevi¢iené

Biomedicininio tyrimo vieta: Lietuvos sveikatos moksly universitetas Neuromoksly instituto
Istaigos pavadinimas: Oftalmologijos laboratorija ir Lietuvos sveikatos moksly

universiteto ligoniné Kauno klinikos Neurologijos klinika

Adresas: Eiveniy g. 2, LT-50161, Kaunas
ISvada:

Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio, jvykusio 2025 m. gruodzio 9 d.
(protokolo Nr. 2025-BE10-0012) sprendimu pritarta biomedicininio tyrimo vykdymui.

Mokslinio eksperimento vykdytojai jsipareigoja: (1) nedelsiant informuoti Kauno regioninj biomedicininiy tyrimy etikos komiteta apie

visus nenumatytus atvejus, susijusius su studijos vykdymu, (2) iki sausio 15 dienos — pateikti metinj studijos vykdymo apibendrinima bei,

(3) per ménesj po studijos uzbaigimo, pateikti galutinj prane$ima apie eksperimenta, (4) uZregistruoti biomedicininj tyrima pasirinktoje
tyrimy registracijos platformoje prie§ jtraukiant pirmajj tiriamajij.

Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto nariai

Nr. Vardas, Pavardé Veiklos sritis Dalyvavo posédyje
1. Prof. dr. Edgaras Stankevicius Medicina Taip
2. Prof. dr. Vita Maciulskiené-Visockiené Odontologija Taip
3. Prof. dr. Lina Jankauskaité Medicina Taip
4. Doc. dr. Jiraté Gruodé Medicina Ne

5. Eglé Karinauské Medicina Ne

6. Prof. dr. Ei Peicius Visuomenés sveikata Taip
7. Doc. dr. Augra Urboniené Visuomengs sveikata Taip
8. Virginijus Jucius Gamtos mokslai Taip
9. Eglé BlaZevitiené Teisé Ne

Kauno regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas dirba vadovaudamasis gtikos principais 7lsta1ytais biomedicininiy tyrimy Etikos
jstatyme, Helsinkio deklaracijoje, vaisty tyringjimo Geros klinikinés praktikosAaisyklémis.

Kauno RBTEK pirmininkas
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PADEKA

Sio darbo rengimas buvo ilga ir prasminga kelioné, kurios metu
sulaukiau daug pagalbos, palaikymo ir jkvépimo.

Nuosirdziausiai dékoju savo darbo vadovei prof. dr. Rasai Liutkevic¢ienei
uz profesing kompetencija, aiskig moksling krypt;j ir kasdienj palaikyma. Jisy
buvimas $alia, vadovavimas, konstruktyvios pastabos ir pasitikéjimas manimi
padé¢jo nuosekliai augti kaip tyréjai.

Esu labai dékinga savo kolegéms ir bi¢iuléms — dr. Alvitai Vilkevicittei
bei doktorantéms Kristei Kaikarytei, Akvilei Bruzaitei, Monikai Duseikaitei-
Vidikei ir Enrikai Pileckaitei — uz bendradarbiavima, id¢jas, kritiSka zvilgsnj
ir jaukig kasdien¢ laboratorijos atmosfera. Jusy pagalba ir geranoriSkumas
buvo neatsiejama Sio projekto dalis.

Dékoju Lietuvos sveikatos moksly universiteto Neuromoksly instituto
bendruomenei uz palankias salygas tyrimams bei metoding pagalbg. Taip pat
nuoSirdziai dékoju visiems kliniky darbuotojams, prisidéjusiems prie
tirlamyjy meéginiy rinkimo.

Ypatingai dékoju savo Seimai. Acil tévams — uz tai, kad visada tikéjote
manimi ir mokéte nepasiduoti. A¢ill seset, kuri buvo $alia kiekviename etape.
Acit mano vyrui uz kantrybe, supratimg ir tvirtg petj tada, kai jo labiausiai
reikéjo. Ir didziausias acili miisy mazylei Marijai — uz Svelnuma ir kasdien
dovanojama ramybg¢. Jisy meilé ir palaikymas buvo didziausia motyvacija
Sio darbo kelyje.
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