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Bevezetés

Az 1d6sod6é férfiak korében a benignus prosztata hiperplazia (BPH) a
leggyakoribb uroldgiai megbetegedés. A 60 év koriili férfiak 60 %-4nak vannak tiinetei.
Rizik¢ faktorok a prosztata volumen, az életkor és a PSA-szint.

Az elmilt 15 évben a daganatos betegségek hatterében 4ll6 molekuldris
mechanizmusok vizsgélatai sordn reflektorfénybe keriiltek a kiilonbdz8 peptid hormonok
és azok receptorainak expresszids vizsgdlatai. Ezen peptid hormonok illetve receptoraik
kiilonb6z6é mértékben expresszalédhatnak egyes daganatos betegségben, lehetdséget
teremtve mindezzel egy esetleges célzott daganatterdpia megvaldsitdsara. Napjainkban
szamos kutatds folyik a benignus illetve malignus daganatos megbetegedések hatterében
all6 molekuldris mechanizmusok pontosabb megértése céljabdl, és az elmult 20 év
molekuldris biolégiai kutatdsai igazoltdk, hogy a hipofizis gonadrotrép sejtjeinek hormon
elvdlasztdsit szabdlyoz6 Luteinizdldé hormon - releasing hormon-I (LHRH-I) vagy
mdsnéven Gonadotropin hormon - releasing hormon-I (GnRH-I) befolydsolhatja a
kiilonb6z6 daganatok miikodését. A LHRH agonista illetve antagonista anal6gok
kozvetleniil receptor-medidlt mddon is hathatnak a daganatos sejtekre, valamint
wcarrier”/szallité molekulaként felhaszndlva Oket, szintén kifejthetik hatdsukat és fontos
szerepet jatszhatnak a modern célzott terdpidkban. A benignus és malignus betegségek
hétterében 1évé molekuldris mechanizmusok kutatdsainak egyik kozponti kérdésévé valt
ezen betegségek sordn megjelend, normdlistdl eltérd fehérje expresszids tulajdonsdgok
elemzése.

A BPH soran alkalmazott terdpidt a beteg panaszai hatdrozzdk meg. A BPH
kezelésének célja az alsé hugyuti tiinetek csokkentése, az életmindség javitdsa, valamint
egyéb szovodmények kialakuldsdnak megel6zése. Helyes indikdcié esetén a gondos
kovetés (Watchfull waiting-WW) hatékony médszer.

Kezdeti, mérsékelt fokd klinikai panaszok mellett a BPH novényi kivonatokkal
torténd kezelése is ismert. A flirészpdlma (Sabal serrulata, Serona repens) gyiimolcsének
kivonata antiflogesztikus és antikongessziv szoveti hatdsdval és 5o reduktdz aktivitds
csokkentésével fejti ki terdpids hatdsat. A csalangyokér (Urtica radix) kivonat a fehérjéhez
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kotott tesztoszteron csokkentésével, a tokmagkivonat (Cucurbita semen) a dihidro-
tesztoszteron receptor kotodés gatlasaval csokkenti a beteg panaszait. A rozspollen (Secale
cereale) antiflogisztikus és antikongesztiv, a liliom novény (Hypoxidace) a prosztaglandin
szintézis gétlds utjan kialakul6 antiflogisztikus aktivitdsan keresztiil fejti ki hat4sat.

A novényi kivonatok hatékonysdgdnak bizonyitdsa nem minden szer esetében egyértelmii,
a pontos hatdsmechanizmusuk nem tisztdzott - emiatt tovdbbi randomizalt,
placebokontrollélt vizsgdlatok elvégzésére lenne sziikség.

Gyogyszereskezelés soran jelenleg az FDA az a-blokkoldkat és az 5-a reduktdz
inhibitorok alkalmazizit engedélyezi. Az o-blokkoldk (prazosin, doxazosin, alfuzosin,
terazosin, tamzulosin) a prosztatadllomdny simaizomzatdban és a hdlyagnyakon
elhelyezkedé o—1 adrenoreceptorok kozvetlen blokkoldsa utjan fejtik ki hatdsukat. A
terapids gyogyszerhatds eredményeként a tiinetek gyorsan csokkennek, az uroflowmetrids
paraméterek javulnak. Az a—1 receptor blokkoldkat a kozepesen sulyos és a stlyos alsé
higytti tiinetektdl szenvedd betegek elsOként valasztandd gydgyszeres kezelésének
ajanljak.

Az 5-a reduktiz inhibitorok (finaszterid, dutaszterid) az 5-o reduktdz enzim

mitkodésének gatldsdval megakaddlyozzdk a tesztoszteron — dehidrotesztoszteron
atalakulast, igy csokken a szérum dihidrotesztoszteron (se DHT) szintje. A prosztata
novekedésében kozvetleniil aktiv szerepet jatszé6 DHT tartés deplécidja dltal a BPH
visszafejlodik, a prosztata térfogata csokken, a vizeletiramlas szabadda valik. A gyogyszer
tartés alkalmazdsdval bizonyos esetekben a teljes vizeletelzarédds megsziintethets. A
dutaszterid a finaszteriddel ellentétben az S5a reduktdz enzim mindkét izoenzimjének
szupresszidjara képes, ezdltal a se DHT szint 90 %-os csokkenését okozza.
A dutaszteriddel kapcsolatban lefolytatott tanulmdnyok alapjdn elmondhaté, hogy a
dutaszterid jol tolerdlhaté készitmény, az észlelt hatékonysdg, mellékhatdsok és
tolerdlhatsag tekintetében a finaszteriddel megegyezd képet mutat, azonban e tekintetben
tovabbi randomizalt 6sszehasonlité tanulmanyok elvégzése sziikséges.

Az 1990-es években Eri LM. és munkatarsai széleskorii tanulmanyokat folytattak
a BPH LHRH agonista anal6gokkal torténd kezelése terén. Ezek a tanulmanyok igazoltak,

hogy a BPH LHRH agonista kezelés sordn a tesztoszteron szint jelentdsen (kasztracids
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szintre) csokken az alsé hdgyuti tiinetek (LUTS) javuldsa azonban csekély mértéki. Az
LHRH antagonista anal6gok lehetnek a lehetséges 1ij gy6gyszermolekuldk a BPH illetve a
prosztata karcinéma kezelésében. Az LHRH antagonista analégok direkt médon gatoljdk
az LHRH-receptorokat, igy elmarad az LHRH agonista anal6gok alkalmazdsa sordn
kialakul6 ,(flare up jelenség” — melynek kovetkezménye az emelkedett LH és FSH
felszabadulds illetve a megemelkedett tesztoszterontermelés. Az LHRH antagonista
analogokkal torténd kezelés sordn igy nem sziikséges a kezelést megel6zd antiandrogén
kezelés sem. A BPH kezelésében alkalmazhat6 LHRH antagonista anal6gok koziil a
Cetrorelixnek vannak a legszélesebbkorti vizsgalatai, de BPH-ban torténd klinikai
alkalmazasahoz tovabbi randomizalt 6sszehasonlité tanulmanyok elvégzése sziikséges.

A Luteinizal6é hormon — releasing hormon-I (LHRH-I) a reproduktiv hormonalis
rendszer egyik kozponti szabdlyozdja. Elészor 1971-ben két egymadstol fiiggetlen
kutat6csoport izoldlta az LHRH-I-et emlds hipothalamuszbdl. Andrew V. Schally és
Roger Guillemin egymdstdl fiiggetleniil irta le az LHRH-I, mint dekapeptid pontos
amindsav szekvencidjat (pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,), melyért
1977-ben mindketten Nobel-dijban részesiiltek. Az LHRH-I-et a hipothalamusz
neuroszekretoros idegsejtjei termelik. A hipothalamusz neuroszekretoros idegsejtjei altal
termelt hormonok a hipofizis portdlis keringésébe szekretalédnak. A hipofizis gonadotrép
sejtjei pulzatilis modon juttatjdk a szisztémads vérkeringésbe a gonadotrép hormonjaikat: a
luteinizalé hormont (LH) és a follikulusz stimuldlé hormont (FSH). Az LH és FSH {6
feladata az ivarmirigyek ivarsejtjeinek és szteroid hormon termelésének serkentése.

A Luteinizing hormon - releasing hormon receptor-I (LHRH-R-I) az
irodalomban szdmos szinonim névvel szerepel: Gonadotropin hormon — releasing hormon
receptor (GnRHR), Luliberin receptor (LRHR), 1-tipusd Luteinizing hormon — releasing
hormon receptor (LHRH-R-I). Tézisemben az LHRH-R-I nomenklatirat kbvetem. Az
LHRH-R -I génje a 4. kromoszéma hosszu karjan (4q21.1) lokalizalédik és 3 exonbdl és
2 intronbdl épiil fel. Az LHRH-R-I 7 transzmembran doménnel (TM) rendelkezd, 60 kDa
nagysdgi G-protein kapcsolt receptor (GPCR: G-protein coupled receptor), mely az

adenohipofizis gonadrotrép sejtjeinek felszinén expresszalédik. A 7 TM-hez 3



extracelluldris és 3 intracelluldris loop csatlakozik. A humian LHRH-R-I az egyetlen
ismert GPCR, mely nem rendelkezik C—termindlis farki résszel.

Az elmil 15 évben megjelent szdmos tanulmany igazolja, hogy az LHRH-R-I
expresszdlodhat extrahipofizedlis normdl és tumor szovetekben is. A gonadrotrép
sejtekben és az extrahipofizedlis szdvetekben végbement szigndl traszdukcids dtvonalak,
azonban kiilonbdznek egymdstdl. Az LHRH-R-I ligand kotddése utdn szdmos jeldtviteli
utat aktival. Ezen jeldtviteli utak koziil leginkdbb tanulmédnyozottak a G—protein kapcsolt
szigndl transzdukciés utvonalak, melyeket alapveten a fehérje a—alegysége hatiroz meg.
Ez utébbiak az LHRH-I ligand kotése esetén, jelen ismereteink szerint a human hipofizis
gonadotrép sejtjeiben a G, (stimulatSrikus/stimuldlé G-protein) és a Gy, mig
extrahipofizedlis szovetekben (benignus ill. malignus betegségekben) els6sorban a G;
(inhibitérikus/gétlé) lehetnek. A G, fehérje aktiviciéjat kovetden az adenildt cikldz
foszforildlja a ciklikus adenozin—monofoszfitot (cAMP), majd a keletkezé aktiv cAMP
cAMP-fiiggd protein kindzokat, azok pedig tovabbi fehérjéket indukdlnak. A G, szignél
transzdukcids ttvonala kiilonbozik G, szignal transzdukcids utvonalatol. A G, els6ként a
foszfolipaz C-f (PLC-) fehérjét aktivélja, majd a foszfatidil-4,5-biszfoszfatot (PIP,)
diacil-glicerolra (DAG) és inozitol-trifoszfatra (IP;) hidrolizalja. A DAG protein kindz C
(PKC) aktivaciot vélt ki, mig az IP; intracelluldris Ca’" felszabaduldshoz vezet. A
periférids szovetekben a G; fehérje aktivaciéjat kovetden az adenilat ciklaz (AC) gatlasa
kovetkeztében csokken az intracellularis cAMP szint, melynek kovetkezteben
bekovetkezik a sejtek proliferdcidjanak a gatldsa (antiproliferativ hatés).

A humin 1l-es tipusi LHRH-receptornak eddigi irodalmi adatok szerint két
transzkript varidnsat igazoltdk. A két transzkrip varidns az LHRH-R-I gén 2. exonjit
érint6 delécid kovetkeztében alakul ki. Az irodalmi nomenklaturdt kovetve az LHRH-R-I
sb2 transzkript varidns az LHRH-R-I gén 2. exonjanak 128 bazisparos (bp) delécidja, mig
az LHRH-R-I sb3 transzkript varidns az LHRH-R-I gén teljes 2. exon (220 bp) delécidja
miatt jon létre. A delécidval kialakult LHRH-R~-I transzkript varidnsokrdl transzlalédo
fehérje izoformok is eltérnek a teljes LHRH-R-I génrdl transzldlédé 7 TM-mel
rendelkezd 328 aa-bdl felépiild hipofizedlis fehérjétdl. Az LHRH-R-I sb2 transzkript

varidnsrol egy 249 aa-bdl felépiild 5 TM-mel rendelkezd fehérje izoform transzlalédik. Az

5



LHRH-R-I sb3 transzkript varidnsrél eddigi irodalmi adatok nem igazoltak a transzlaciot,
az mRNS expresszi6jat egérben mutattak ki.

Szamos kordbbi irodalmi adat igazolta mar a LHRH-I expresszi6jat humén
benignus és malignus szovetekben. Az LHRH—R-I extrahipofizedlis expresszidjat igazold
irodalmi adatok azonban limitdltak. Bar szdmos kutatocsoport vizsgdlta napjainkig a
humidn LHRH-R-I mRNS expressziéjit, az mRNS expressziés mérésekhez hasznalt
primereket altaldban nem a teljes LHRH-R-I génre tervezték és receptoridlis fehérje
vizsgdlataikat a rendelkezésre 4ll6 nem minden tekintetben specifikus antitestekkel

végezték.

Célkitiizések

I. PhD munkdm sordn tanulmdnyozni kivdntam az 1 — tipusi Luteinizdl6 hormon —
releasing hormon (LHRH-I) valamint receptora az 1 — tipusi Luteinizdl6 hormon —
releasing hormon receptor-I (LHRH-R-I) mRNS expresszi6jdt human BPH
szovetmintdkban és humdn hipofizisben reverz transzkripciét kovetd polimerdz
lancreakciéval (RT-PCR) sajat tervezésti és irodalomban mar kozolt primerparok

segitségével.

II. A humian LHRH receptor-I expressziéjdt immunhisztokémidval (IHC) terveztem
vizsgdlni humdn BPH szovetmintdkban és pozitiv kontrollként alkalmazott human hipofizis
szovetben. Az THC mérések alapvetd célkitlizése, hogy vizsgéljuk az LHRH-R-I illetve
és/vagy LHRH-R-I izoform(ok) expresszi6éjat BPH szovetmintdban a kontrollként hasznalt

hipofizishez képest.

III. Az LHRH-R-I funkcioképességét ligand kotési assay segitségével mértiik

kollaboraciods kisérleteink soran a BPH szovetmintak membranfrakcidiban.

IV. A direkt leszoritasi vizsgédlatok sordn LHRH antagonista (Cetrorelix) és agonista

(Buserelin) analégok alkalmazdsaval mértiik a BPH szovetmintdk membranfrakcidiban

6



elhelyezkedd6 LHRH receptorok kotési affinitdsdt, valamint ezen potencidlisan a

terapidban is alkalmazhaté farmakonok kotési tulajdonsédgait.

Anyagok és Médszerek

1. Mintagyiijtés

2006-2008 kozott miitéti dton eltdvolitott 35 BPH szovetminta (4tlag életkor: 67.9 év +
0.5; életkor tartomany: 55-82 év) 4llt a rendelkezésiinkre molekularis bioldgiai
vizsgalatokhoz a Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudomanyi Centrum Urolégiai
Klinikdjar6l. Pozitiv kontrollként 3 humdn hipofizis mintit haszndltunk, melyet a
Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudomdnyi Centrum Patholégiai Intézetébdl
kaptunk. A Miami Egyetem Patholdgiai Inzézetével folytatott kollabordciés munka sordn
tovabbi 20 BPH szovetmintidban torténtek molekuldris biolégiai és funkciondlis
vizsgdlatok. A mintdkat feldolgozdsig mélyfagyasztottuk, melyre a mRNS expresszios
vizsgdlatok miatt volt sziikség. Kisérleteink tervezése és kivitelezése sordn a Debreceni
Egyetem Orvos — és Egészségtudoméanyi Centrum Etikai Bizottsdga altal jovahagyott

protokollok szerint jartunk el.

Alkalmazott médszerek
2.1. Homogenizalas és teljes RNS izolalas

A BPH mintdkat és humdn hipofizis mintdkat mechanikusan kapszulds
homogenizétorral (Mikro-Dismembrator U Sartorius, Németorszdg) homogenizaltunk, ezt
kovetden a szovet homogenizatumokbdl teljes RNS-t izoldltunk (NucleoSpin Total RNA
Isolation Kit Macherey-Nagel, Németorszdg) gyéri kit segitségével a gydri protokollt
optimalizdlva. Az izoldlt teljes RNS-t felhaszndldsig -70°C-on taroltuk. Az RNS
koncentréciGjat és tisztasdgat Nanodrop spektrofotométerrel (Nanodrop® ND-1000 UV
Spectrophotometer, Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA) hatdroztuk meg. Az
RNS-t a reverz transzkripciét kovetd polimerdz lancreakci6hoz (RT-PCR-hez) megfelel
koncentriciéjinak (100-1000 ng/pl) és tisztasdgunak tekintettiik, ha a mintdk abszorbcidja

260/280 és 260/230 nm-en 1,8-2,0 kozotti érték volt.



2.2. Reverz transzkripciot koveté polimeraz lancreakcié (RT-PCR)

Az ismert RNS koncentracidk fiiggvényében normalizltuk az egyes mintdkat
majd reverz transzkripcid segitségével az RNS-t komplementer DNS-é konvertaltuk. A
reakcié sordn mintdnként 100-250 ng RNS-bdl indultunk ki. A reverz transzkripcid
MMLYV reverz transzkriptdz enzim (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase Reverse Promega Co, Madison, WI, USA) segitségével tortént két 1épésben
a gyari protokoll utasitdsai szerint. A reverz transzkripci6 sikerességét belsé standard gén
(human beta — aktin: bACT) mRNS expresszidjdval igazoltuk. Minden esetben human
hipofizis szovetet hasznaltunk pozitiv kontrollként. Negativ kontrollként tin. no — templat
kontrollt hasznéltunk (azaz a mintat nem, de a reakci6hoz sziikséges mindenmads reagenst
tartalmazé elegyet) annak céljabdl, hogy kizdrjuk a kontaminicié ill. fals pozitivitds
lehetdségét. A PCR-termékek detektdldsa minden esetben az aldbbiak szerint tortént: az
amplifikdlt PCR-termékeket 1,5 %-os etidium bromidot tartalmazé agaréz gélen
vélasztottuk el, UV-fényben tettiik lathatéva és géldokumentéciés rendszerrel (DigiDoc
RT2 Alpha Innotech, USA) detektéltuk. 50 bp-os DNS-markert hasznaltunk (Promega,
USA) a PCR-termékek méretének ellenOrzéséhez.

Az irodalmi adatok Osszevetése €s a specifikusabb mRNS expresszié mérése
céljab6l az LHRH-R-I mRNS expressziéjait hidrom a humidn LHRH-R-I kédold
szekvencidjdra specifikus (CDS) primerparral mértiik, melybdl egy kutatécsoportunk 4ltal
tervezett primerpér volt.

Az LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F1°/R2’ és bACT primerparral az aldbbi
PCR protokoll alapjan mértiikk a human LHRH-R-I és a bACT mRNS expresszidjat: 2 ul
c¢DNS-t amplifikdltunk 1,5 mM MgCl,-ot, 1XPCR puffert (Invitrogen), az egyes dNTP-
ékbol (dGTP,dCTP,dATP,dTTP) (Promega, WI, USA) 200 uM-t tartalmazé elegyben 1U
Taq DNS polimerdz (Invitrogen) segitségével, 0.25 pM (LHRH-R-I F1/RI1:F1:5’-
GACCTTGTCTGGAAAGATCC-3’ (1.exon)) és 025 uM (R1: 5’-
TGATGGTGGTGATCAGCCTG-3" (1.exon)., 0.25 uM (LHRH-R-I F1’/R2’:F1’: 5’-
TAGTGTCTTTGCAGGACCACA-3’(1. exon)) ¢és 025 uM ([R2: 5 -

AATCATCTTCACCCTGACACG-3* (2. exon)., és 025 puM (bACT: F3: 5’-
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GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3> (3. exon)) és 025 uM (R4 5-
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3* (4. exon)) primer koncentracié mellett 25 pl
végtérfogatban. A kezdeti denaturdcids 1épést, melyet 94 °C-on 3 percig végeztiink melyet
a PCR 45 ciklusa kovette, mely az alabbi 1épésekbdl allt: denaturdlds 94 °C-on 45 s-ig,
anelldlds 60 °C-on 30 s-ig, extenzié 72 °C-on, 90 s-ig. A 45 ciklus utdn egy végsd

extenzids 1épést végeztiink 72 °C-on 10 percig.

Az LHRH-I ligand és az LHRH—-R-I F2/R3 primerparral az alabbi PCR protokoll alapjdn
mértiik az humdn LHRH-I és az LHRH-R-I mRNS expressziéjat: 2 pl cDNS-t
amplifikdltunk 3 mM MgCl-ot, 1xPCR puffert (Invitrogen), az egyes dNTP-ékbdl
(dGTP,dCTP,dATP,dTTP) (Promega, WI, USA) 200 pM-t tartalmazé elegyben 1U Taq
DNS polimerdz (Invitrogen) segitségével, 025 uM (LHRH-I: Fl: 5’-
CTACTGACTTGGTGCGTGGA-3’ (1.exon)) és 0.25 pM (R3: 5’-
CTGCCCAGTTTCCTCTTCAA-3* (3.exon) és 0.25 pM (LHRH-R-I F2/R3:F2:5’-
AGCAGACAGCTCTGGACAGACAAAA-3> (2.exon)) és 025 pM (R3: 5’-
TGTCTGCTGGACTCCCTACTATGT-3’ (3.exon).

2.3. A human 1-es tipusd Luteinizalé6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-

R-I) expressziéjanak mérése Immunohisztokémiaval (IHC)

A humin 1-es tipusd Luteinizdl6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-
R-I) immunohisztokémiai mérések célja az volt, hogy kutatdcsoportunk igazolja, hogy
extrahipofizedlisan a human BPH szovetmintdkban els6sorban nem a hipofizealis LHRH-
R-I, hanem az LHRH-R-I valamely izoformja expresszalédik.

4%-os formalinban fixalt paraffinba dgyazott 10 BPH szévetmintabdl és 2 human
hipofizis mintabdl 2-3 pm vastag metszetet készitettiink mikrotémmal (MICROM HM
335E), 3—amino—-propil-treitoxi—szildnnal (APES) el6kezelt targylemezre (SuperFrost
Ultra Plus Thermo). A metszeteket 56°C-on egy éjszakdn 4t szaritottuk, majd
deparafindldsét (xilol 2x5 min; leszallé alkoholsor: abszolut alkohol, 96 %-os etanol, 70

%-os etanol; desztildlt H,O) kovetden kuktidban a maximdlis nyomds kialakuldsat
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kovetden 3 percig foztiik az antigén feltards céljabol magas pH-ju citrat pufferben (Target
Retrieval Solution, pH 9 10X Dako).

A hipofizedlis LHRH-R-I kimutatdsdra egérben termeltetett monoklondlis anti-LHRH-
R-I antitestet hasznaltunk (NCL-GnRHR A9E4 NovoCastra) 1:20 higitisban. Az
alkalmazott antitest a humdn hipofizedlis LHRH-R-I 1-29 amindsavszekvencidjira
specifikus. Az immunreakciét Bond ™ automatival (NovoCastra Visionbiosystems
BondTM) végeztiik el a rendszerrel kompatibilis kit (Bond™ Polymer Refine Detection
Kit, NovoCastra Visionbiosystems Bond"") segitségével. Az immunreakciéhoz
alkalmazott kit tartalmazta az endogén H,O, gaitldsdhoz, az aspecifikus reakcidk
gétlasdhoz és az el6hivashoz sziikséges reagenseket. Az immunreakcid el6hivdsa torma —
peroxiddzzal (horseradish peroxiddz: HRP) konjugdlt polimer segitségével tortént,
melyhez a festék 3,3’-diaminobenzidin (DAB) volt. A hattér magfestést metilz6lddel
jelenitettiik meg. Kontroll kisérletet végeztiink az aspecifikus reakciok és a héttérfestddés

kizardsa céljabol, melynek sordn a primer antitestet kihagytuk az inkubécié sorén.

2.4. Ligand kotési assay (LBA)

A fenti molekuldris biolégiai vizsgdlatokat funkciondlis kisérletekkel 1is
kiegészitettiik, amelynek sordn a BPH szovetmintdk membranfrakciéjaban elhelyezkedd
LHRH-receptorok ligand kotési vizsgalataira keriilt sor. Ezen vizsgalatokat kollaboracids

kisérletek sordn végeztiik a Miami Egyetem Patholdgiai Intézetével.

2.4.1. Kisérleti preparatumok — Membranpreparalas

A BPH szovetmintdkat kis darabokra vagtuk és folyamatos hiités mellett szoveti
homogenizéitorban (Ultra-Turrax tissue homogenizer IKA Works, Wilmington, NC) 50
mM Tris-HC1 pufferben (pH 7.4) homogenizdltuk. A puffer protedz inhibitorokat
tartalmazott a fehérjebonté enzimek aktivitdsdnak csokkentése céljabdl (0.25 mM fenil—-
metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 0.4 v/v% aprotinin és 2 pg/ml pepstatin A). A nukledris
sejtosszetevoket és a a lipid frakciét centrifugdldssal valasztottuk el, melynek sordn a
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szovet homogenizatumot 10 percig 500xg fordulatszamon 4 °C-on centrifugiltuk. Az
tiledéket friss pufferben kétszer szuszpendaltuk és ultracentrifugdban (Beckman L8-80 M)
70,000xg fordulatszdmon 50 percig 4 °C-on centrifugéltuk. A pelletet homogenizald
pufferben reszuszpendaltuk és a ligand kotési tanulmdnyok elvégzéséig - 80 °C-on
taroltuk. A fehérje koncentraci6jat Bradford mdédszerrel hatdroztuk meg Bio—Rad protein
assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) segitségével a gyart6 leirdsainak

megfelelden.

2.4.2. Ligand kompeticios vizsgalatok
2.4.3. A BPH szivetmintak membranfrakciéiban elhelyezkedé LHRH-receptorok
ligand kotési tulajdonsagainak vizsgalatai radioaktivan jodozott LHRH analog

(("*1[D-Trp°] LHRH) alkalmazasaval direkt leszoritasi vizsgalatok soran

A radioaktivan jédozott LHRH analégot ([1251] [D-Trpé] LHRH) chloramine-T mddszerrel
allitottuk eld és reverz fazisi HPLC-vel (High performance/pressure liquid
chromatography nagy teljesitményti folyadékkromatografia) tisztitottuk. Direkt leszoritasi
un. ligand kompeticiés vizsgdlatok sordn radioaktivan jelslt LHRH liganddal (['*I][D-
Trp®] LHRH) mértik a BPH membranfrakcié ligand kotési tulajdonsdgait. 150 ul
végtérfogati elegyben (50-60 ng fehérjekoncentracio) taldlhat6 receptorkotd helyeket 60-
80000 percenkénti beiitésszamu (counts per minute:cpm) [1251] [D-Trp6] LHRH liganddal
inkubdltuk. A radioaktivan jelolt LHRH ligandot a kotési helyekrdl a jeloletlen LHRH
ligand novekvd koncentracidival (10"°=10° M) szoritottuk le. Az inkubéciét kdvetden a
szuszpenzié 125 pl-ét 1 mL jéghideg 1.5 %-os BSA-t (marha szérum albumin-bovine
serum albumin) tartalmazé koté puffer réteg felszinére pipettdztuk és szilikon
polypropilénnel bevont centrifugacsében (Sigma-Aldrich) 12000xg fordulatszdmon 3
percig 4°C-on centrifugdltuk (Beckman J2-21M). A szilikon polypropilénnel bevont
centrifugacs aljdn 1évd pelletet levalasztottuk és a radioaktivitds detektdldsdhoz a

percenkénti beiitésszdmot (cpm) gamma-counter késziilékkel mértiikk (Micromedic System,
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Huntsville, AL). Elozetes kisérleteink sordn meghatdroztuk azt a minimdlis
fehérjekoncentraciét, mely sziikséges a specifikus ligand kotési tanulmanyok
elvégzéséhez és elemzéséhez. Kisérleteink alapjan a 150 pl végtérfogati inkubdacids
elegyben 40-180 pg protein koncentricié volt a legmegfelelébb a ligand kotési assay
elvégzéséhez.

A direkt leszoritdsi vizsgdlatok sordn az LHRH antagonista Cetrorelix és az
LHRH agonista Buserelin specifikus LHRH-receptor kotéhelyhez torténd kompeticidjat
vizsgaltuk a BPH szovetmintdk membranfrakciéjdban. Ezekbdl a tipusu vizsgilatokbol
kovetkeztettiink a BPH szovetmintdk membranfrakcidjdban taldlhat6 LHRH-receptorok
specificitasara is. Az LHRH agonista Buserelin és az LHRH antagonista Cetrorelix direkt
leszoritasi vizsgalatait 6sszevetettilk mas peptidek, igy az epidermalis novekedési faktor
(EGF: Epidermal Growth Factor), a szomatosztatin, [Tyr4]b0mbesin, a human novekedési
hormon — releasing hormon (GH-RH: human Growth Hormone—Releasing Hormone) és
az inzulinszeri novekedési faktor—I (IGF-I: Insulin like Growth Factor-I) radioaktivan

jelolt LHRH liganddal (['*T][D-Trp®] LHRH) szembeni kompeticidival.

2.4.4. Matematikai analizis

A specifikus ligand kotési kapacitdst és affinitdst a Munsun és Rodbrand szerinti
Ligand-PC “curve-fitting program” segitségével elemeztiik (53). Meghatdroztuk a
receptor ligandkotését, az 50 %-os telitettséghez tartozé ligandkoncentraciét (ICsg), a
disszocidciés konstanst (Ky) és a receptor maximalis kotési kapacitdsat (By.x). A mért
adatokat Scatchard moédszerrel analizaltuk (54), melynek segitségével a mért adatok
feldolgozasakor a kapott telitési gorbe matematikai atalakitdsokkal egyenessé alakithatd,
amirdl a Ky és (B érték egyszerien meghatarozhaté. Az atalakitds lényege, hogy a
kotott ligand mennyiségének fiiggvényében dbrazoljuk a kotott/szabad radioaktivan jelolt
ligand mennyiségét. Az igy kapott egyenes meredeksége az 1/K, értékét adja meg, a

tengely metszete pedig a kotési kapacitast (B,,,) mutatja.
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V. Eredmények

1. Reverz transzkripciot koveté polimeraz lancreakciéo (RT-PCR) mRNS expresszios

eredmények

1.1. A human beta—aktin (bACT) és a human 1-es tipusi Luteinizalé hormon -
releasing hormon ligand (LHRH-I) mRNS expresszioja human hipofizisben és BPH-

ban

Minden minta pozitivitdst mutatott a humidn bACT mRNS expresszidjdra.
Osszesen 35 humédn BPH szovetmintidban és 3 pozitiv kontrollként haszndlt human
hipofizis mintdban mértik RT-PCR segitségével a LHRH-I ligand mRNS expresszidjat.
A pozitiv kontrollként hasznalt humén hipofizis mintdk mindegyike pozitiv volt LHRH-I
mRNS expresszidra és a vizsgalt 35 BPH mintab6l 18 mintdban mértiink LHRH-I mRNS
expressziot. Az LHRH-I mRNS expresszidja 50 % feletti volt a vizsgalt BPH mintdkban,

mely felveti az autokrin szabdlyozas lehet8ségét.

1.2. Az 1-es tipusi Luteinizalé hormon - releasing rormon receptor (LHRH-R-I)

mRNS expresszié human hipofizisben és BPH-ban

1.2.1. LHRH-R-I F1/R1 primerparral mért mRNS expresszié6 human hipofizisben és
BPH-ban

RT-PCR-rel 0sszesen 55 human BPH szovetmintaban (ebbél 35 BPH
szovetmintdt a Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudomanyi Centrum Urolégiai
Klinikdjarol és 20 BPH szovetmintdt kollaboracids kisérleteink sordn a Miami Egyetem
Patholégiai Intézetétdl kaptunk) és 3 humdn hipofizis szovetmintdban mértiikk a humén
LHRH-R-I mRNS expresszigjait az LHRH-R-I F1/R1 primerparral. Az LHRH-R-I
F1/R1 primerpérral a humén hipofizis mintdk mindegyike pozitiv volt, mig a vizsgélt 55

BPH szovetmintdbdl 39 mintdban (71 %) mértiink LHRH-R-I mRNS expressziot.
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1.2.2. LHRH-R-I F2/R3 primerparral mért mRNS expresszié6 human hipofizisben és
BPH-ban

Az LHRH-R-I F2/R3 primerparral mért human LHRH-R-I mRNS expresszidja
a BPH mintdkban jéval alacsonyabb volt, az LHRH-R-I F1/R1 primerparral mért mRNS
expresszidhoz képest. A vizsgalt 35 BPH mintdbdl mindossze 5 minta (14 %) mutatott
mRNS LHRH-R-I pozitivitdst, mig a human hipofizis mintdk mindegyike pozitiv volt.
Az LHRH-R-I F2/R3 primerpérral pozitiv 5 BPH minta mRNS koexpressziét mutatott az
1. exonra tervezett LHRH-R-I F1/R1 primerpérral.

1.2.3. LHRH-R-I F1’/R2’ sajattervezésii primerparral mért mRNS expresszio

human hipofizisben és BPH-ban

A hipofizedlis, 219 bp-ral amplifikdléd6 LHRH-R-I mRNS expressziéjat csak a humén
hipofizis mintdkban mértilk. Abban az 5 BPH szdvetmintdban, amelyek mRNS
koexpressziot mutattak LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I F2/R3 primerparral azonban
nem. Az LHRH-R-I sb2 transzkript varidns mRNS expresszidjat nem mértilkk sem a

humadn hipofizis mintdkban sem a BPH szdvetmintdkban.

2. Immunhisztokémiai eredmények
2.1. A human 1-es tipusi Luteinizalé hormon - releasing hormon receptor (LHRH-
R-I) immunreakcié kvalitativ értékelése human hipofizisben

A pozitiv kontollként haszndlt humédn adenohipofizisben a human LHRH-R-I
expresszidja jelentésen magasabb volt, mint a neurohipofizisben. Humdan LHRH-R-I

fehérje pozitivitast elsésorban humén adenohipofizis acidofil sejtjei mutattak.

2.2. A human 1-es tipusii Luteinizalé hormon - releasing hormon receptor (LHRH-

R-I) immunreakcié6 kvalitativ értékelése human BPH szovetmintaban

A BPH mintdkban a hipofizedlis human LHRH-R-I expressziéja a pozitiv

kontrollként vizsgdlt humdn hipofizisben mért LHRH-R-I expresszijdhoz képest
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alacsony volt. A BPH mirigyhdmsejtek nem mutattak pozitivitast a hipofizedlis LHRH—
R-I fehérjére. Azonban a BPH sztrémasejtekben alacsony mértékti LHRH-R-I pozitivitas

megfigyelhetd.

3. A BPH szovetmintak membranfrakciéiban elhelyezked6 LHRH-receptorok ligand
kotési tulajdonsagai radioaktivan jédozott LHRH analég (["**I|[D-Trp®] LHRH)

alkalmazasaval ligan kompeticiés assay soran

A BPH szovetmintdk membranfrakciéiban elhelyezkeddé LHRH-receptorok
funkcidképességének vizsgalatait ligand kompeticios kotési assay sordn a Miami Egyetem
Patholégiai Intézetével folytatott kollaboracids munka sordn végeztiik el.

A kompetitiv ligand kotési assay sordn a radioaktivan jelolt LHRH ligand
(["*1][D-Trp®] LHRH) és a jeloletlen LHRH ligand kompeticids tulajdonsdgait vizsgaltuk
a BPH szovetmintdk membranfrakcidiban. A vizsgilt 20 BPH szdvetmintdbdl 18-ban
mértiink LHRH-receptor kotést (90 %). A standard leszoritdsi gorbe céljabdl a jeldletlen
LHRH ligand névekvd koncentraciéit (10'%-10° M) alkalmaztuk. A 18 LHRH-receptor
kotést mutaté BPH szovetmintdban Munsun és Rodbrand szerinti Ligand-PC “curve-
fitting program” és Scatchard analizis segitségével hatdroztuk meg a disszocidcios
konstans (Kg) és a receptor maximalis kotési kapacitdsat (By,). A Ky értéke: 4.04 nM
(1.09 - 7.26 nM) volt, a B« értéke: 527.6 fmol/mg membranprotein (344.7 - 900.2
fmol/mg protein) volt. A radioaktivan jelslt LHRH ligand (['*T][D-Trp°]LHRH) kotédése
reverzibilis, id6-, és hdmérsékletfiiggd volt. A ligand kotési kapacitds egyenes
ardnyossagban volt a BPH mintdk fehérjekoncentracidival (ezek az utébbi adatok nem
szerepelnek a dolgozatban).

A BPH szovetmintdk membranfrakcidiban elhelyezkeddé LHRH-receptorokon
megvizsgaltuk az utébbi évek sordn egyik leginkdbb tanulmanyozott LHRH antagonista
analég, a Cetrorelix receptor kotési tulajdonsdgdt. Az LHRH antagonista analdg
Cetrorelix leszoritotta a radioaktivan jelolt LHRH-t (['*I][D-Trp®]LHRH) Meghatdroztuk
az 50 %-os receptor gatlashoz tartozé koncentracidt (ICsg). Az I1Csq értéke: 0.94 £ 0.07 nM

volt. A kapott eredmények arra utalnak, hogy a BPH szovetmintdk membranjiban
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elhelyezkedd6 LHRH-receptorok nagy ligand kotési affinitdssal kotik a terdpidban
potencidlisan alkalmazhaté LHRH antagonista Cetrorelixet.

A Miami Egyetem Patholégiai Intézetével folytatott kollaboraciés munka soran
tovabbi 20 BPH szovetmintdban mértilk az LHRH-R-I mRNS expressziéjat a humén
LHRH-R-I gén 1. exonjara tervezett LHRH-R-I F1/R1 primerpérral. A vizsgélt 20 BPH
szovetmintdbol 18 mintdban (90 %) mértiink az LHRH-R-I mRNS expresszi6jot. Az
LHRH-R-I mRNS expressziora és a ligand kotési assay-re pozitiv BPH szovetmintdk
korrelaciét mutattak. Az a két BPH szovetminta, amely negativ volt LHRH-R-I mRNS
expresszidra, a ligand kotési assay sordn is negativitast mutatott.

A vizsgédlt BPH mintdk klinikai adatait az mRNS expresszié és/vagy a ligand
kotési assay kozott nem volt korreldcid.

A ligand kotési assay sordn az LHRH antagonista analég Cetrorelix és az LHRH
agonista anal6g Buserelin LHRH receptor kotési tulajdonsagait vizsgéltuk.

A BPH szovetmintdk membréanfrakciéiban az LHRH antagonista anal6g
Cetrorelix és az LHRH agonista analég Buserelin novekvd koncentracidi leszoritottdk a
radioaktivan jelolt LHRH-t ([1251] [D-Trpé] LHRH]). Azonban mds nativ/jeldletlen
peptidek, mint az EGF, a [Tyr*]bombesin, a GH-RH és az IGF-I nem voltak képesek
leszoritani a radioaktivan jelolt LHRH ligandot ([1251] [D-Trpé] LHRH]) a kotési helyérol.

Diszkusszi6

A benignus prosztata hiperpldzia (BPH) az iddsebb férfiak leggyakoribb
betegsége. Az érintettek szamdt tekintve a BPH-t népbetegségnek kell tekinteni. A BPH
etiolégidja multifaktoridlis, a kialakuldsat els6sorban az életkor és a hormondlis
véltozasok hatdrozzdk meg. Az epidemioldgiai tanulminyok alapjan a tiinetekkel
érintettek szdma az életkor eldrehaladtiaval évtizedenként megduplazdédik. A jelenlegi
irodalmi adatok, klinikai tapasztalatok, valamint a betegség okozta komplikéciék alapjan a
betegséget progresszivnek tekintik. A kockdzat-elemzd és longitudidlis tanulmédnyok
(Olmsted Country, PLESS) alapjdn a legfontosabb rizikéfaktorok az életkor, a PSA-szint
és a prosztata volumene. Ezen tényezOk segitségével meghatdrozhaté a magasabb

kockdzati csoportba sorolhaté betegek kore.
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A daganatos betegségekben szenveddk szdma tovabbra is évrdl évre emelkedik,

ezért a hatterében 4ll6 molekuldris mechanizmusok vizsgdlata és tisztdzdsa egyre inkabb
stirgetdvé valik. A daganatos betegségek sordan végbemend molekuldris mechanizmusok
ismeretében pontosabb diagnosztikai és hatékonyabb terdpids lehetdségek kifejlesztésére
nyilhat lehetdség. A 70-es évek elején két egymastdl fiiggetlen kutatdcsoport azonositota
az adenohipofizis hormon elvédlasztdsra haté gonadotropin termelését szabdlyoz6
Luteinizdld6 hormon - releasing hormont (LH-RH, LHRH-I, GnRH, GnRH-I). A
kutatdsok fontossdgit jelzi, hogy 1977-ben mindkét kutatdcsoport vezetdjét, Andrew V.
Schallyt és Roger C.L. Guillemint is orvosi Nobel—dijjal jutalmaztdk.
Ezzel egyidében megindultak a kutatdsok abba az irdnyban, hogy egyes aminosavak
kicserélésével az eredeti LHRH molekuldndl hatdsosabb LHRH analégokat fejlesszenek
ki. A fejlesztések hatdsdra el@szor agonista LHRH anal6gokokat szintetizdltdk, melyek
koziil tobb viszonylag gyorsan gydgyszer formdjidban is hozziférhetévé valt. A
klinikumban hasznédlhaté antagonista LHRH anal6gok kifejlesztése hosszabb idét vett
igénybe, azonban mar néhdny éve ezek is hozzaférhetdek gydgyszer formdjiban. Eri LM.
és munkatdrsai a BPH-ban szenvedd betegek LHRH agonista analégokkal torténd
kezelései soran igazoltdk, hogy az LHRH agonista terdpia hatdsaként a tesztoszteron szint
jelentdsen (kasztraciés szintre) lecsokken, az alsé hdgyuti tiinetek (LUTS) javuldsa
azonban csak csekélyebb mértékli. Az adenohipofizis gonadrotrép sejtfelszini 1-es tipusi
LHRH-receprorok telitdédnek az LHRH agonista analégok hatdsidra, melynek
kovetkezménye a receptorok deszenzitizicidja és ,,downreguldcidja”/alulszabdlyozdsa. A
kezdeti megnovekedett LH és FSH elvélasztdst/release-t (igynevezett ,.flare up” jelenség),
majd az LH és FSH termelés (le)csokkenése koveti, igy kovetkezményesen csokken a
gonadok hormon termelése is.

Az LHRH agonista analégok tehat kozvetve csokkentik a tesztoszteron
termel6dését. A prosztata karcindma kezelésében az LHRH agonista analdgokkal torténd
kezelés elonyds vagy el6nyodsebb lehet mds terdpidval szemben, azonban a BPH
hosszitdvi kezelésében nem bizonyultak hatékony, biztonsdgos vegyiileteknek. Bér az
LHRH agonista analégokkal kezelt BPHs betegek szérum dihidrotesztoszteron szintje és

prosztata mérete csokken, a vizelet Uritési valamint az erektilis funkcidk rovidtdvon
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javulnak, hat hénappal az LHRH agonista analégokkal torténd kezelést kovetéen a
prosztata mérete kozel azonos lesz az LHRH agonista analégokkal torténd kezelése elotti
mérettel.

Az LHRH antagonista analégok vélhatnak j, hatékony gy6gyszermolekuldkka a
BPH illetve a prosztata karcindma kezelésében. Az LHRH antagonista analégok ,.flare up
jelenség” nélkiil, direkt mddon, reverzibilisen gitoljdk az adenohipofizis gonadotrép
sejtjeinek sejtfelszini LHRH receptorait. LHRH antagonista analégokkal torténd kezelés
hatdsdra azonnal csokken az LH és FSH termelés és kovetkezményesen a gonddok
hormon termelése is. Az LHRH antagonista anal6gokkal torténd kezelés sordn igy nem
szilkkséges a kezelést megel6zd antiandrogén kezelés sem. A BPH kezelésében
alkalmazhat6 LHRH antagonista anal6gok koziil a Cetrorelixet vizsgiltdk a
legbehatébban, azonban a Cetrorelix BPH-ban t6rténd klinikai alkalmazdsdhoz tovabbi
randomizalt 6sszehasonlité tanulmanyok elvégzése sziikséges.

Szamos kisérleti és klinikai vizsgalat eredménye igazolja, hogy kimutathaté az
LHRH-I ligand jelenléte humdn BPH-ban. A funkciondlis hipofizedlis LHRH-R-I
extrahipofizedlis expresszidjat igazolé irodalmi adatok azonban limitdltak. Szdmos
kutatécsoport vizsgdlta a humdn LHRH-R-I mRNS expresszidjat, de az mRNS
expresszidés mérésekhez haszndlt primereket altaldban nem a teljes LHRH-R-I génre
tervezték és receptoridlis fehérje vizsgdlataikat a rendelkezésre 4ll6 nem minden
tekintetben specifikus antitestekkel végezték. A molekuldris bioldgiai vizsgdlatok mellett
szdmos funkciondlis vizsgdlat igazolja, hogy a humdn BPH szévetmintdk membranjiban
jelen vannak a funkciondlis, ligand kotéssel rendelkezé6 LHRH-receptorok. Az azonban,
hogy ez a receptor a hipofizedlis LHRH-R-I receptor vagy annak valamely izoformja,
még nem tisztazott. Ezért tiizte ki célul kutatécsoportunk, hogy mind irodalomban ko6zolt,
mind sajat tervezésli primerparral méri az LHRH-R-I mRNS expressziéjat az irodalmi
adatok Osszevetése €s a specifikusabb mRNS expresszié meghatarozasa céljabol.

Az irodalomban eddig két humdn LHRH-R-I transzkript varidns expresszidjit
igazoltdk. A humdn LHRH-R-I gén 2. exonjanak teljes delécidja (220 bp) kovetkeztében
jon létre a gén kisebb LHRH-R-I sb3 transzkript varidnsa, mig az LHRH-R-I sb2

transzkript varidns a 2. exon 128 bp-os delécidja kovetkeztében alakul ki. A transzkript
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varidnsokr6l transzlalédé fehérje izoformok is eltérnek a teljes LHRH—R-I génrdl atir6dé
7 TM-mel rendelkez0 hipofizedlis proteintdl.

Eddigi irodalmi adatok csak az LHRH-R-I sb2 transzkript varidnsrél igazoltak
transzlaciét. Az sb2 transzkript varidnsrdl egy 5 TM-mel rendelkez6 fehérje izoform jon
létre. LHRH-R-I sb3 transzkript varidnsrél eddig nem igazoltak transzlaciét. Az sb3
mRNS expresszidjit egérben mutattak ki.

Szamos kisérleti és klinikai vizsgalat eredménye igazolja, hogy kimutathaté az
LHRH-I ligand jelenléte human BPH-ban. A funkciondlis hipofizedlis LHRH-R-I
extrahipofizedlis expresszidjat igazold irodalmi adatok azonban limitdltak. A molekuldris
bioldgiai vizsgalatok mellett szdmos funkciondlis vizsgdlat igazolja, hogy a human BPH
szovetmintdk membranjdban jelen vannak a funkciondlis, ligand kotéssel rendelkezd
LHRH-receptorok. Az azonban, hogy ez a receptor a hipofizedlis LHRH-R-I receptor
vagy annak valamely izoformja még nem tisztdzott. Ezért tiizte ki célul kutatécsoportunk,
hogy mind irodalomban kozo6lt, mind sajat tervezési primerparral méri az LHRH-R-I
mRNS expresszidjat az irodalmi adatok dsszevetése és a specifikusabb mRNS expresszid
meghatarozdsa céljabdl.

A human BPH szovetmintdkban a humdn hipofizis mintdkhoz képest vizsgaltuk a
humidn LHRH-R-I mRNS expresszidjat hairom a humidn LHRH-R-I gén kiilénb6zd
szekvencidira tervezett specifikus primerparokkal.

Osszesen 55 humdn BPH szovetmintiban és 3 humdn hipofizis szovetmintdban
mértiik a human LHRH-R-I mRNS expresszidjat az LHRH-R-I F1/R1 primerpérral. A
pozitiv kontrollként haszndlt mintdk mindegyike pozitiv volt LHRH-R-I FI1/R1
primerpdrral, mig a vizsgalt 55 BPH mintdbdl 39 mintdban (71 %) mértiink LHRH-R-I
mRNS expressziét. Az LHRH-R-I F2/R3 primerparral végzett RT-PCR mRNS
receptoridlis vizsgalataink célja az volt, hogy specifikusan meghatarozzuk a hipofizeélis
teljes hossziisigdi LHRH-R-I mRNS expresszi6jat a vizsgilt BPH szovetmintdban a
kontroll hipofizis mintdkhoz képest. A hipofizis mintdk pozitivitdst mutatottak ezzel a
primerpdrral, azonban a vizsgdlt 35 BPH szovetmintdkban nagyon alacsony mRNS
LHRH-R-I pozitivitdst mértiink. Mindossze 5 BPH mintdban tudtuk az mRNS LHRH-

R-I expresszi6t detektdlni. Ezekben a mintdkban az 1. exonra tervezett LHRH-R-I F1/R1
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primerpdrral is pozitiv eredményt mértiink. Mindhdrom pozitiv kontroll mintdban
kimutattuk a 219 bp-os termékkel amplifikal6dé hipofizedlis teljes hosszisdgi LHRH-R—
I mRNS expresszidjat. A 91 bp-ral amplifikdlod6 LHRH-R-I sb2 transzkript varidns
mRNS expresszidjat azonban nem detektdltuk. A vizsgilt 35 BPH mintdban nem mértiink
pozitivitdst ezzel a primerpérral, abban az 5 BPH mintdban sem, melyek koexpresszi6t

mutattak az LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I F2/R3 primerpérokkal.

A hiarom humdn LHRH-R-I génre specifikus primerparral mért mRNS LHRH-
R-I expresszids eredmény alapjin kutatécsoportunk azt feltételezi, hogy a human LHRH-
R-I gén 1. exonja végén is torténik delécié és a humdn LHRH-R-I génnek az irodalmi
adatok alapjan igazolt két transzkript varidnson kiviil tobb transzkript varidnsa is 1étezik.
Hipotézistinket nukleotid szekvencia analizissel tervezziik a kés6bbiek sordn igazolni.
Amennyiben BPH-ban sikeriilne bizonyitani egy hipofizisben nem expresszal6dé humén
LHRH-R-I transzkript varidnst, az tovabbi kérdéseket vet(het)ne fel. Hisz amennyiben a
hipotetikus BPH-ban expresszdl6dé ,,ij” humidn LHRH-R-I transzkript varidnsrol
torténik transzlacié és a transzldl6dé humian LHRH-R-I izoform funkcidképes azaz

ligandkotési  tulajdonsdggal rendelkezik, lehet8séget nyilhatna a célzott terdpia

megvaldsitdsara.

Osszesen 35 humdn BPH szovetmintiban és 3 humén hipofizis szovetmintdban
mértiik a humdn LHRH-I mRNS expressziéjat RT-PCR segitségével irodalomban kozolt
primerparral. A humdn hipofizis mintdk mindegyike pozitiv volt LHRH-I mRNS
expresszidra és a vizsgalt 35 BPH mintdbdl 18-ban (51 %) mértink LHRH-I ligand
mRNS expressziét. A magas LHRH-I mRNS expresszié felveti az autokrin szabalyozds

lehetOségét.

A BPH szovetmintdkban immunhisztokémidval ellendriztiik, hogy a hipofizedlis teljes
hosszisdgd 7 TM-mel rendelkez0 LHRH receptor—I és/vagy a receptor valamely
izoformja van-e jelen. Az IHC mérésekhez a hipofizedlis LHRH-R-I-re specifikus

monoklondlis antitestet haszndltunk. A pozitiv kontrollként haszndlt humdn hipofizis
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eliilsé lebenyében taldlhat6 acidofil sejtek expresszéltdk legnagyobb mértékben az
LHRH-R-I-t, ehhez képest a hipofizis hatulsé lebenyében mért LHRH-R-I expresszid
joval alacsonyabb volt. A BPH mintdkban a hipofizedlis LHRH-R-I expresszidja a
pozitiv kontollhoz viszonyitva alacsony volt. A BPH mirigyhdmsejtek nem expresszaltdk
az LHRH-R-I fehérjét. Azonban a BPH sztrémasejtek alacsony pozitivitdst mutattak a
vizsgdlt LHRH-R-I expresszidjara.

A molekuldris bioldgiai vizsgélatokat funkciondlis kisérletekkel is kiegészitettiik,
amelynek sordn a BPH szovetmintdk membranfrakcidjaban elhelyezked6 LHRH-
receptorok ligand kotését tanulmanyoztuk. Ezeket vizsgdlatokat kollabordciés munka
keretében végeztik a Miami Egyetem Patholégiai Intézetével. Az LHRH-receptorok
ligand kotési tulajdonsdgait 20 BPH szovetminta membranfrakciéjdban mértiik
radioaktivan jéddal jelslt LHRH (['™I[[D-Trp®] LHRH) alkalmazdsdval ligand
kompeticiés assay segitségével. A  vizsgdlt 20 BPH szovetmintibdl 18
membranfrakcigjdban (90 %) sikeriilt specifikus LHRH-receptor jelenlétét igazolni. A
standard leszoritdsi gorbe céljdbol a nativ ligand novekvd koncentracidit alkalmaztuk. A
vizsgalt BPH mintdkban meghataroztuk az 50 %-os telitettséghez tartozé a disszociacios
konstans (Ky) értékét és a receptor maximalis kotési kapacitdsat (Bpax)-

Az utébbi évek sordn az egyik leginkdbb tanulmanyozott LHRH antagonista
Cetrorelix és az LHRH agonista Buserelin alkalmazasaval vizsgaltuk a BPH szovetmintdk
LHRH receptorainak kotési affinitdsdt. Az LHRH antagonista Cetrorelix leszoritotta a
radioaktivan jelolt [D-Trp®] LHRH-t. Meghatdroztuk az 50 %-os receptor gitlishoz
tartozé koncentraciét (ICsy). Az LHRH-receptorok funkciondlis eredményei arra utalnak,
hogy a BPH szovetmintdkban expresszalod6 LHRH receptorok erds ligandkotési
affinitdssal rendelkeznek.

A fenti 20 BPH szovetmintdban vizsgdltuk az LHRH-R-I mRNS expresszidjat a
humdn LHRH-R-I gén 1. exonjéra tervezett LHRH-R-I F1/R1 primerpérral. A 20 BPH
mintdbdl 18 minta mutatott pozitivitast (90 %). Az LHRH-R-I F1/R1 primerpérral pozitiv
18 BPH minta egyiittes pozitivitdst mutatott a ligand kotési assay sordn is. Az a két BPH
szovetminta amely negativ volt LHRH-R-I F1/R1 mRNS expressziora, a ligand kotési

tanulmdnyokra is negativitdst mutatott.
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A vizsgédlt BPH mintdk klinikai adatait az mRNS expresszié és/vagy a ligand

kotési tanulmanyok kézott nem volt korreldcid.

Kovetkeztetések

Molekuldris bioldgiai vizsgdlataink eredményei alapjdn feltételezziik, hogy a
humin LHRH-R-I-nek az irodalomi adatok &ltal igazolt két transzkript varidnsan kiviil
tovabbi transzkript varidnsai is lehetnek. Ezen hipotézisiink igazoldsdra a jovében tovabbi
a humdn LHRH-R-I génre specifikus primerparok tervezése sziikséges.
Munkacsoportunk célkitizése, hogy nukleotid szekvencia analizissel meghatdrozza az 1.
exonra tervezett LHRH-R-I F1/R1 primerparral pozitiv 16 BPH minta, valamint az
LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I F2/R3 primerpdrral egyiittes pozitivitist mutaté6 5 BPH
minta pontos nukleotid szekvencidjat. A vizsgdlt BPH mintdkban mért LHRH-R-I
transzkript varidnsok pontos nukleotid szekvencidjdnak ismeretében tervezziik vizsgdlni a
transzkript varidnsokrdl torténd transzlicié mértékét. Amennyiben sikeriil ezen 4j LHRH-
R-I transzkript varidnsokrdl transzlaciét igazolni, ligand kotési tanulméanyokat terveziik a
transzlalédé6 LHRH-R-I izoformok funkcidéképességének vizsgélatara.

Tervezzik a Miami Egyetem Patholégiai Intézetével kialakult kollaboracié
folytatasdt, melynek sordn mérni kivanjuk a vizsgidlt BPH szovetmintdban a humén
LHRH-R-I mRNS szintii expresszidjat a sajat tervezésti LHRH-R-I F1°/R2’ és a 2. és 3.
exonra tervezett LHRH-R-I F2/R3 primerparokkal is. Valamint immunhisztokémiai
moédszerrel a humdn LHRH-R-I-re specifikus monoklondlis antitesttel vizsgédlni
szeretnénk, hogy a funkciondlisan vizsgilt 20 BPH mintdban a hipofizedlis 7 TM-mel
rendelkez6 LHRH-R-I expresszi6ja igazolhat6-e, vagy a ligandkotési assay sordn pozitiv
18 BPH mintdban a funkcidképességért azaz a ligandkotésért valamely LHRH-R-I
izoform a felelds.

Nem tisztazott, hogy a human 1-es tipusu Luteinizalé hormon — releasing hormon
receptor transzkript varidnsoknak milyen fizioldgids illetve patoldgids szerepe lehet.
Azonban amennyiben malignus illetve benignus betegségek sordn a hipofizedlis 1-es

tipust Luteinizalé hormon — releasing rormon receptor valamely transzkript varidnsdnak
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az expresszidja megnd, illetve err6l a transzkript varidnsrdl transzlacié torténik, ez
lehetdséget teremthet 1j farmakonok tervezésére, mely célzottan fejtheti ki hatdsat a
benignus illetve malignus szovetekben expresszdlodo 1-es tipusd Luteinizalé hormon —

releasing hormon receptor izoformokra.
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kezelésében

Magyar Gyégyszerésztudomanyi Térsasdg ,, Gyogyszerkutatasi Szimp6zium”

2006. december 1-2. Debrecen
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Mile Melinda, Treszl Andrea, Juhasz Aliz, Huga Sandor, Rézsa Bernadett, Bugly6
Armin és Halmos Gébor. Endometrium karcinémédk célzott terdpidjanak lehetdsége
szomatosztatin receptorokon keresztiil

Magyar Kisérletes és Klinikai Farmakoldgiai Térsasdg VIII. Kongresszusa

2006. december 14-16. Debrecen

A disszertacio témajahoz nem kapcsolodé egyéb konferenciak és poszterek:

Rézsa Bernadett, Bagi Zsolt, Vamos Zoltan, T6th Péter, Koller Akos. Az angiotenzin II
receptor 1 (ATIR) funkcionalis dinamikdja hiperténidban és diabetes mellitusban (DM).
Sajat adatok és irodalmi 6sszefogald.

Fiatal hypertonolégusok IV. Féruma

2009.szeptember 25-27. Hajdlszoboszlé

Vamos Zoltan, T6th Péter, Cséplé Péter, Rézsa Bernadett, Hamar Jdnos, Koller Akos.
Az oregedés hatdsa a carotis artéridk angiotenzinogén, angiotenzin-I és angiotenzin-II-re
adott vazomotor valaszaira. Az AT1 receptorok feltételeztt szerepe

Fiatal hypertonolégusok IV. Féruma

2009.szeptember 25-27. Hajdtiszoboszlé

Vamos Zoltan, T6th Péter, Cséplé Péter, Rézsa Bernadett, Hamar Jdnos, Koller Akos.
Az oregedés hatdsa a carotis artéridk angiotenzinogén, angiotenzin—I és angiotenzin—II-re
adott vazomotor valaszaira. Az AT1 receptorok feltételeztt szerepe

Magyar Elettani Tarsasag LXXIII. Vandorgytilése

2009. augusztus 27-29. Budapest

Vamos Zoltan , Cséplé Péter, Téth Péter, Rézsa Bernadett, Hamar Janos, Koller Akos.
Differences in Angiotensin I- and II-induced responses of isolated carotid arteries. Role
of ACE and AT]1 receptors

6. Magyar Mikrokeringés Kongresszus
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2009. Méjus 22-23. Balatonfiired

T6th Péter, Vamos Zoltdan, Rozsa Bernadett, Hamar Jianos, Komoly Samuel, Koller
Akos. Flow/Shear stress-induced constrictions of rat middle cerebal artery

6. Magyar Mikrokeringés Kongresszus

2009. M4jus 22-23. Balatonfiired

Vamos Zoltan, Cséplé Péter, T6th Péter, Rézsa Bernadett, Hamar Janos, Koller Akos.
Differences in Angiotensin - and II-induced responses of isolated carotid arteries. Role
of ACE and AT]1 receptors

Works and Views in Endothelium-Dependent Vasodilation Conference Iasi

13-14 May 2009 Romania

Té6th Péter, Vamos Zoltdn, Rozsa Bernadett, Hamar Jinos, Komoly Sdmuel, Koller
Akos. Flow/Shear stress-induced constrictions of rat middle cerebal artery
Works and Views in Endothelium-Dependent Vasodilation Conference Iasi

13-14 May 2009 Romania

Ilona Benkd, Katayoun Djazayeri, Bernadett Rézsa, Zsuzsanna Kovics, Zoltdn Dinya
and A.J6zsef Szentmikldsi. Protective effects of fruit extract with high polyphenol content
against doxorubicin-induced myelotoxicity. EPHAR

July 14-17., 2004 Portugdlia, Porto

Bernadett Rézsa, Bogliarka Szabd, Katayoun Djazayeri, Tiinde Erdélyi, Zsolt Szoby,
Zoltan Dinya, Jézsef Szentmiklési and Ilona Benkd. Protective effects of fruit extract with
high polyphenol content against doxorubicin induced myelotoxicity in vivo.

Magyar Molekuldris és Prediktiv Epidemioldgiai Tarsasig (MMPET) II. Nemzetkozi
Kongresszusa.

2005.4prilis 1-3. Pécs
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