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Roviditések jegyzéke
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1. Bevezetés

1.1. A hypothalamus-hypophysis rendszer anatomiaja

Az emberi test homeosztazisa az endokrin és az idegrendszer szabalyozésa alatt all. A két rendszer
egymassal szoros egyiittmiikodésben, egymdsra oda-vissza hat, és mindezen szabalyozé
kapcsolatokon til az immunrendszer is részt vesz a szervezetiink homeosztdzisdnak
kialakitasdban. A hypophysis - hypotalamus tengely miikddése a hypotalamusban termelddd
neurohormonok, melyek a hypophysis miikodését szabalyozzdk és az ezen hypotalamicus
neurohormonok szintézisét és felszabadulasat (release) szabalyoz6 idegi struktirak réven valosul
meg.

A hypotalamus periventricularis ¢s medidlis teriiletén helyezkednek el az endokrin szabalyozasban
részt vevo sejtcsoportok. A hypophyseotrop hormonokat az alabbi hypotalamicus magok termelik:
a nucleus arcuatus, dorso- és ventromedialis, a paraventricularis nucleus pars parvocelullarisa, a

nucleus supraopticus neuronjainak kisebb része €s a periventricularis mag neuronjai (1. abra).
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1.4bra. A diencephalon anatomidja (internetes forrdas alapjan modositva,
letoltés: 2024 10.24., https://images.app.goo.gl/e8soHjJjdaDNNzxi6)
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A GHRH-t termeld idegsejtek elsdsorban a nucleus arcuatusbol szdrmaznak, de a laterdlis
hypotalamusban és a mediéalis perifornicalis areaban is megtalalhatoak, tovabba kisebb szamban a
nucleus dorso - ¢és ventromedialisban és a basolateralis hypotalamusban is megtaldlhatdéak. A
nucleus suprachiasmaticus, mely a hypotalamus rostralis részén helyezkedik el, nem vesz részt
kozvetleniil az adenohypophysis hormonjainak szekrécidjanak szabalyozasdban, azonban a

hormonszekrécio pulzatilis jellegének és napi ritmusanak kialakitasaban részt vesz (2.4bra).
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2.abra. A hypothalamus - hypophysis rendszer anatomidja, a hypothalamicus magvak részletes
bemutatasaval (internetes forrds alapjan modositva, letoltés: 2024 10.24. ,
https://images.app.goo.gl/g3]NfI2RLAYVvXCFs8)
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1.2. A GHRH molekula

A GHRH egy hypothalamicus polipeptid hormon, melyet maga a hypothalamus szekretal.
Stimulalja a novekedési hormon szintézist és release-t a hypophysisbél. GHRH szintén stimulélja
egy nagyobb, 108 aminosavbol 4ll6 preprohormon prekurzor molekula szekretalodik, melynek az
N-terminalis végén levd szigndl szekvencia ezutan enzimatikusan leszakad, hogy 1étrehozza az
¢érett 44 aminosavbol all6 formajat és egy C-terminalis GHRH-related peptidet (GHRH-RP) [1].
A GHRH termelés jelentdsen fiigg az életkortdl, a nemtdl és az anyagcsere allapottol, valamint
szerepet jatszik az alvas és a taplalkozas szabalyozéasaban is. A GHRH/GHRH-R hibai sulyosan
megvaltoztatjak a somatotroph funkcidt és a GH termelést, ezaltal rendellenes novekedést okoznak
[2].

GHRH a brain-gut (agy-bél) peptidek szupercsalddjanak tagja, amely magaban foglalja tobbek
kozott a hypophysis adenilat-ciklaz-aktivalo polipeptid (PACAP), a gliikagont, a szekretint és a
VIP-t. A GHRH-t tartalmazé neuroszekrécios sejtek elsOsorban a hypothalamus nucleus
arcuatusaban helyezkednek el, ezeknek a GHRH neuronoknak az axonjai a mesencephalon, a
kozépagy felé nyulnak, és a hypophysealis portalis rendszer kapillarisain végzddnek és stimulaljak
a GH felszabaduldsat. A GHRH-t szintén megtalaltak a limbikus rendszer strukturdiban, tovabba
az agykéregben, a hatso agyban, valamint a periférids idegrendszerben, a gyomor-bél traktusban,
az agyalapi mirigyben, a gonadokban, a mellékvesében, a pajzsmirigyben, a tiidoben és a vesében

is [3].



A GHRH, a GHRH-R-k és a GHRH gén kiilonféle extrahypothalamicus szdvetekben is jelen
vannak, beleértve a gyomor-bélrendszert, a placentat, a petefészket, a herét és szdmos daganatot.
[4,5,6,7,8].

Frohman és Szabd 1981-ben elsdként irta le acromegalia klinikai képében jelentkezd
hasnyalmirigyrakban az ektopias GHRH elvalasztast [9]. Ezt kdvetden a 44 és 40 aminosavbol
all6 GHRH format is izolaltdk és azonositottak human carcinoid és pancreas tumorokban [5, 10-
12] és csak késobb izolaltak hypothalamusbdl [4, 5, 7, 8, 12]. Ezt kovetden a GHRH cDNS-ét
és/vagy génjét izolaltak és vizsgaltak patkanyokban, egerekben és més emldsokben, valamint
madarakban, kétéltiiekben és halakban [4, 5, 8]. A teljes biologiai aktivitast az N-terminalis 29
aminosav szekvencia is képviseli [GHRH(1-29)NH,] [4, 5, 7, 8]. A GHRH elvalasztasa kortilbeliil
3 oranként pulzatilis mdédon torténik, alvas kdzben pedig még ennél is gyakrabban. A GHRH
pulzatilis felszabadulasa életkorfliiggd és van egy ugynevezett szexualis dimorf mintazat is,
kiilondsen a pubertas korban, amikor a GHRH funkcid kevésbé reagdl a tesztoszteronra. Emellett
a GH visszacsatoldsa a GHRH neuronokra szintén jelentésen csokken az éregedéssel. A GHRH
szabalyozza az alvast is; megnovelheti a lassi hulldmu alvés id6tartamat, mikozben gatolja az

ACTH ¢és a kortizol szekréciojat [13, 14].

A GHRH egy gyors enzimatikus lebomlason megy keresztiil a vérben, és a dipeptidilpeptidaz IV
inaktivalja az N-terminalis peptid (Try-Ala) eltavolitasaval és a GHRH 2. és 3. pozicidban torténd

hasitasaval, ami inaktivva teszi a lehasitott GHRH fragmentumot (3-44)-NH, [15].



1.3. A GHRH szerepe

Kezdetben ugy gondoltak, hogy a GHRH szerepe csupan a névekedési hormon és az inzulinszer(i
novekedési faktor 1 (IGF-1) fizioldgias szintjének szabalyozasa az agyalapi mirigy GH/hepatikus

IGF-1 tengelyén keresztiil (3. dbra).

Hypothalamus

Gyomor

,.9\9\0

Hypophysis

Célszervek - Metabolikus hatasok

Antiinzulin I |
Lipolitikus
Anabolikus Direkt  Indirekt

Agy

Gerincvel6i gyok, periférias ideg Q Sziv
a s
4 & Maj

Erek

Ovarium

IGF-l‘r-l
Porc, csont '(
CotEty Csont, porc, egyéb szdvet
mellékvesék o ° ‘ ‘
el o B -
Izom ‘ Novekedés

B¢l

3.abra. A hypotalamus-hypophysis rendszer és a GHRH-GH-IGF-I tengely szabalyozdsa



A GH-t a hypophysis eliilsé lebenyének somatotroph sejtjei termelik €s valasztjak ki két
hypotalamicus hormon hatdsdra. A GHRH serkenti a GH elvalasztast, a somatostatin (SS) pedig
gatolja a GH-szekréciot. A ghrelin sajat receptoran keresztiil serkenti a GH-szekréciot is
hypophysis eliils6 lebenyébdl. A GH kozvetlen metabolikus hatadst fejt ki a
célszervekre/szovetekre, novekedési hatasait pedig az IGF-I-en keresztiil fejti ki, amelyet
els6sorban a m4dj termel. A GH-szekrécid tovabbi szabdlyozasa az IGF-I és a GH altal az agyalapi
mirigyben és a hypotalamusban visszacsatolasi szabalyozas révén valosul meg.

Az azota Osszegyllt bizonyitékok arra is utalnak, hogy a GHRH neuroendokrin hatdsa mellett
szdmos periférids hatasban is szerepet jatszik az autokrin/parakrin mechanizmusokon keresztiil.

(4. abra).
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Hypothalamus

autokrin, parakrin
regulacié/mechanizmus

!

" Sejt proliferacio

4. abra. A GHRH direkt és indirekt hatasai
Forras: Az értekezés alapjaul szolgalo sajat kézlemeény (Juhdsz et al. Int J Mol Sci. 2024.)



A GHRH ¢és agonistai szabalyozzak a sejtproliferaciot, a sejttalélést, a sebgyogyulast, a szivizom
apoptozist ¢és a differencialodast szamos szovetben ¢és sejttipusban, amint arrdl kiilonbozd
tanulmanyok kordbban beszamoltak [3, 8, 16, 17, 18, 19, 20]. Napjainkra a GHRH mRNS
expresszigjat és a biologiailag vagy immunoldgiailag aktiv GHRH jelenlétét kiilonb6z6 human
daganatokban is kimutattdk, mint példaul az eml6-, méhnyalkahartya-, petefészek-, prosztata-,

tiid6-, hasnyalmirigy-, gyomor-, vastagbél daganatokban és uvealis melanoméban is [4,5,7,8].

A GHRH a G-fehérjéhez kapcsolt receptorahoz (GHRH-R) kétddik, hogy aktivalja a kiilonb6z6
jelatviteli utvonalakat, amelyek tilnyomorészt a cAMP-t és a Ca®*-t foglaljak magukban, és ezaltal
serkenti a GH-szekréciot, a GH-gén-transzkripciodt és a somatotroph proliferaciot. A pulzatilis GH
szekrécio hatterében a hypothalamicus GHRH-nak a szomatosztatint és ghrelint termeld
neuronokkal valé kolcsonhatasa all. A GHRH/GHRH-R hibéi stlyosan megvaltoztatjak a

somatotroph funkciot és a GH termelést, ezaltal rendellenes ndvekedést okoznak.

1.4. A GHRH gén

Mayo ¢és munkatarsai 1985-ben izolaltak és irtdk le a GHRH-t kddolo gén teljes szerkezetét [21].
A GHRH gén a 20. kromosz6éman talalhat6 és tobb mint 10 kilobazis nagysagl, valamint a génnek
Ot exonja és négy intronja van. A GHRH szekvencia terminalis végén egy arginin (Arg) maradékot

tartalmaz, amely a proteolitikus feldolgozas jeleként szolgal [8,21] (5.4bra).
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5. abra. 4 GHRH gén
Forras: Lin-Su, K., et al Rev. Endocr. Metab. Disord. 2002 abraja alapjan modositva

1.5. A GHRH receptor (GHRH-R) és génje

A hypophysis tipusi GHRH-R egy hét transzmembran domaint tartalmazé G-protein receptor
(GPCR), amely patkanyban és emberben 423 aminosav hosszisagii. A GHRH-R gén a human
Tpl4-15 kromoszéman ¢és a patkany 4p24 kromoszoman talalhatd, és a GPCR II B osztalyanak
tagja, amely magéaban foglalja a szekretin/glilkagon/VIP/PACAP peptid receptorokat. A GPCR-
ekben az alternativ splicing egyike a sok kialakul6 mechanizmusnak, amellyel a receptorok ezen

osztalya diverzifikalja tevékenységét. [22, 23, 24]. A genomidlis szekvencia jellemzése feltarta,

hogy a human GHRH-R gén 13 exonbol all, és 15 kilobazist 6lel fel [23].

A GHRH-R-k elsésorban az agyalapi mirigyben expresszalodnak. Korabbi tanulméanyok alapjan

in situ hibridizaciot alkalmazva az agyalapi mirigy eliils6 részében lokalizdlodnak [23]. A GHRH-
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R expresszio6 szintje az agyalapi mirigyben a kiilonb6zo fejlédési szakaszoktdl fliggden valtozik.
A GHRH-R-k expresszidja csokken az oregedés soran. A GHRH-R-k szamos mas emberi
szovetben is jelen vannak, mint példaul a szivizomban, a lymphocytdkban, a herékben, a
petefészekben, a bdérben és a hasnyalmirigyben, és szamos fizioldgiai és patofizioldgiai hatasban
¢s bioldgiai folyamatban vesznek részt [8,17]. GHRH-R mRNS-ét szintén kimutattdk a placenta
és vese szovetben [8,23]. A GHRH ¢és analdgjai hormonalis aktivitasat az agyalapi mirigy tipust

GHRH receptor (pGHRH-R) kozvetiti [5, 8, 23].

1.6. Szignal transzdukcio

Miutdn a GHRH kotédik a GHRH-R-hoz, a ligand-kotott GHRH-R aktival egy G-proteint azaltal,
hogy katalizalja a guanozin-50-trifoszfat (GTP) kotodését az alfa-alegységhez az intracellularis
oldalon. Ezen receptorok aktivaldsa megndvekedett GH termelést eredményez, foként az
intracellularis ciklikus 3,5 -adenozin-monofoszfat (cAMP) fiiggd utvonalon, valamint a
foszfolipaz C tutvonalon (IP3/DAG utvonal) és néhany mas kisebb ttvonalon keresztiil. Ez
stimuldlja a membranhoz kotott adenil-ciklazt és megnovekedett cAMP-szintet eredményez, mely
egy protein-kindz aktivalasan keresztiil idézi elé a tovabbi torténéseket Az ezt kovetd folyamat
soran megnyilik egy natriumcsatorna, ami annak depolarizaciéjahoz vezet. Az intracellularis
fesziiltség ebbdl eredd valtozasa viszont egy fesziiltségfiiggd Ca*'csatornat nyit meg, lehetévé téve
a kalcium beédramlésat, ami kozvetleniil kivaltja a szekrécios granulatumokban raktarozott GH
felszabadulasat [22, 23, 25]. A cAMP a protein kinaz A (PKA) szabalyozé alegységeihez is

kotddik, és aktivalja azokat, lehetdvé téve a szabad katalitikus alegységeknek a sejtmagba valo
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sres

fehérje foszforilaciojat és aktivalasat. A foszforilalt CREB koaktivatoraival, a p300-zal és a

CREB-kot6 fehérjével egyiitt fokozza a GH transzkripciojat azaltal, hogy a CRE-k megfeleld

crer

crer

a heterotrimer G fehérjék By-komplexén keresztiil. A PLC aktivalasa diacilglicerint (DAG) és

inozit-trifoszfatot (IP3) is termel, az IP3 indukélja az intracellularis Ca®* felszabadulasat az

........

elére elkészitett GH-t tartalmazé szekrécids vezikulak felszabadulasat eredményezi (6.4bra).
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6. abra. Szignaltranszdukcio [26].



Bizonyos Ca** bearamlast a cAMP kozvetlen hatasa is el6idéz, ami kiilonbozik a protein kinaz A
cAMP-fiigg6 aktivalasi utvonalatol. A GHRH ligand GHRH-R-hoz val6 kétddésekor az aktivalt
masodlagos hirvivék nem csak az adenilat ciklaz cAMP - PKA és a Ca?" -kalmodulin, de az
inozitol-foszfat-diacil-glicerolprotein-kinaz C (PKC), az L-tipusi kalciumcsatornak és az
arachidonsav-ikozédnos utvonalakat is érintik. A végeredmény a GH termelésének ¢&s
mirigyben is beszamoltak cAMP/PKA/PKC-fiiggd mdédon. A GHRH stimulélhatja a RassMAPK-
t a Py-alegységeken keresztiil, hogy eldsegitse a sejtndvekedést. Egyes tanulményok azt is
kimutattak, hogy a szivizomban az apoptézis GHRH-receptor altal kozvetitett gatlasa magaban
foglalja az ERK1 és ERK2, valamint a PI3KAkt jelatvitel moduladlasat. Ez azért valt
nyilvanvalova, mert az ERK1/2- és PI3K/Akt-specifikus gatlok megsziintetik ezeket a hatasokat.

[22, 23] (7.4bra).
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Daganat sejt © sejtmag o

A proinflammacios faktorok
transzkripciés aktivacioja

7. abra. Szignaltranszdukcio daganatsejten [26].
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1.7. A GHRH, a GHRH-R és a szintetizalt GHRH analogok potencialis szerepe
daganatos korképekben

Schally professzor ¢s munkatarsai azonositottdk a GHRH-R-k splice variansait (SV) human
daganatokban és mas extrapituiter szovetekben, amelyek kozvetithetik a GHRH ¢és GHRH
agonista ¢s GHRH antagonista analdgjainak hatasait. [7, 8, 27]. A tumoros GHRH-R-kat kodold
cDNS-ek izolalasa és szekvenalasa a pPGHRH-R szdmos splice variansat tarta fel [27].

A splice varians 1 (SV1) cDNS-szekvenciajanak nagy része azonos a pPGHRH-R megfelelé cDNS-
szekvenciajaval, de az SV1 és SV2 gének elsé 334 nukleotidja eltér a pGHRH-R génjétol.

Az SV1 fehérjeszekvenciaja csak az N-terminalis extracellularis doménben tér el a pGHRH-R
helyettesiti. Azt is kozolték, hogy az SV1 funkcionalis GPCR-t kdédol hét transzmembran
domainnel, melybdl a harmadik intracellularis hurokkal pedig a G-fehérjével valod kdlcsonhatasban
jatszik szerepet. Az SV2 egy olyan GHRH-R izoformat kédol, amely a masodik transzmembran
domain utan csonkolt [8, 27].

E vizsgélatok alapjan ugy tiinik, hogy az SV1 koédolja a GHRH-R-k {6 izoformajat. A kés6bbi
vizsgalatok kimutattdk, hogy az SV1 funkcionalis receptort kodol. Mind a pGHRH-R-t, mind az
SVl1-et normal ¢és daganatos emberi szOvetekben azonositottdk, ahol GHRH jelatvitelt
kozvetitenek. Igy a GHRH-R-k expresszidjat megtaldltak primer human prosztata-, emld-,
méhnyélkahartya-, tiido- és mellékvese karcinomékban és uvealis melandmakban, valamint a
rosszindulat daganatok gyakorlatilag minden {6 tipusdnak kisérleti human sejtvonalaiban is
megtalaltak, beleértve a prosztata-, petefészek- és emldrakot is, méhnyélkahdartya, tiidé (SCLC és
nem SCLC), vastagbél-, gyomor-, hasnyalmirigy-, vese daganatokat, glioblastomat és Ewing-

sarcomat, lymphomat €s uvealis melanomakat [5, 7, 8, 17].
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Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy kiilonbdz6 humén daganatokban a GHRH
¢s tumoros receptorai autokrin/parakrin mitogén hurkot képezhetnek, amely részt vesz a

rosszindulatd folyamatok ndvekedésének szabalyozasaban.

Mindezen eredmények birtokaban a rosszindulati daganatok kezelésére szolgald potencidlis 1j
terapias lehetdség érdekében a GHRH szdmos hatékony analdgjat tervezték és szintetizaltak meg.
Az elmult két évtizedben a GHRH szdmos hatékony agonistdjat és antagonistajat fejlesztették ki
nagy receptoraffinitassal [4, 5, 7, 8, 16, 28]. GHRH-R antagonistak jelentdsen fokozzak az
antagonistak daganatgatld hatasa 16 kiilonboz6 tipustt human daganat esetében, amelyeket kozel
50 experimentélis huméan daganatmodell képvisel - beleértve a prosztata-, emld-, petefészek-,
vese-, gyomor-, hasnydlmirigy-, tiidé carcinomdkat és a kozelmultban publikalt eredmények
alapjan az akut myeloid leukémiat - , részben igy tiinik, a lokalis autokrin médon stimulal6 GHRH
rendszerrel trténd interferencidjan alapul. igy a GHRH antagonistak kozvetleniil blokkolhatjak a
tumor GHRH-R-t és megakadalyozhatjak az autokrin/parakrin GHRH aktivalédasat daganatos
megbetegedések esetén. Ezenkiviil Gigy tlinik, hogy a tumoros IGF-I és IGF-II termelddését
kozvetleniil géatoljak a GHRH antagonistdk. A GHRH antagonistdk daganatellenes hatasa

crer

mechanizmus az agyalapi mirigy GH/hepatikus IGF-1 tengelyének gatlasat okozza [4, 5, 7, 8].

Tovabbi igéretes terapias lehetdségre utal, hogy az Alzheimer-kor legfejlettebb transzgénikus
egérmodelljében a GHRH-antagonistdk jotékony hatdssal vannak a kognitiv funkcidkra, az

amiloid plakkok €s Tau filamentumok csokkentésére és a gyulladésra is [29]. Ezenkiviil Romero
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¢s munkatarsai beszamoltak a dyslipidaemia csokkenésérdl patkanyokban a MIA-602 kodjeli

GHRH-antagonista alkalmazasaval [30].

[géretes és figyelemre méltd eredményekrél szamoltak be a GHRH agonistaival kapcsolatban is.
Az ) GHRH agonistak terapias hatdsai koz¢ tartozik a kardioprotektiv hatas, a sziv regeneracigja

infarktus utan, a vaszkularis meszesedés csokkentése és a sebgyogyulés [7, 16, 17, 18, 19, 25].

Nemrég arrdl is beszamoltak, hogy a GHRH ¢és agonista analogjai csokkenthetik a
szivizomhipertrofiat, ¢és képesek javitani a szivmiikdodést nyomastulterhelés okozta
szivelégtelenségben [31]. A GHRH agonistak jotékony hatdsai kozé tartoznak a cukorbetegségben
a hasnyalmirigy-szigetek miikodésének és az inzulintermelésnek a serkentése, valamint a korai
kisérleti diabéteszes retinopatia kivédésében is szerepet jatszhatnak [3, 32]. Az eddigi vizsgalatok
alapjan gy tlinik, hogy a GHRH agonistai és antagonistai egyarant jelentdsen kisebb mellékhatas

profilt mutatnak.

Az eddig emlitettek alapjan szamos human daganat tipusban vizsgaltak és mutattak ki a GHRH és
GHRH-R-k expresszidjat, azonban bizonyos daganatok és korképek esetén koztiik a human
endometrium és a gyermekkori hematoonkoldgiai korképek esetén nem allnak rendelkezésiinkre

ilyen eredmények vagy csak limitalt adatok érhetdk el.

Az alabbiakban a jelen kutatés targyat képez6 korképek rovid bemutatasat tessziik meg.
Els6ként emlitve a human endometrium carcinomat, majd a gyermekkori hematoonkoldgiai
malignus illetve benignus korképeket, mindkettd esetében eldbb a szolid majd a csontveldt érintd

betegségeket.
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1.8. Endometrium carcinoma irodalmi dsszefoglaloja

A méhnyalkahartya rdkja vilagszerte a ndk morbiditasdnak és haldlozasanak egyik f6 oka, és a n6k
korében a hatodik leggyakoribb rosszindulata daganat [33, 34]. A korai stddiumu EC progndzisa
altalaban kedvezd, de né¢hany ndben agressziv rosszindulati daganatok fordulnak eld, mivel
daganataik magas gradusuak, invazivak, vagy nem endometrioid sejtekbdl (clear-cell vagy
papillaris serosus sejtekbdl) allnak, és magas a recidiva és a halalozas lehetésége. Az EC-s eseteket
altalaban két altipusba soroljak. Bokhman publikécioja alapjan az EC két 6 tipusat kiilonboztetjiik
meg: L. tipusu és II. tipusu [35]. Az I-es tipusti endometrioid rakok &sztrogénfiiggdek, €s atipusos
endometrialis hiperplaziabol alakulnak ki. Igy az excessziv exogén és endogén 6sztrogéneknek
fontos szerepe van az I. tipusu endometrium adenocarcinoma patogenezisében. A Il-es tipusu
endometrioid rakok kevésbé gyakoriak, agresszivebb szdvettani varidnsokbol allnak (clear-cell,
serous carcinoma ¢és adenocarcinosarcoma), altalaban posztmenopauzalis korban fordulnak eld, és
magas mortalitdssal jarnak [36], tovdabbd nem mutatnak Osszefliggést a hosszan tartd
Osztrogénexpozicioval. Masrészt az EC molekuléris bioldgidja vilagosabbd valt az elmault
évtizedben, ami kevésbé morbid és minimalisan invaziv sebészeti megkozelitésekhez és a
kemoterapia rutinszeriibb alkalmazasdhoz vezetett, amelyek mind javitottak az EC-ban szenvedd
ndk eredményeit. Azonban hatékonyabb kezelési modokra van sziikség, amelyek tovabb javitjak
a talélést és az ¢életmindséget. Folyamatban vannak az immunkontroll-gatlok klinikai vizsgalatai
elérehaladott és visszatérd endometriumrak kezelésére [37, 38, 39]. Ha sikertil kapcsolatot talalni
a kezelt populacid genetikai hatterével, és jo valaszaranyt ériink el, 0j kezelési lehetdségeket lehet
bevezetni a standard kezelési megkdzelitések helyett [37, 38, 39]. 2018 ota az FDA altal

jovahagyott immun check-point inhibitor, a pembrolizumab (anti-PD-1, (programozott sejthalal
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fehérje-Ligand 1)) alkalmazésa lehetséges minden olyan solid daganat esetén, ahol hibas a DNS
mismatched repair. Az elérehaladott EC-ban szenvedd betegek koriilbeliil 20-30%-a részesiil ezen
kezelésben [40, 41]. Szamos tanulmany utalt arra, hogy a kemoterapia nemcsak az immunrendszert
aktivalhatja, hanem PD-L1 expressziot is indukal a daganat sejteken, ami sikeresebb
immunterapiat eredményezhet [37, 41]. A folyamatban 1évé megfigyeléses vizsgalatok az
immunterapias (avelumab, atezolizumab és durvalumab) stratégiak hatasat probaljak javitani a
klasszikus kemoterdpia kombindcidjaval vagy anélkiil [41]. Mas genomidlis valtozasok és
molekularis markerek az EC-ban, mint példaul a hormonreceptor-statusz, személyre szabottabb
terapiat eredményezhetnek a jovoben. A célzott terapidkkal kapcsolatos preklinikai és klinikai

vizsgalatok azt sugalljak, hogy egyes szerek hatékonyak az EC kezelésében [37].

1.9. Gyermekgyogyaszati mintak elméleti hatterének irodalmi 6sszefoglaldja

A Hodgkin-lymphoma (HL) meglehetdsen ritka rosszindulat daganat a gyermekpopulédcioban,
azonban a gyermekkorban el6fordulé lymphomak koriilbeliil 40%-at teszi ki, €s a serdiilok és fiatal
felnéttek leggyakoribb rosszindulati daganata. A HL életkor szerinti el6forduldsa bimodalis
megoszlast mutat. A fejlett orszagokban az elsd csucs kortilbeliil 20 éves korban, a masodik cstics
pedig az 55 éves vagy id6sebb betegeknél figyelhetd meg. A HL 5 éves kor eldtt nem gyakori. A
fejlédo orszagokban azonban az elsd csucs a gyermekkorra tolodik, altaldban a serdiilékor eldtt.
A 15 évnél fiatalabb gyermekek és serdiildk esetében az incidencia 5,5 eset/millid. A 15-20 éves
egyéneknél az eléfordulasi gyakorisag 12,1 eset/millio lakos [42-45].

A 10 évnél fiatalabb gyermekeknél jelentds, 3:1 ardnyu férfi-né arany figyelhetd meg. Idésebb

gyermekeknél és feln6tteknél a férfi-n6 arany koriilbeliil 1:1.
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A Hodgkin-lymphoma a B-sejtes rosszindulatu lymphoid daganatok heterogén csoportja, amelyet
szOvettanilag az esetek tulnyomo részében Hodgkin és Reed-Sternberg sejtek jelenléte jellemez.
Az 5 éves tulélési arany a kezelést kovetden 81-98% kozott van, attol fiiggden, hogy a daganat
milyen stadiumban van és milyen kiterjedtséggel rendelkezik a diagnozis felallitasakor [42,43,44].
A gyermekkori esetek 5 éves tulélési aranya meghaladja a 95%-ot [42-45]. Valgjaban a
gyermekkori HL az elsd és egyetlen neoplasztikus egyedi entitds Magyarorszagon, amelynél az 5
éves tulélési arany 100%-o0s az Orszagos Gyermekrakregiszter legfrissebb adatai szerint [46].

A HL minden korcsoportban nagyon érzékeny a kemoterapiara és a besugarzasra. A HL volt az
els6 olyan tumor, amelyet Onmagédban sugarterapidval vagy tobb kemoterdpids szer
kombinacidjaval gyogyitottak. A HL-ban szenvedd gyermekek és serdiilék gyogyulasi ardnya az
évek soran folyamatosan javult, kiilondsen a kombinalt sugarkezelés és tobbszeres kemoterapia
bevezetésével [42-45].

A  Rhabdomyosarcoma (RMS) a lagyrész-szarkdbmak leggyakoribb formdja (~19%) a
gyermekpopuldcioban, a gyermekkori rdkos megbetegedések 5-8%-at teszik ki, a harmadik
leggyakoribb extracranialis solid daganat a gyermekkorban a neuroblastoma és a Wilms-tumor
utan [47]. Az RMS leggyakrabban gyermekeknél és fiatal felndtteknél (45 év alatt) fordul eld,
enyhe férfidominanciaval, és gyakrabban fordul el6 a kaukézusi rasszhoz tartozé betegeknél [44].
Az RMS kemoterapia - és sugarérzékeny; az eddig azonositott molekularis 1ézidk azonban nagyon

korlatozott szamban kindlnak hatdsos terapias szereket [46].

A teratomak (TR) velesziiletett, csirasejtes daganatok, viszonylag gyakori szolid daganatok

gyermekkorban. Természetiiket tekintve altalaban joindulatiak (nem rékosak és nem terjednek),

¢s meglehetdsen gyorsan novekedhetnek (néha rosszindulatuak és terjedhetnek) [48, 49].
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A teratomak etiologidja nem teljesen ismert; feltételezik, hogy a korai embrionalis fejlédés
szakaszaban (4-5. hét) a prekurzor, totipotencialis primordidlis csirasejtek nem teljes
differencidlodasa vagy aberrans migracioja felelds a kialakulasukért. Eddigi ismereteink alapjan a
lokaliz4cio korfliggd, az extragonadalis daganatok elsésorban ujsziilotteknél és kisgyermekeknél
fordulnak el6, mig a testicularis és ovarialis lokalizaciok gyakoribbak a serdiiloknél. A betegek
60%-anal a sacrococcygealis régio az elsédleges hely, és az 0sszes teratoma kozel 80%-a ndknél
fordul el. A teratomak el6fordulasi gyakorisaga 1:4000 élvesziiletésre vonatkoztatva [48, 49].

mértékben differencidlodott szovetekbdl allhatnak, besorolas szerint lehetnek érett vagy éretlen
(potencialisan rosszindulatu), a legtobb gyermekkori daganat érett. Az érett teratomak altalaban
joindulatiak, azonban az éretlen germinalis sejtekbdl allé tumorok (GCT: germ cell tumor)
tartalmazhatnak rosszindulati komponenseket, amelyeket gyors terjedés jellemez, amely nem
respektalja a szervek hatarat, és metasztatikus elvaltozasokat képezhet. A daganat klinikai
viselkedése jelentdsen eltérd a lokalizaciotol és a mérettdl fiiggden. Az éretlen vagy premalignus
elemek jelenléte befolydsolhatja a terapiat és a hosszu tavl eredményt. A korai definitiv teljes
eltavolitas, a premalignus vagy rosszindulata elvaltozasok alapos patologiai vizsgéalata és a
hosszan tartd6 gondos nyomonkovetés kritikus fontossaguak a kedvezdé kimenetel biztositdsdhoz

[48, 49].

Az akut Iymphoblastos leukaemia (ALL) a leggyakoribb gyermekkori rosszindulata
vérképzOszervi megbetegedés, amelyet a csontvelOben, a periférids vérben és mas szervekben
transzformalt lymphoid sejtek szaporodasa jellemez, és a 15 évesnél fiatalabb gyermekek korében

eléforduld rékos megbetegedések akar 25%-at is kiteheti (leggyakrabban 0 és 5 év kozott fordul
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eld), tovabba egyben a leggyakoribb hematoldgiai daganatos megbetegedés gyermekeknél,
amelyet a csontveldben, a periférids vérben és mas szervekben transzformalt lymphoid sejtek
proliferacidja jellemez. Az ALL-re az éretlen fehérvérsejtek, ugynevezett lymphoblastok vagy
leukémids blastok tultermelése jellemzd. A transzformalt sejtek a lymphoid vonalhoz tartoznak,
beszivarognak a csontveldbe, €s beszivaroghatnak kiillonb6zé extramedulléris szervekbe, példaul
Iépbe, m4ajba, nyirokcsomodkba, bdrbe, csontokba, petefészkekbe, herékbe és a kozponti
idegrendszerbe. Az 5 éves tulélési ardny megkozeliti a 90%-ot a gyermekeknél (<15 éves korig),
¢s meghaladja a 75%-ot a serdiiloknél (15 és 18 év kozott) [46,50-52]. A jelen alkalmazott
kezelések jo esélyt adnak a gydgyulasra [46, 50,51,52].

A mesenchymadalis hamartoma egy joindulati, mesenchymalis eredetii, leggyakrabban a ma4jat
érintd daganat, amelynek patogenezise nem teljes egészében ismert. Az esetek tobb mint
kétharmada 2 évesnél fiatalabb gyermekeknél fordul eld, ezen életkort kdvetden eléforduldsa
kifejezetten ritka [53,54]. Az irodalomban eldszor Edmondson irta le 1956-ban [55]. Ez a
gyermekkori hemangioma utin a masodik leggyakoribb jéindulati majdaganat. Altalaban
mesenchymalis szoveti komponensekbdl szarmazik [56]. A legtobb ilyen daganat a maj jobb
lebenyében talalhato, bar néhany esetet a bal lebenyben is leirtak [57, 58]. Ennek a daganatnak a
diagnodzisa igen nehéz a nem specifikus klinikai tiinetek €s specifikus laboratoriumi vizsgalatok

hidnya miatt; a radiologiai, képalkoto vizsgalat kulcsfontossagu a diagnozishoz [59].

A Fibrosus dysplasia (FD) egy nem 06roklodo, altalaban sporadikus, de velesziiletett, ritka
joindulati csontbetegség, amely az oszteoblasztos differencialodas €s érés lokalizalt hibajaként
nyilvanul meg, a normal csontszdvet helyén nagy rostos stromaval és éretlen csontszigetekkel valo

megjelenéssel. Kiilonbozo fajtait kiillonboztetjiik meg: monostoticus, polyostoticus, craniofacialis
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fibrous dysplasia és cherubismus formakban fordul eld. A cherubismus esetén a mandibula és a
maxilla érintett csupan és valdjaban nem is igazi FD-r6l van sz ezen esetben. Az FD egy
csontfejlodési betegség, amelyben a normal spongiosa helyét és az érintett csontok veldiiregét
rendellenes rostos szovet tolti fel, amelyet a csontmetaplasia részeként kialakult gyengén
calcifikalt primitiv csont trabekuldkat tartalmaz. Az FD elsésorban gyermekeknél ¢és fiatal
felndtteknél fordul elé. Az FD legmagasabb eléfordulasi gyakorisdga 3 és 15 éves életkor kozott
van [34,62]. A monostoticus forma gyakrabban fordul eld, és a 20-30 éves korosztalyt érinti: a
polyostoticus FD foként 10 évesnél fiatalabb gyermekeknél jelentkezik, az elvéltozasok a
gyermekkel egyiitt ndnek, pubertds utan stabilizalodnak, és leggyakrabban koponyacsontokat,
bordékat érintenek, valamint a combcsont proximalis részét vagy sipcsont metaphysisét vagy
diaphysisét. A polyostoticus és monostoticus FD el6fordulasi aranya 3:7 [60, 61]. Nincs ismert
nemi predilectio [62]. A WHO a lagyrész- és csontdaganatok legujabb 2020-as osztalyozasa ota
(5. kiadas) a FD-t a joindulati csontdaganatok kozé sorolja. A betegséget gyakran véletlenszeriien
fedezik fel és altalaban fajdalommentes, maskor a csont kiszélesedésével, atalakulassal vagy
fajdalommal jelentkezhet. A felismerése patologias torés vagy a szomszédos struktarak
Osszenyomodasa és elmozdulasa kapcsan torténhet. Ez utobbi kiilondsen igaz a craniofacialis
fibrosus dysplasiara, ahol az orbitaban szerepld képletek vagy az agyidegek dsszenyomadsa révén
latas- vagy hallasvesztést okozhat [63]. Az FD egy olyan genetikailag nem 6roklédd allapot,
amelyet a 20. kromoszoéman taldlhatdé GNAS1 gén missense mutacioja okoz, amely a stimulald G-
fehérjéhez kapcsolt receptor, a Gso alfa-alegységét kodolja. Az aktivald mutaciok
posztzigotikusan mennek végbe, az arginin aminosavat ciszteinre vagy hisztidinre cserélve. A

mutacid szelektiven gatolja a GTPaz aktivitast, ami az AMP-protein kindz A intracellularis

crer
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Az infantilis myofibromatosis (IM) egy ritka, mesenchymalis rendellenesség, amelyet a bér, a
csont, az izom ¢és a zsigerek nem rakos (joindulattl) daganat novekedése jellemez.

Egyarant érinti mindkét nemet. A pontos el6fordulasi gyakorisdg nem ismert, de becslések szerint
1:150 000 — 1: 400 000 élvesziiletés kozott van. Bar ritka korképrdl van sz6, az IM a leggyakoribb
kotdszoveti tumor csecsemd - ¢és koragyermekkorban. A sulyossdg és a specifikus tiinetek,
beleértve a daganatok lokalizacidjat és szamat, személyenként nagyon eltéréek lehetnek. Ezek a
daganatok nem képeznek attétet, de gyors ndovekedést mutathatnak, kezdetben komoly fajdalom
nélkil, és elég nagyra néhetnek ahhoz, hogy a kozeli szervek dsszenyomdséaval vagy karositasaval
tiineteket okozzanak. Az esetek tobb mint 90%-a csecsemdknél vagy kisgyermekeknél jelentkezik,
de az irodalomban felndttkori eseteket is leirtak, az ismert esetek atlagéletkora 7 év. Az IM-t
eldszor 1954-ben Dr. A.P. Stout [66] irta le kiilon entitasként az orvosi irodalomban. Majd 1981-
ben dr. Chung és Enzinger részletes attekintést nyujtott a rendellenességrdl, és bevezették az
infantilis myofibromatosis nevet [67].

Szovettanilag az elvaltozas egy vagy tobb joindulati mesenchymalis tumorként definidlhato,
amely leggyakrabban a torzs és a végtagok kotdszovetéit érinti. Ezenkivill a fej-nyaki régio és a
csontok vagy kisebb mértékben a tiid6 és a gyomor-bél traktus is érintettek lehetnek.

Az IM vagy amennyiben késébbi gyermekkorban jelenik meg, a juvenilis myofibromatosis (JM)
agressziv lefolyast is mutathat, ami a beteg haldlahoz vezethet. Az agressziv gyermekkori
myofibromatosis egy ritka, jéindulati mesenchymalis daganat, amelyet a jéindulata rostos szdvet
proliferacidja jellemez, amely egyenletes, megnyult, fusiform vagy orsé alaku sejtekbdl all,
amelyeket boséges kollagén vesz koriil és valaszt el [68-72].

Az IM az alabbi tipusokra oszthatd, soliter, multicentrikus és multicentrikus zsigeri érintettséggel.

A soliter a leggyakoribb, az IM eseteinek koriilbeliil 75%-at teszi ki. Ez a forma tilnyomorészt
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férfiaknal fordul eld, és egy csomo vagy elvaltozas jellemzi, amely leggyakrabban a bérben fordul
eld, gyakran a bdr alatti szovetekbe és/vagy izomszovetekbe is kiterjed. A csomo altaldban a fej,
a nyak vagy a torzs teriiletén talalhatd. A csont soliter csomoja is el6fordulhat, de rendkiviil ritka.
A multicentrikus formak gyakoribbak a n6knél. A zsigeri érintettség nélkiili multicentrikus format
tobb csom6 megjelenése jellemzi, amelyek a bor, a subcutis vagy az izom kiilonb6z6 teriiletein
keletkezhetnek. A zsigeri érintettséggel jaro multicentrikus forma a rendellenesség legsulyosabb
formaja, és a bor, az izmok és a csontok tobbszords €rintettsége, valamint a belszervek, példaul a
tiido, a sziv és a gyomor-bél traktus érintettsége jellemzi. Egyes esetekben csak egy szerv érintett;
mas esetekben kiterjedt zsigeri érintettség van jelen; az IM ezen forméja sulyos, életveszélyes
szovodményeket okozhat a 1€zi6 pontos helyétdl és az érintett szervektdl fliggden. A IM legtobb
esete spontan alakul ki, ilyenkor a kivalto oka ismeretlen [68-70]. Az IM ritka eseteit azonositottak,
amelyek csaladi halmozddast mutatnak, ezeket eddig két gén mutacidival hoztdk sszefliggésbe.
Ezek a gének a thrombocyta eredetli ndvekedési faktor receptor béta (PDGFRB) gén ¢és a
neurogenic locus notch homolog protein 3 (NOTCH3) génje. A PGDFRB gén mutacioi altal
csaladban irtak le, ahol az 6roklodés autoszomalis recessziv volt [71].

A kezelési lehetdség jellemzden konzervativ sebészeti kimetszés; azonban az esetek kb 10 %-aban

korai relapszusokrol szamoltak be.

A granulocitopénia a rendellenességek heterogén csoportja, amelyet a periférids vér
granulocitdinak szdmanak a normal tartoméany alsé hatara ala (< 0,5 x 10%/1, azaz kevesebb mint
500 sejt/mm®) vald csokkenése jellemez. A csontveld-termelés csokkenése vagy a sejtek

autoantitestek vagy a retikuloendotelidlis rendszer altali periférias pusztuldsa okozhatja a GP-t [49,
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50]. A krénikus joindulatd neutropenia (CBN: chronic benign neutropenia) a leggyakoribb
gyermekkori neutropenia, mely kronikusnak tekinthetd, ha legalabb két honapig tart, azonban a
gyermekek tobb mint felénél akar 18-20 honapig tart, de akar néhany évig is fennallhat, majd
spontan megsziinik. A betegség mar 6-12 hdnapos korban megjelenhet gyakori
kozépfiilgyulladassal, torokfajassal, hasmenéssel és kisebb fertdzésekkel, de el6fordulhat, hogy
véletlenszerien ismerik fel. A vérkép tobbi eleme normal tartomanyban van, és a gyermek
egyebekben egészségesnek tlinik, a fizikalis vizsgalat sordn semmi koéros nincs. Az abszolut
neutrophil szdm (ANC) 0-500/mm? kozott van. A CBN-ben szenvedé gyermekeknél ritkan
alakulnak ki életveszélyes fertdzések, és altalaban 3-5 éves korukra kindvik a betegséget amikor

az ANC emelkedni kezd. A CBN leukémias transzformacioja ritka [42, 49, 50, 73, 74]

Az herediter spherocytosis (HS) a leggyakoribb velesziiletett vorosvérsejt-membran defektus,
amelyben a vordsvértestek szerkezeti fehérjéinek rendellenességei a vordsvértest-membran
feliiletének elvesztéséhez vezetnek, ami gomb alakll, hiperdenz, rosszul deformaldédé
vorosvértesteket eredményez hemolizissel. Ezen hemolitikus rendellenességet a lépben a
vorosvértestek elpusztulasa és a vérarambol vald eltavolitdsa (hemolitikus anémia), icterus €s
kovetkezményes splenomaglia jellemzi. A HS incidencidja 1/5000 az eurdpai szdrmazéasuak

korében és az Egyesiilt Allamokban [42,44].

Az immunthrombocytopenia (ITP) egy gyakori autoimmun vérzési rendellenesség
gyermekkorban. Az Egyesiilt Allamokban a becslések szerint a gyermekek éves prevalenciaja
5,3/100 000 [75]. Az ITP soran a thrombocyta antigének elleni autoantitestek képzddése fokozza

a vérlemezkék kitirtilését a keringésbdl, ami izolalt thrombocytopeniat eredményez. A spontan
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gyogyulési arany magas (~80% gyermekeknél és 50% felnotteknél), rosszindulata atalakulds nem
fordul el6. Az ITP-ben szenvedd gyermekek 80 szdzalékanak onkorlatozé forméja van, amely
kezeléssel vagy anélkiil (azaz spontdn modon) 12 hénapon beliill, de gyakran hamarabb is
megszinik.

A betegek azonban gyakran kezelést igényelnek a thrombocytopenids vérzéses események

morbiditdsanak csokkentése €s az életmindség javitasa érdekében [75].
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2.

Célkitiizés

Jelen kutatasunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a GHRH, GHRH-R-k expresszidjat eddig még

nem vizsgalt daganat tipusokon, kiemelt hangstlyt fektetve a human endometrium carcinomara és

gyermekkori hematoonkologiai korképekre.

Tanulmanyozni kivantuk a fent emlitett korképek klinikai mintaiban a GHRH expressziojat
mRNS szinten RT-PCR mddszer alkalmazasaval

Vizsgaltuk a GHRH-R-k jelenlétét mRNS szinten RT-PCR és fehérje szinten Western-blot
¢s ligand kompeticios assay alkalmazasaval

A receptor pozitiv mintdk esetén meg kivantuk allapitani a receptorok kotési
karakterisztikait (receptor koncentracio, kotési affinitas, specificitas)

Molekular biologiai modszerekkel a kiilonb6zé receptor SV-k expresszidjat is
tanulmanyoztuk

Elemeztiik a korreldciot a receptorok expresszids mintdzata és a vizsgalt betegek
klinikopatologiai jellemzdi kozott

Gyermekgyogydaszati betegek mintai esetén tanulmanyoztuk a jo és rosszindulati korképek

fennallasa és a GHRH-R-k jelenléte kozotti 6sszefiiggéseket
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3. Anyagok

3.1. Endometrium carcinoma mintak

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinikajan 39
beteg (atlagéletkor 62 év; 28-82 ¢év kozotti) endometrium carcinoma mintajat vizsgaltuk meg. A
vizsgalatokhoz koriilbeliil 5-20 mm?® uterus szévetmintat hasznaltunk, amelyet a staging miitét
sordn eltavolitottak. A molekularis bioldgiai vizsgalatok elétt minden mintan korszovettani
vizsgalatot végeztek az endometrium carcinoma jelenlétének megerdsitésére. 28 endometrioid
(71,8%) ¢és 11 papillaris serosus (28,2%) adenocarcinoma volt. Az endometrioid
adenocarcinomaban szenvedd betegek koziil 6t betegnek Grade 1., hiisznak Grade 2. és haromnak
Grade 3. betegsége volt. A papillaris serosus adenocarcinoma altipust betegek koziil haromnak
Grade 1., 6tnek Grade 2. fokozata és haromnak Grade 3. daganata volt (1.tablazat). Hét esetben
allt rendelkezésre normal endometrium szdvet. A szovetmintakat lefagyasztottuk és —80 °C-on
taroltuk a teljes RNS izolalds és a membran preparalasig. Ezen mintdk és normal emberi
hypophysis mintdk gytljtése ¢és felhasznalasa vizsgalatainkban a Helsinki Nyilatkozatnak
megfelelden tortént, és a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Regionalis Intézmény Etikai
Bizottsaga (DERKEB/IKEB 2284-004) jovahagyta. Minden tajékoztatott betegtdl beleegyezést
kaptunk. Ot darab, pozitiv kontrollként hasznalt, normal, human hypohysis referenciamintat
anonim moédon gytjtéttink a Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar Patologiai

Intézet boncoldsi eseteinek paraffin szovettan tarabol.
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1.Tablazat. A vizsgalt 39 endometrium carcinomds padciens klinikopatologiai jellemzoi
(FIGO stadium, grade és szovettani szubtipus)

FIGO stadium Grade 1 Grade 2 Grade3  Osszesen
1A 0 4 1 5
1B 6 9 2 17
IC 0 3 1 4
Osszes stage | 6 16 4 26
11A 0 3 0 3
IIB 2 2 1 5
Osszes stage 11 2 5 1 8
IIIA 0 2 0 2
IIIC 0 2 1 3
Osszes stage 111 0 4 1 5
Total 8 25 6 39
Endometrioid szubtipus 5 20 3 28
Papillaris-serous adenocc. szubtipus 3 5 3 11

39 endometrium carcinomas beteg klinikai adatainak 6sszefoglaloja (endometrioid, n = 28;
papillaris-serous, » = 11). A endometrioid adenocarcinomas betegektdl szarmazd mintak
osztalyozva lettek: jol differencialt (grade 1), kdozepesen differencialt (grade 2), vagy gyengén
differencialt (grade 3).

3.2 Gyermekgyogyaszati mintak

Tizendt (15) gyermekbetegbdl szarmazé hematologiai és onkoldgiai mintat vizsgaltunk meg. Az

Osszes rendelkezésre allo klinikopatologiai adatot, beleértve a diagnozis idépontjat, a nemet, a

daganat vagy a hematologiai rendellenesség tipusat a korszovettani vizsgalat alapjan, a minta

tipusat ¢és a thlélést a 2. tablazat tartalmazza. A betegek atlagéletkora 8,03 év volt (9 honap és 15

év kozotti betegek). A human mintdk a Debreceni Egyetem Gyermekgyogyaszati Intézetének

Gyermekhematoldgiai-Onkologiai részlegén kezelt betegektdl szarmaztak. Hét betegnek volt solid

daganata, nyolc gyermeknek rosszindulati vagy joindulati hematoldgiai elvaltozasa volt. Hét

minta csontveldi aspiratum volt, egy hematoldgiai minta periférids vérbol szarmazott (2.tdblazat).
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A solid tumorszoveteket az elsédleges miitét idején vettiik. Valamennyi minta esetében rutin

kérszovettani vizsgélat is tortént, a kérismét a Debreceni Egyetem Patologia Intézetébdl helyi

patologus igazolta. Kutatomunkankat a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen végeztik, a

Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Regionalis Intézmény Etikai Bizottsdga (DERKEB/IKEB

2284-004) jovahagyta. Minden tdjékoztatott gyermek esetén sziildi beleegyezést kaptunk. A

daganatszoveteket azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és a tovabbi feldolgozésig -80

°C-on taroltuk. Valamennyi diagnosztikai beavatkozast neoplasztikus allapotok gyanuja alapjan

végeztiink.

2.Tablazat. Klinikopatologiai adatok, 15 gyermekgyogydszati hemato-onkoologiai minta esetén

Eletkor a 5 éves
Sorszam Tumor tipus nem Minta tipusa mintagyijtés- talélés
kor
1 Hodgkin lymphoma lany nyirokcsomo 15 év él
2 Rhabdomyosarcoma fia medenge tumor 12.5 év 1 elhunyt
szovet
3 Rhabdomyosarcoma lany nyaki jterfqglalas 8 év T elhunyt
biopsia
4 Teratoma/adenocc. fia Medlastn'l'ahs tumor 14.5 év 1 elhunyt
komponenssel szovet
5 Akut lymphoblastos lany csontveldé 5 &y él
leukemia
6 Akut lymphoblastos fia csontveldé 13 &v él
leukemia
7 Akut lymphoblastos fia csontveldé 9.5 év + elhunyt
leukemia
3 Akut lymphoblastos fia csontveldé 6.5 &v &l
leukemia
9 Akut lymphob lastos fia periférias vér 15 év 1 elhunyt
leukemia
Beningnus mesenchymalis fia Mediastinalis . él
10 X , 4 év
hamartoma térfoglalas
11 Fibrous dysplasia lany csont tumor szovet 10.5 év el
12 Juvenilis myofibromatosis fia jobb eSO 2¢év ¢l
csont tumor szovet
13 Kronikus ben%gnus fia csontveldé 12.5 hénap él
neutropenia
14 Herediter spherocytosis lany csontveld 9 hénap él
15 Immun thrombocytopenia fia csontveld 10 honap el
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4. Modszerek

4.1. RNS izolalas

Az EC szovetmintikat Mikro-Dismembrator-U-val (SartoriusB. Braun Biotech, Melsungen,
Németorszag) homogenizaltuk, és az RNS extrakcidhoz Nucleospin Total RNA Isolation Kit-et
Nanodrop ND-1000 UV spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA)

hataroztuk meg.

Minden gyermekgyogydszati mintabol és human hypophysis mintabél RNS izolacids kittel
(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) teljes RNS izolalast végeztiink. Az RNS koncentraciot és
tisztasagot NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies, Wilmington, USA)
hataroztuk meg. Amennyiben a OD260/280 arany tobb volt mint 1,8 azt j6 RNS tisztasdgnak
fogadtuk el, ezaltal alkalmasnak tekintettiik a génexpresszid mérésére. A tovabbi molekularis

bioldgiai analizis megtorténtéig az RNS mintédkat — 80 °C-on téaroltuk.

4.2.1. RT-PCR az EC mintakon

A teljes RNS-t ( 200 ng /ul) MMLV Reverz Transzkriptazzal és oligo(dT)15-tel (Promega Co,
Madison, WI, USA) cDNS-s¢ irtuk at a gyartod utasitasai szerint. A GHRH-R-al kapcsolatos

vizsgalatainkhoz hasznalt primereket a primer3_www.cgi v 0.2 software segitségével tervezetiik

[76] (3. tablazat).
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3. Tablazat. A B-aktin (ACTB), a GHRH-R és az SV primerek szekvenciai

Primerek Forward szekvencia Reverse szekvencia

ACTB 5’-GGCATCCTCACCCCCTGAAGTA-3’ 5’-GGGGTGAAGGTCTCAAA-3’

GHRH-R  5-CACGTCTTCTGCGTGTTGAG-3' (exon 1) 5'-GCATCTCCTCTGCTGCTTGT-3' (exon 2)
SV1 5'-GGAAGGAGTTGTGGCTAGAGAG-3' (intron 3)

5-GTCATGGTGGCGAAATGG-3" (exon 7)

A primerek specifitdsanak megerdsitéséhez a PCR reakcid soran kapott PCR-termékeket az ABI-
PRISM 3130 Genetic Analyzer segitségével (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) mindkét
iranyban megszekvenaltuk.

A B-aktin housekeeping gén, a GHRH ligand, az SV2, SV3 és SV4 splice varidnsokhoz is
génspecifikus primereket hasznaltunk [76,77].

A B-aktin, GHRH-R, GHRH ¢és SV1 gének esetében a PCR reakcidkeverék 1 x PCR puffert, 1 U
Taq polimerazt (Invitrogen, NY, USA), 1,5 mM MgCls-ot, 0,3 uM primert (Invitrogen) és 200
uM-nak megfelelé dNTP-ket tartalmazott (Fermentas, Leon-Rot, Németorszag). A templatnak
megfeleld cDNS-b6l 1,0 pL-t hasznéltunk 25 pl végtérfogatban.

Denaturalas utan (3 perc 94 °C-on) a cDNS-t 45 cikluson keresztiil amplifikaltuk (45 masodperc
94 °C-on; 30 masodperc 62 °C-on és 90 madasodperc 72 °C-on). A B-aktint 30 ciklussal
amplifikaltuk. Ezt kovetden egy utolsd, 72 °C-on kivitelezhetd, 10 perces elongécids 1épést
alkalmaztunk, majd a mintakat 4 °C-ra hiitottiik le.

Az SV2, SV3 és SV4 splice variansok esetében a PCR reakciokeverék 1 x PCR puffert, 1,25 U
TruStart Taq polimerazt (Fermentas, Leon-Rot, Németorszag), 3 mM (SV2, SV4) vagy 4 mM
(SV3) MgCl-t, 0,4 uM (SV2, SV4) vagy 0,5 uM (SV3) tartalmazott mindegyik primerbdl; 300
uM (SV2) vagy 200 uM (SV3, SV4) minden dNTP-bdl; és 1,5 pL ¢cDNS volt 25 pl végso

térfogatban.
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Denaturdcié ¢és enzimaktivalas utan (3 perc 95 °C-on) a cDNS-t 45 cikluson keresztiil
amplifikaltuk (30 sec 95 °C-on; 30 sec 63 °C-on és 60 sec 72 °C-on). Ezutan egy utols6é 72 °C-on
torténd 5 perces elongacids 1épést alkalmaztunk, majd a mintdkat lehttottik 4 °C-ra. A PCR-

termékeket elektroforézissel valasztottuk el etidium-bromiddal festett 2%-o0s agarézgélen.

4.2.2. RT- PCR a gyermekgyogyaszati mintakon

250 ng izolalt RNS minden egyes gyermekgydgyaszati mintabol reverse-transzkripcioval cDNS-
sé lett atirva a Touch Thermal Cycler PCR késziilékben (Bio-Rad Laboratories, Irvine, CA, USA)
a Tetro cDNA Synthesis Kit (BIO-65043, Bioline, London, Egyesiilt Kiralysag) segitségével.

A RT-PCR reakciét a gyartd uUtmutatdsai szerint, 20 pl térfogatban, random hexamerek
alkalmazasaval végeztilk. Az RT-PCR reakcidhoz hasznalt koponensek Osszetétele a gyartd

utmutatasanak megfelelden a 4. tdblazatban bemutatott modon alakult.

4. Tablazat. RT- PCR reakcid elegye gyermekgyogydszati mintik esetén

Total RNA n pL. (minden
mintanal mas) *
Primer: Random Hexamer 1 pul
10mM dNTP mix 1 ul
5x RT puffer 4 pl
RiboSafe RNaz Inhibitor 1 pl
Tetro Reverz Transzkriptaz 1 pl
DEPC-kezelt viz 20 - (n+8) ul

n*: A reakcioban felhasznalt teljes RNS mennyiségét a mintdk mért RNS-
koncentracioja alapjan szamitottuk ki.

A PCR reakci6 35 ciklusbol allt (95 °C 15 maésodpercig, 60 °C 30 masodpercig, 72 °C 10

masodpercig és 72 °C két percig). A szennyezddés tesztelésére RT-NTC-t is beiktattunk.
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Az RT-PCR reakciot a GHRH és az SV1 kimutatasara gyermekgyogyaszati mintakban 25 pl végso
reakciotérfogatban végeztiik génspecifikus primerekkel. A GHRH és az SV1 primer szekvenciait
a 4. tdblazat tartalmazza. Pozitiv kontrollként normal human agyalapi mirigyet, haztartasi génként
B-aktint hasznaltunk. Az RT-PCR reakci6 35 ciklusbol allt (95 °C 15 mésodpercig, 60-67 °C (Tm
annealling lasd a 5. tablazatot) 30 masodpercig, 72 °C 10 masodpercig), és a végsd amplifikalas
72 °C-on 2 percig tartott. A PCR-termékeket 1,5%-0s GelRed-et (Bioline, London, Egyesiilt
Kiralysdg) tartalmazé agaréz gélen valasztottuk el, és UV-fényben detektaltuk, majd
AlphaDigiDoc™ RT-vel (Alpha Innotech, Santa Clara, CA, USA) digitalizaltuk. A DNS
méretének meghatarozasdhoz 25 vagy 50 bp DNS-markert (Bioline, London, Egyesiilt Kiralysag)

hasznaltunk.

5.Tablazat. A B-aktin (ACTB), a GHRH és az SV1 primerek szekvencidi és az RT-PCR
vizsgalathoz hasznalt egyéb paraméterek

Tm (°C) Termék
Primerek Forward szekvencia Reverse szekvencia Annealing méret
Hoémérséklet bp)

ACTB 5-GGCATCCTCACCCCCTGAAGTA-3  5-GGGGTGAAGGTCTCAAA-3’ 60 °C 203 bp
GHRH 5-GGAGTTGTGGCTAGAGAG-3  5-TGTCTGTCTACCTGACGACCAA-3’ 64 °C 150 bp
SV1 5-GGAGTTGTGGCTAGAGAG-3 5-GCATAGAACAGTGGAGAAG-3 67 °C 373 bp

4.3. A GHRH-R fehérje vizsgalata Western Blot techikaval a vizsgalatainkban
hasznalt gyermekgyogyaszati mintakon

A szoveti lizatum készitéséhez a gyermekgydgyaszati mintdkat homogenizaltuk és jéghideg
fehérje lizis pufferben (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) protedz - ¢&s

foszfatazgatlokkal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kiegészitve lizaltuk. A szoveti lizatum
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fehérje mennyiségi meghatarozasat Bradford reagenssel végeztiik. Az izolalt fehérjéket a Western
blot elétt 4x Laemmli pufferrel (Bio-Rad Laboratories, Irvine, CA, USA) higitottuk, majd minden
fehérjemintabol 40 pg egyenld térfogatth mintat 95 °C-on 8 percig forraltuk. A lizdtumokat a
célfehérje molekulatomegének megfeleléen 10%-o0s natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélen
valasztottuk el elektroforézissel (SDS-PAGE). Az elvélasztott fehérjék méretének
meghatarozasdhoz egy molekulatomeg-markert (Precision Plus Dual Color Protein Standard, Bio-

Rad Laboratories, Irvine, CA, USA) is futtattunk a SDS-PAGE-en.

A fehérjéket polivinilidén-fluorid (PVDF) membranra vittiik 4t (Millipore, Burlington, MA, USA).
5%-os tej-TBS-Tweennel valo blokkolasakor a membranokat elsddleges antitestekkel inkubaltuk
egy ¢éjszakan at, 4 °C-on (anti-GHRH-R, 1:1000 higitds (GHRH-R poliklonalis antitest: PA3-117,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), anti-HPRT, 1:2000 higitas (POO492 nyul

monoklondlis; Biol. Technology, CA, USA).

A HPRT-t, mint housekeeping azaz ,hdztartasi” fehérjét alkalmaztuk. A TBS-Tweennel végzett
mosasi lépések utan a membranokat anti-nyul IgG masodlagos antitesttel (1:5000, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) inkubaltuk két 6ran at szobahémérsékleten. Ezutan a membranok
TBS-Tweennel torténd tobbszori mosasa utan a jelet kemilumineszcenciaval detektaltuk Clarity
Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) alkalmazasaval. Az egyes
savok intenzitdsait HPRT-re normalizaltuk. A mennyiségi meghatarozast a Bio-Rad Image Lab

5.2.1 szoftverrel (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) végeztiik.
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4.4.1. Membran - és radioligand kotési vizsgalatok EC mintakon

A GHRH antagonista JV-1-42 radioaktiv jodozott szarmazékait a kordbban leirtak szerint [27,
78,79] kléramin-T modszerrel allitottuk eld, néhany kisebb modositassal. Human EC mintdkbol
tumorsejt membranokat allitottunk el6 a receptorkdtési vizsgalatokhoz mely a korabbi
tanulmanyokban mar leirtak szerint tortént [27, 78, 79]. Roviden, a human tumor mintakat 50
mmol/l Tris-HCI pufferben (pH 7,4) homogenizaltuk, és proteazgatlok (0,25 mmol/l fenil-metil-
szulfonil-fluorid, 2 pg/ml pepsztatin A és 0,4% aprotinin (Merck, Darmstadt, Germany)
hozzdadasaval Ultra-Turrax szdvethomogenizator (IKA Works, Wilmington, NC, USA)
segitségével; majd a nyers membranfrakcidt a leirtak szerint [78] elkészitettiik, és -70 °C-on
taroltuk az in vitro vizsgalatig. A fehérjekoncentraciot Bradford modszerével hataroztuk meg. A
GHRH-R kotédési vizsgalatokat, amint arrdl részletesen beszamoltunk, in vitro ligand-
kompeticids vizsgalatokat alkalmaztunk, amelyek a ['2°1]JV-1-42 mint radioligandum kotédésén
alapultak human endometrium carcinoma mintdk membranfrakcioihoz [78]. A GHRH antagonista
JV-1-42-t és ['*1]JV-1-42-t, mint radioligandumot, korabban mar jellemezték, miszerint nagy
affinitasu kotdédést mutattak patkany és emberi agyalapi mirigyhez, valamint emberi vese-,
prosztata-, emld- és egyéb daganatokhoz [5, 78, 80, 81]. A radiojoddal kezelt JV-1-42 nagy
affinitast kotodését az SV 1-hez szintén kimutattak és korabban mar kézolték [78].

Roviden, az 50-160 pg fehérjét tartalmazé membran homogenizatumokat két vagy harom
parhuzamosban inkubaltuk 60 000-80 000 cpm ['2°1]JV-1-42 és novekvd koncentracioju (10712 -
106 mol/l) nem radioaktiv peptidekkel (szomatosztatin, luteinizalo hormon-felszabadit6 hormon
(LHRH), epidermalis novekedési faktor (EGF), [Tyr*] bombesin és inzulinszerii novekedési faktor

I (IGF-I)), mint kompetitorokkal 300 pl dssztérfogatu kotdpufferben (50 mmol/L Tris-HCI, 5
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mmol/L EDTA, 5 mmol/L MgClz, 1% BSA ¢és 30 pg/mL bacitracin, pH 7,4) protedzgatlokkal
kiegészitve. Egy orés inkubalas és elvalasztas utan a receptorhoz kotott frakceiot tartalmazo végso
pelletet y-szamlaloban megszdmoltuk [78]. Munson ¢és Rodbard LIGAND-PC szamitogépes
gorbeillesztd szoftverével meghataroztuk a receptorkotés tipusat, a disszociacios allandot (Kd) és
a receptorok maximalis kotoképességét (Bmax). A membranfehérje frakciok korlatozott

mennyisége miatt a GHRH-R kotédését 11 darab EC mintaban tudtuk megvizsgalni.

4.4.2. Membran - és radioligand kotési vizsgalatok gyermekgyogyaszati mintakon

A GHRH antagonista JV-1-42 radioaktiv jodozott szarmazékait klor-ramin-T modszerrel
allitottuk eld, amint azt korabban kozoltiik [27, 78, 79], néhany kisebb mddositassal, és HPLC-vel
tisztitottuk [27, 78, 79].

A human gyermekgydgyaszati szilard tumor mintakbol elallitott sejtmembran prepardtumokon a
receptorkotési vizsgalatokat a kordbban leirt radioligand kompeticids assayk szerint végeztiik
[27,78,79]. Roviden 6sszefoglalva, a human gyermekgydgyaszati mintakat felolvasztottuk, majd
50 mmol/l Tris-HCI pufferben (pH 7,4) homogenizaltuk Ultra-Turrax szoévethomogenizatorral
(IKA Works, Wilmington, NC, USA), és proteaz inhibitorok (0,25 mmol/l fenilmetil-
szulfonilfluorid, 2 pg/ml pepsztatin A és 0,4% aprotinin) (Merck, Darmstadt, Germany))
hozz4adasaval. A végsé nyers membranfrakciokat a leirtak szerint készitettiik [27, 78, 79] és -80
°C-on taroltuk az in vitro vizsgalatig. A fehérjekoncentraciot Bradford modszerével hataroztuk
meg. A GHRH-R kotddési vizsgalatokat a kordbban részletesen leirtak szerint végeztiik, in vitro

ligand-kompeticios vizsgalatot alkalmazva, amelyek a ['1]JV-1-42 radioligandumként valo
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kotédésén alapultak a human gyermekmintdk membranfrakcidihoz. A ['2°1]JV-1-42 jelslt GHRH
antagonista radioligandum kordbbi tanulmédnyok szerint nagy affinitdsu kotddést mutatott a
patkany és az emberi agyalapi mirigyhez, valamint az emberi vese-, méhnyalkahartya-, prosztata,
emld - és egyéb daganatokhoz. [4, 27, 79, 80, 81, 82]. A radioaktivan jelolt JV-1-42 specifikus,
nagy affinitast kotédését az SV 1 receptorhoz korabban is kimutattdk és kozolték [5]. Roviden, a
membran homogenizatumokat ['2°1]JV-1-42 radioligandummal és novekvd koncentracioja (107!2-
10 mol/l) nem radioaktiv kompeticiés peptidekkel (szomatosztatin, luteinizalé hormon-
felszabadit6 hormon (LHRH), epidermalis ndvekedési faktor (EGF), [Tyr*] bombesin és
inzulinszerti névekedési faktor I (IGF-I)) inkubaltuk kétopufferben, 300 pl dssztérfogatt volt (50
mmol/L Tris-HCI, 5 mmol/L EDTA, 5 mmol/L MgCI2, 1% BSA ¢és 30 pg/ml bacitracin, pH 7,4),
a leiras szerint protedzgatlokkal kiegészitve. Egy 6ras inkubalas és elvalasztas utan a receptorhoz
kotott frakeiot tartalmazo végso pelletet y-szamlaloban megszamoltuk.

Munson és Rodbard gorbeillesztd szamitogépes programjat (LIGAND-PC) hasznaltuk a GHRH-
k kotédeési jellemzbinek (Kd=disszocidciés allanddo ¢és Bmax = receptorok maximalis
kotoképessége) kiszamitdsdhoz. A nagyon kis mintaszam és a membranfrakciok korlatozott
mennyisége miatt a GHRH ligandum kompeticids vizsgélatit mindossze 7 mintaban tudtuk

elvégezni.
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5. Eredmények

5.1. Molekularis biologiai vizsgalataink eredményei az EC mintakon

5.1.1. PCR, RT-PCR

Uj primereket terveztiink a GHRH-R és az SV1 PCR amplifikalasara. A PCR-termékeket mindkét
iranyban szekvenaltuk, és megerdsitettiik a primerek specificitasait. A GHRH-R esetében egy 121
bazispar hosszisaghi terméket amplifikaltunk az 1. exonr6l a 2. exonra, amely csak a teljes
hosszsagu receptor mRNS-ben van jelen, és nincs jelen a splice varidnsokban. Ez a termék
egyetlen EC tumormintdban vagy normal endometrium szovetben sem volt kimutathatd. Azonban,
ahogy az varhato volt, a teljes hosszlisagh GHRH-R mRNS expresszidjat mind az 6t, pozitiv
kontrollként hasznalt hypophysis mintdban megtalaltuk (az adatokat gélfotok formajaban itt nem
mutatjuk be). Ennek megfeleléen csak az ezekbdl a mintakbol nyert GHRH-R PCR-terméket
hasznaltuk a szekvenciaanalizishez. Az SV1 receptor varidns esetében a 415 bp hossziasagii PCR
termékek (a 3. introntdl = hianyzik a teljes hosszsagl receptorban; a 7. exonig = csak az SV1-
ben és a teljes hosszisagu receptorban van jelen, a tobbi valtozatban nem) az endometrium
tumormintakban azonosak voltak az agyalapi mirigy mintdival. Az SV2, SV3 és SV4 splice
variansok 523, 245 és 120 bp hosszi PCR termékek voltak [83,84]. A 8. abra a splice variansok

reprezentativ RT-PCR analizisét mutatja.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

SV2 523 bp
SV1415 bp

SV3 245 bp
SV4 120 bp

8. Abra. 4 GHRH-R splice varidnsainak reprezentativ RT-PCR analizise

A PCR-hez pozitiv kontrollként humén hypophysis mintat hasznaltunk: (1-4. sav), a 29. szdmu
beteg endometrium carcinoma mintaja (6-9. sav) és az 5. sav, 50 bp DNS létra szerepel a gélfoton.
A PCR termékek a vart méretiiek voltak, az SV1 415 bp, SV2 523 bp, SV3 245 bp (csak az agyalapi
mirigyben van jelen) és az SV4 120 bp hosszuak. A PCR-termékeket agar6z gélelektroforézissel
valasztottuk el, és etidium-bromiddal festettiik.

Pozitiv kontrollként emberi agyalapi mirigy szoveteket vizsgaltunk, melyek mindegyikben mind

a négy splice varians és a teljes hosszusagit GHRH-R is expresszalddott.

A GHRH ligandot a 39 vizsgalt daganatmintabdl huszonnégyben (61,5%) és a 7 normal
endometrium mintabol haromban (42,9%) kimutattuk. A GHRH mRNS expresszigjat az ot

vizsgalt human agyalapi mirigy szovetben is sikeriilt kimutatnunk (9. abra).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

«—— 150 bp

9. Abra. Az mRNS expresszidjanak reprezentativ RT-PCR analizise GHRH ligandumra

1-11. sav: reprezentativ endometrium tumorszovetek, 12. sav: pozitiv kontroll (human
hypophysis), 13. sav: templat nélkiili kontroll és 14. sav: 50 bp DNS-Iétra. A PCR termékek a vart
150 bazispar méretiick voltak. Alacsony vagy egyaltalan nem expresszal6d6 primer dimert is
kimutattunk.

Az endometrium carcinomdban szenved6 betegeknél az SV1 a leginkabb funkcionalis forma a

lehetséges rakterapia szempontjabol és kilenc EC mintaban (23%) tudtuk kimutatni. (9. ébra, 6.
tablazat). A masodik leggyakoribb varians az SV4 volt, amelyet 39 rosszindulati daganatbol 8-
ban (20,5%) mutattak ki. Az SV2 eléfordulasat csak harom tumor mintdban lehetett megfigyelni
(7,7%), és az SV3 varidns expresszioja nem volt jelen a tumormintdkban (9. dbra, 5. tdblazat). A
teljes GHRH-R és a splice varidnsok jelenléte egyik vizsgalt nem tumoros endometrium szévetben

sem volt kimutathato (5. tdblazat).
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6.Tablazat. A teljes hosszusagu GHRH-R mRNS expresszioja, splice variansai és a GHRH
ligandum 39 de novo human endometrium carcinoma mintaban és 7 normal humdn endometrium
szovetmintaban.

Gén Pozitiv /6ssz vizsgalt minta (EC, tumor) %
GHRH 24/39 61,5
pGHRH-R 0/39 0
SV1 9/39 23,0
Sv2 3/39 7,7
SV3 0/39 0
Sv4 8/39 20,5
Gén Pozitiv /0ssz vizsgalt minta (normal endometrium) %
GHRH 3/7 42,9
pGHRH-R 0/7 0
SV1 0/7 0
Sv2 0/7 0
SV3 0/7 0
Sv4 0/7 0

Osszességében a 39 EC minta koziil tizennégyben (35,9%) tudtuk kimutatni a GHRH-R-k splice
variansait (7.tdblazat).

A GHRH ligandum mRNS ¢és a GHRH-R splice varidnsok egylittes expresszidjat a 39 beteg koziil
tizennégyben (35,9%) talaltuk meg (6.tablazat).

Eredményeink azt mutatjak, hogy minden GHRH-R splice varidnsra pozitiv minta expresszalta a
GHRH ligandum mRNS-ét. A 39 EC minta koziil 10 mutatott mRNS-expressziot a GHRH-ra, de
nem a GHRH-R-k splice variansaira. Ot esetben csak az SV1 vagy az SV4 expresszalodott a
GHRH-R 4 splice varidnsa koziil. Egy esetben SV1 és SV2 vagy SV1 és SV4 koexpressziot, masik

két esetben SV1, SV2 és SV4 koexpressziot figyeltiink meg. (7. tablazat).
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7.Tablazat. Klinikopatologiai jellemzok és GHRH ligand, GHRH-R illetve annak splice
variansainak mRNS expresszioja endometrium carcinoma mintakon

Sorszam Eletkor a
Beteg diagnoéziskor Szovettan* Grade Stddium GHRH-R  GHRH SVI SV2 SV3 Sv4

6. 52 E 2 b - Y+ + - -
8. 49 P-S 1 b ; T
9. 65 E 2 I/a - T
12. 67 E 1 I/a - o+ o+ -+
13. 76 E 1 b - T
14. 66 E 2 b - T
16. 67 P-S 1 b - o+ - o+
20. 72 E 2 b - T
24, 53 P-S 1 /b ; T
29. 48 E 2 Ik - o+ o+ -+
30. 43 P-S 3 Il - T
32. 70 E 2 Il/a ; T
36. 63 E 2 le ; T
37. 48 P-S 2 Il/a ; T

* P-S: papillaris serous adenocarcinoma; E: endometrioid endometrium carcinoma

5.1.2. Radioligand kotési vizsgalatok eredményei EC mintakon

A GHRH-R-k jelenlétét és kotddési jellemzdit, valamint a radiojodozott GHRH analog JV-1-42
specifikus kotédését human EC-mintdk membran homogenizdtumaihoz radioreceptor assay
segitségével hataroztuk meg. A ligand-kompeticios vizsgalatokkal vizsgélt tizenegy

tumormintabdl kilenc minta (81,8%) mutatott GHRH-kotést (8. tablazat).
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8. Tablazat. Az SVI mRNS expresszioja és a GHRH-R kotési jellemzoi 11 human endometrium
carcinoma mintaban

Beteg sorszam SVI mRNS Kd (nM) Bmax
(fmol/mg protein)

6 + 8,81 509,5
7 - - -

8 + 4,02 297,9
12 + 4,78 276,0
16 + 2,17 474,7
24 + 8,74 486,9
29 + 4,77 415,3
32 + 1,63 482,2
34 - - -
36 + 5,77 249,5
37 + 6,86 273,0

Vizsgaltuk a GHRH-R-k koncentracidjat és kotddési affinitasat EC membranokban is. A ['2T]JV-
1-42 kotési gorbéinek és a specifikus kotddési adatok Scatchard-analizisének elemzése 9 receptor
pozitiv tumormintaban azt mutatta, hogy a GHRH-R-k atlagos disszociécios allanddja (Kd) 5,28
nM (tartomany: 1,63-8,81 nM). A GHRH-R-k atlagos koncentracioja (maximalis kotési kapacitas,
Bmax) 385,0 fmol/mg membranfehérje volt human EC-bol szdrmaz6 membranokban (tartomany:
249,5-509,5 fmol/mg fehérje). Receptorkdtési eredményeink alapjan a one-site azaz egy-
kotohelyes modell biztositotta a legjobb gorbeillesztést, amely a nagy affinitdist GHRH-R-k
egyetlen homogén egy-kotéhelyes osztalyat képviseli human EC-mintdkban. Meghataroztuk a
specifikus kotohelyek jellemzéséhez elengedhetetlen biokémiai specifikaciokat és paramétereket
is. gy kimutattuk, hogy a ['®1]JV-1-42 in vitro receptorkotédése specifikus, reverzibilis,
hémeérséklet- és 1dofiiggd, ¢és linedris a fehérjekoncentraciokkal a vizsgalt human endometrium
tumormintdkban (az adatokat itt nem mutatjuk be). A radioaktivan jeldlt JV-1-42 kotddését a
hGHRH(1-44) vagy a hGHRH(1-29)NH, koncentraciojanak (107'2-10° M) ndvelése kiszoritotta

a GHRH-R koétdhelyekrdl, mikdzben a szerkezetileg és funkcionélisan nem rokon peptidek, mint
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példaul a szomatosztatin, a luteinizalé6 hormon-felszabadité hormon (LHRH), az epidermalis
ndvekedési faktor (EGF), a [Tyr*] bombesin és az inzulinszeri novekedési faktor I (IGF-I) nem
gatoltak a radiojodozott JV-1-42 kotédését 1 uM koncentracidban sem (itt ezen adatokat sem
mutatjuk be). Eredményeink azt is mutatjak, hogy a ligandumkotést a GHRH-R-k SV1 altipusanak
mRNS expresszidja kisérte minden vizsgalt endometriumrdk mintdban. A radioreceptor
vizsgalatok és az SVI1 altipusi mRNS vizsgalatok eredményeinek Osszehasonlitdo elemzése
kimutatta, hogy az SV1 altipus expresszidja 100%-ban dsszhangban van a GHRH antagonista
['21]JV-1-42 specifikus kotOhelyeinek jelenlétével (8. tablazat).

Vizsgalatunkban nem taldltunk Osszefliggést a klinikopatologiai jellemzOk és a receptoridlis

eredmények kozott.

5.2. Molekularis biologiai vizsgalataink eredményei a gyermek hemato-onkologiai
mintakon

5.2.1. A GHRH és a GHRH-R SV1 expressziojanak RT-PCR vizsgalata

Az RT-PCR analizisek kimutattdk a GHRH peptid ligandumnak megfelelé 150 bp termék
jelenlétét a vizsgalt gyermekmintdkban (10. dbra). A 15 vizsgélt minta koziil 11 gyermekekbdl
szdrmazo6 minta (73%) mutatott mRNS expressziot GHRH-ra (9.tablazat). A CBN, HS, ITP és egy

ALL mintan nem mutattunk ki GHRH expressziot (9. tdblazat).
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10.abra. Gyermek hematoonkologiai mintak GHRH mRNS expressziojanak reprezentativ RT-PCR
analizise

A PCR-termékek a GHRH ligand esetében a vart 150 bp méretiick voltak; M sav, molekularis marker (50
bp DNS-Iétra); N sav, negativ templat kontroll; P sav, pozitiv kontroll (human agyalapi mirigy szovet); 1.
sav: RMS, 2. sav: ALL, 3. sav: CBN, 4. sav: HL

9.Tablazat. A GHRH és annak SV receptoranak mRNS expresszioja gyermekgyogydszati
mintakon

Minta Klinikai diagnozis GHRH mRNS SV1 mRNS
1 HL + +
2 RMS + +
3 RMS + +
4 TR/ adenocarcinoma komponenssel + +
5 ALL + +
6 ALL + +
7 ALL + +
8 ALL - -
9 ALL + +

10 BMH + +
11 FD + +
12 M + +
13 CBN - -
14 HS - -
15 ITP -

HL: Hodgkin lymphoma, RMS: rhabdomyosarcoma, TR: teratoma adenocarcinoma
komponenssel, ALL: akut lymphoblastos leukemia, BMH: benignus mesenchymalis hamartoma,
FD: fibrous dysplasia, JM: juvenilis myofibromatosis, CBN: chronicus benignus neutropenia, HS:
herediter spherocytosis, ITP: immun thrombocytopenia.
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Annak vizsgélatira, hogy a human gyermekgyogyaszati hemato-onkoldgiai mintak
membranfrakcidiban jelenlévé receptorfehérje és specifikus, nagy affinitist GHRH kotohelyek
vajon a GHRH-R-k mRNS expressziojanak termékei-e, RT-PCR vizsgalatot végeztiink. Az RNS
reverz transzkripcidja, majd PCR amplifikacidja specifikus primerekkel amplifikalt 373 bp-os
PCR termékeket (11.4abra) adott, amely megfelelt a korabban leirt GHRH-R SV1-nek [26, 85].

A negativ kontrollok nem adtak kimutathato jelet, ami arra utal, hogy a PCR-termékek cDNS-bdl,
nem pedig genomialis DNS-bdl vagy mas szennyezddésekbdl keletkeztek. Hasonléan a GHRH
ligand mRNS expresszids eredményeihez a 15 vizsgalt gyermekgyogyaszati mintabdl 11 esetén
(73%) tudtuk kimutatni az SV1 mRNS expressziojat. CBN, HS, ITP és minddssze egy ALL minta

nem expresszalta az SV1 mRNS-ét (9.tablazat).

373bp

11.4bra. Gyermek onkohematologiai mintak GHRH-R SVI mRNS-ének reprezentativ RT-PCR
analizise

A PCR-termékek a GHRH-R SV1-re meghatarozott 373 bp méretliek voltak; M sav, molekularis
marker (50 bp DNS-Iétra); P sav, pozitiv kontroll (human agyalapi mirigy szovet); N sav, negativ
templat kontroll; 1.sav: RMS, 2.sav: TR, 3.sav: HL, 4.sav: FD.
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5.2.2. Gyermekgyogyaszati mintak GHRH-R fehérje Western blot analizise

Western blot analizis alapjan a GHRH-R fehérje mind a hét (7) vizsgélt human gyermekkori solid
tumormintaban expresszalodott (12. abra, 10. tablazat). Western blot analiziseink soran anti-
GHRH-R antitesttel (GHRH-R poliklonalis antitest: PA3-117, Life Technology) 40 kD
molekulatomegli savokat tudtunk kimutatni, amelyek a szakirodalom szerint megfelelnek a
GHRH-R SVI1-nek a vizsgalt gyermekgyogyaszati mintadkban (12. abra) [26, 85, 86]. A vizsgalt

mintdk egymastol eltérd erdsségili receptorfehérje-expressziot mutattak.

A.
1 2 3 4 5 6 7
A0KDE - O -~ W GHRH-R
2D D G GED S G GNP S R
B.
GHRH-R
0.4+

%‘

E

3

1 2 3 4 6 7
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12.4bra. GHRH-receptor fehérje Western blot elemzése gyermekgyogyaszati hematoonkologiai
mintakon

A molekula sily markernek a Precision Plus Dual Color Protein Standardot hasznaltuk (Bio-Rad).
Haztartasi fehérjének HPRT- t (25 kDa) (hypoxanthin phosphoribosyl transzferaz) alkalmaztunk,
valamint a mintak kvantifikalasara, kiértékelésre a Bio-Rad Image Lab 5.2.1 software alkalmaztuk.
A Western blot foltok denzitasi eredményeinek (A) szemléletesebb bemutatasara a fent emlitett
software alkalmazéasaval késziilt oszlopdiagramok (B) szolgéalnak.

Savok: 1: HL, 2 és 3: RMS, 4: TR, 5: BMH, 6: FD, 7: IM
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10.Tablazat. A GHRH ligand és a SVI mRNS expresszioja, valamint a GHRH-R fehérje jelenléte
és kotodesi jellemzoi gyermekgyogyaszati mintakban

GHRH-R
Minta Tumor tipus GHRH SV1 GHRH-R kotés
P mRNS | mRNS | fehérje
Kd Bmax
(nM) (fmol/mg prot.)
1 Hodgkin lymphoma + + + 1,37 398,7
2 Rhabdomyosarcoma + + + 3.84 222,1
3 Rhabdomyosarcoma + + + 4,38 245,0
4 Teratoma/adenocc. . . . 8.99 475,0
komponennsesel
5 Akut lymphoblastos leukemia + + N/A N/A
6 Akut lymphoblastos leukemia N + N/A N/A
7 Akut lymphoblastos leukemia + + N/A N/A
8 Akut lymphoblastos leukemia - - N/A N/A
9 Akut lymphoblastos leukemia + + N/A N/A
10 Beningnus mesenchymalis + . . 7.7 733,0
hamartoma
11 Fibrous dysplasia + + + 4,81 2614
12 Juvenilis myofibromatosis + + + 1,35 294.6
13 Kroénikus ben%gnus ) - N/A N/A
neutropenia
14 Herediter spherocytosis - - N/A N/A
15 Immun thrombocytopenia - - N/A N/A

N/A: nem analizalt
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5.2.3. GHRH receptor kotési analizise gyermekgyogyaszati mintakon

A specifikus GHRH-R kotohelyek jelenlétét és a 12°I-vel jelolt GHRH antagonista JV-1-42
membranreceptorokhoz valo kotédésének jellemzoit gyermekkori szolid tumormintakon ligand
kompeticios tesztekkel vizsgaltuk. 7 mintat tudtunk megvizsgalni, és eredményeink azt
mutattdk, hogy minden tanulmanyozott minta, beleértve két joindulati daganatot és Ot
rosszindulati daganatot specifikus GHRH-R kotddést mutatott (9. tablazat). A kiszoritasi
vizsgélatok és a Scatchard-analizisek elemzése azt mtatta, hogy az egy-kot6helyes modell
biztositotta a legjobb gorbeillesztést, jelezve a nagy affinitdisi GHRH-R-k egyetlen homogén
osztalyanak expressziojat humdn gyermekmintdk sejtmembranjaiban. A GHRH-R kotédés
szamitogépes kiértékelése a hét gyermekgydgyaszati mintaban azt mutatta, hogy a GHRH-R-k
atlagos disszociacids allanddja (Kd) 4,57 nM (tartomény: 1,35-8,99 nM) volt. A GHRH-R-k
atlagos receptorkoncentracidja (Bmax, maximalis kotoképesség) 375,7 fmol/mg
membranfehérje volt (tartomény: 222,1-733,0 fmol/mg membranfehérje) (9. tablazat).
Radioreceptor vizsgalataink alapjan a ['*I]JV-1-42 GHRH antagonista analdg kotédése
specifikus, id6- és hdmérsékletfiiggd és reverzibilis volt, ami alapvetd biokémiai paramétereket
¢és specifikaciokat mutat be a receptorkdtés azonositdsahoz a vizsgélt human mintdkban. A
ligand-kompeticids vizsgalatok eredményei jol korreldltak a Western blot eredménnyel, amely
azt mutatja, hogy a GHRH-R fehérje jelenléte 100%-ban Osszhangban van, vagyis szoros
korrelacioban van a '?’I-vel jelolt JV-1-42 GHRH analdgot kot specifikus kotShelyek
expresszidjaval (9. tablazat).

Nemcsak a GHRH-R-k SV1 altipusanak az mRNS-¢ét azonositottuk, hanem Western blot és
ligandumkdtési vizsgalattal a receptorfehérje is azonositasra keriilt minden vizsgalt
gyermekmintdban. A GHRH-R fehérje analizis és az SVI1 altipust mRNS vizsgéalatok

eredményeinek Osszehasonlitd elemzése alapjan hét mintat vizsgalva talaltunk szoros
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Osszefliggést. Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy az SV1 altipus expresszidja 100%-ban
konzisztens volt a Western-blottal vizsgalt GHRH-R fehérjék jelenlétével és a GHRH
antagonista ['1)JV-1-42 specifikus kotddésével, amelyeket radioreceptor vizsgalatokkal

vizsgaltunk.

6. Megbeszélés

Ahogyan az kordbban emlitésre keriilt az elmult két évtizedben a GHRH ¢és daganatokban
expresszalodo receptorainak funkciodjat, azok lehetséges szerepét és mintazatat mar vizsgaltak
kiilonb6zé human tumoros megbetegedésekben (4, 5, 2 6, 87, 88).

A GHRH-R-k expressziojat mutatd eredmények mellett szamos tanulméany vizsgalta és
bizonyitotta kiilonboz6 kisérleti modelleken (11.tablazat), hogy szamos GHRH antagonista

hatékony terapias agensként funkcional.

11.Tablazat. Experimentalis daganat modellek és rosszindulatu, neoplasticus hematologiai
korkepek ahol a kiilonboz6 GHRH antagonistak hatdsat vizsgaltak

Vizsgalt modellek
Emlo Vese
Ovarium Osteosarcoma
Endometrium Ewing sarcoma
Prosztata Glioblastoma
Tido Oesophagus squamous cell carcinoma
Pancreas Pleuralis mesothelioma
Colorectalis Acut myeloid leukemia

Jelen munkank két eddig kevéssé vagy egyaltalan nem tanulmanyozott teriiletre fokuszalt,
melyek a kovetkezdk voltak: endometrium carcinoma illetve gyermekkori hemato-onkologiai

betegségek.
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6.1. Endometrium carcinoma mintakon kapott eredményeink megbeszélése

Az endometrium carcinoma vildgszerte a nék morbiditdsanak és haldlozasanak egyik jelentds
oka, és a ndk korében a hatodik leggyakoribb rosszindulati daganat [33, 34]. A korai stadiumu
EC prognodzisa altalaban kedvezd, de szamos ndbetegben agressziv rosszindulati daganat
formajaban fordulhat el6. Mivel ezen daganataik magas gradustak, invazivak, vagy nem
endometrioid sejtekbdl (clear-cell vagy papillaris serosus sejtekbdl) allnak, erds a kijulas és a
mortalitas kockazata. Az EC-s eseteket altalaban két altipusba soroljak. Bokhman publikécioja
alapjan az EC két fo tipusat kiilonboztetjiik meg: 1. tipust és II. tipusu [35]. Az I-es tipust
endometrioid rakok osztrogénfiiggdek, és atipusos endometrialis hyperplasiabol erednek. Igy
az exogén ¢s endogén Osztrogének feleslegének fontos szerepe van az I. tipusti endometrium
adenocarcindma patogenezisében. A Il-es tipusi endometrioid rakok kevésbé gyakoriak,
agresszivebb szovettani varidnsokbdl allnak (clear-cell azaz ,,tiszta” sejtes és serosus carcinoma
¢s méh adenocarcinosarcoma), altaldban posztmenopauzalis korban fordulnak eld, és magas
mortalitdssal jarnak [36], tovdabba nem mutatnak Osszefliggést a hosszan tartd
Osztrogénexpozicioval. Masrészt az EC molekuléris biologidja vilagosabba valt az elmult
évtizedben, ami kevésbé morbid és minimalisan invaziv sebészeti megkozelitésekhez és a
kemoterapia rutinszeribb alkalmazasahoz vezetett, amelyek mind javitottdk az EC-ban
szenvedd nok eredményeit. Hatékonyabb kezelési modokra van sziikség, amelyek tovabb
javitjdk a talélést és az életmindséget. Folyamatban vannak az immunkontroll-gatlok
(,,immune check-point inhibitors”) klinikai vizsgalatai elérehaladott és recidiv endometriumrak
kezelésére. Ha sikeriil kapcsolatot talalni a kezelt populdcid genetikai hatterével és jo
valaszaranyt ériink el, ) kezelési lehetdségeket lehet bevezetni a standard kezelési
megkozelitések helyett [37,38,39]. 2018 ota az FDA jovahagyta az immun check-point

inhibitor, a pembrolizumab (anti-PD-1, (programozott sejthaldl fehérje-Ligand 1)) alkalmazésat

53



minden olyan solid daganat esetén, ahol hibas a DNS mismatched repair. Az elérehaladott EC-
ban szenvedd betegek koriilbeliill 20-30%-a részesiil ezen kezelésben [40,41]. Szamos
tanulmany utalt arra, hogy a kemoterdpia nemcsak az immunrendszert aktivalhatja, hanem PD-
L1 expressziot is indukal a daganat sejteken, ami sikeresebb immunterapiat eredményezhet [37,
41]. A folyamatban 1év0 megfigyeléses vizsgalatok az immunterapids (PD-L1 elleni
monoklonalis ellenanyagok: avelumab, atezolizumab és durvalumab) stratégiak hatasat
probaljak javitani a klasszikus kemoterapia kombinacidjaval vagy anélkiil [41]. Mas genomiélis
valtozasok ¢és molekularis markerek az EC-ban, mint példdul a hormonreceptor-statusz,
személyre szabottabb terapiat eredményezhetnek a jovében. A célzott terapiakkal kapcsolatos
preklinikai és klinikai vizsgalatok azt sugalljdk, hogy egyes szerek hatékonyak az EC
kezelésében [37].

Széles korben elfogadott tény, hogy a GHRH autokrin/parakrin szabalyozdoként miikodik a
rakos sejtek proliferacigjaban [88, 5]. A GHRH-R szamos splice variansat (SV-t) izolaltdk
nemcsak az agyalapi mirigybdl, hanem az extrapituiter szovetekbdl is, beleértve a human
daganatokat is [5, 78, 85, 88-91].

Rékasi és munkatarsai azt talaltak, hogy a f6 splice varians, az SV1 szekvencidja majdnem
azonos a teljes hosszusagu (hypophysis tipusi) GHRH-R szekvencidjaval [27]. Az agyalapi
mirigy tipust GHRH-R-rel szemben az els§ harom exont a megtartott 3-as intron egy
fragmense, darabja valtotta fel, amely egy 10j feltételezett kereten beliili startkodonnal
rendelkezik az SV1-ben, ami csak a hypophysis tipust GHRH-R fehérje extracellularis
részének részleges elvesztését eredményezte [27]. A splice variansok feltételezett
fehérjeszerkezete alapjan az SV1 tiinik a legvaloszintibb funkciondlis receptornak. Ezenkiviil
kimutattak, hogy az SV1 nagy affinitassal koti a GHRH-t és antagonistait, és kozvetiti a GHRH-

ra adott valaszokat [27]. Jelen munkankban RT-PCR segitségével kimutattuk, hogy a GHRH
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¢s az SV mRNS-ei, de nem a hypophysis tipust GHRH-R-k, is expresszaldédnak a human EC
szovetekben, ami egy autokrin/parakrin GHRH hurok 1étezésére utalhat.

Munkank sorédn azt talaltuk, hogy az EC mintak koriilbeliil egyharmada (35,9%) volt pozitiv a
GHRH-R egy vagy tobb splice variansara (SV1-4), de a normal endometriumszovetek egyike
sem ¢és 23%-ban mutattuk ki az SV1 mRNS expressziojat. Egy kordbbi tanulmanyban az
endometrium rakos szoveteinek 43%-a pozitivnak bizonyult az SV1 fehérje expresszidjara
immunhisztokémidval [92]. Ez az enyhe eltérés azzal magyarazhato, hogy ebben a vizsgalatban
az SV1 fehérje kimutatdsara hasznalt antiszérumok az SV'1 fehérje N-terminalisan 1évo elsd 25
aminosavra specifikusak, amely az SV2 és SV4 altipusokban is jelen van.

Mig az SV1, SV2 ¢és SV4 mRNS-ek méret alapjan megkiilonboztethetdk, a Western blot és az
immunhisztokémia alkalmazasdval mindharom GHRH-R fehérje izoforma pozitiv jelet ad.
Ezenkiviil pozitiv immunhisztokémiai jeleket csak az endometrium adenocarcinomak
mirigyeinek hamsejtjeinek citoplazméjaban mutattak ki, a sejt felszinén azonban nem. Azt
talaltuk, hogy szovetsorozatunk masodik leggyakrabban kifejezett splice varidnsa az SV4 volt
(20,5%). A fennmarad6 két splice varidns; az SV2 jelenléte csak harom mintaban volt
kimutathato, az SV3 azonban egyik mintdban sem. Az SV3-bdl és SV4-bdl szarmazé6 GHRH-
R izoformdk azt sugalljak, hogy valdsziniileg nem képviselnek érett receptorfehérjéket,
amelyek a sejtfelszinen megnyilvanulnanak. Az SV2, amely rendelkezik az SV1 csonkolt N-
termindlis extracellularis doménjével, de csak két transzmembrdn domént tartalmaz, a
sejtfelszinre keriilhet [27].

Az agyalapi mirigy tipust GHRH-R mRNS-eit nem tudtuk kimutatni sem endometrium
carcindmaban, sem normal endometrium szovetekben. Korabbi vizsgalatokban a hypophysis
tipusu GHRH-R expressziojat valds idejli kvantitativ PCR-rel kimutattak kiilonb6zé daganatos
sejtvonalakban, beleértve a non-Hodgkin lymphomat, a hasnyalmirigyrakot, a glioblasztomat

¢és a kissejtes tiidokarcinomat, de az expresszid mértéke alacsony az extrapituiter normal
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szovetekben [85]. Eredményeink egybevagnak azokkal a korabbi eredményekkel, amelyekben
a klasszikus hypophysis tipust GHRH-R expresszioja kiilonb6zé human tumorszdveteken nem
volt kimutathatd, vagy ritkdbban volt jelen, mint az SV1 [90-94].

Tizenegy esetben tudtunk membranfehérje frakciokat eldallitani radio-dioligand kotési
vizsgalatokhoz, hogy igazoljuk a specifikus GHRH kotohelyek jelenlétét. Ligand-kompeticios
vizsgalatokkal kimutattuk a GHRH-ra specifikus, nagy affinitasi receptorok jelenlétét.
Molekularis biologiai elemzések és radioligandumkatési vizsgalatok egyértelmiien kimutattak,
hogy a GHRH-R-k SV1 altipusanak mRNS-expresszidja 100%-ban Osszhangban van a
radioaktivan jelolt JV-1-42 GHRH analdg specifikus receptorainak jelenlétével. Az agyalapi
mirigy tipust GHRH-R-k mRNS-expressziojat azonban nem mutattak ki. Fontos megjegyezni
azt is, hogy a ligand kompeticids vizsgalattal vizsgalt dsszes receptor-pozitiv human EC minta
jol kimutathaté mennyiségben expresszalta az SV1 tipust GHRH-R gént. Ezenkiviil a GHRH
ligandum PCR-termékeit a 39 human EC minta koziil 24-ben (61,5%) taladltuk meg. 14
mintaban (35,9%) mind a GHRH, mind a GHRH-R splice varidnsok mRNS-¢ét kimutattuk. Mig
a legvaloszinilibb funkcionalis receptor splice varians, az SV1 a vizsgalt EC-mintak minddssze
23%-aban volt jelen, a GHRH ligandum a tumoros szdvetek tobb mint 60%-aban és a normal
endometrium szovetek 40%-aban volt kimutathatd. Egy korabbi tanulmanyban a GHRH mRNS
kimutathatdé volt normal endometriumban és EC-ban; az endometrium GHRH mRNS-¢ében
azonban nem mutattak ki valtozast az ugyanattdl a betegtdl szarmazé normal és neoplasztikus
szovetek kozott. A szintek azonban magasabbak voltak, mint a joindulati ndgyogyaszati
betegségekben szenvedd mas betegek myometriumszoveteiben [95]. Ezért felmeriilt, hogy a
patogenezisében [95]. Egy masik tanulményban, amely a GHRH és az SV1 jelenlétét vizsgalta
kiilonb6z6 normal egérszovetekben, beleértve a méhnyalkahartyat is, a GHRH expressziot

kimutattak, de ennek SV receptorat azonban nem. [96]. A szerzOk azt feltételezték, hogy a
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GHRH jelenléte ezekben a szovetekben nem véletlen, hanem fizioldgiailag fontos, ¢és
Osszhangban lehet a neurohormonok parakrin/endokrin hatdsédval és a GHRH extrapituiter
hatasaival, amelyeket nemcsak az SV1, hanem mas receptor(ok) kozvetit [96]. Kordbbi
tanulmanyok kimutattak, hogy a GHRH antagonistak, mint példaul az MZ-J-7-118, MZ-5-156
¢s JIMR-132, gatoljak a human kisérleti EC-k ndvekedését mind in vitro, mind in vivo. [97-99].
Ezen antagonistak jotékony onkologiai hatdsai a kisérleti rakkezelésben az agyalapi mirigy-mé;j
IGF-I tengely szuppressziojanak, valamint a GHRH antagonistdknak az agyalapi mirigy
GHRH-R-hoz és/vagy tumorokon jelenlévd splice varidnsaihoz vald kotddése révén torténd
kozvetlen gatlasdnak tulajdonithatok [5, 100, 101]. Egy kozelmultbeli tanulmany egy olyan
mechanizmust is bemutatott, amellyel a GHRH-R antagonistak, példaul a MIA-602 esetén az
SV1-et célozzak meg, és gatoljadk az SV1 altal kozvetitett tumorndvekedését oesophagus
squamosus cell carcioma esetén [91]. Eredményeik arra utalnak, hogy az SV1 egy hypoxia altal
kivaltott onkogén promoter, amely a GHRH-R antagonistak potencialis célpontja lehet [91].
Mindazon eredmények alapjan, hogy a GHRH antagonistdk képesek voltak gatolni a kisérleti
daganat modellek tumorndvekedését és hogy a EC mintdk egy része expresszalta a GHRH-R-t
a hatékony 1) GHRH antagonistak alkalmazésa alkalmas lehet az ilyen tipust rosszindulat
daganatok kezelésében. Ennek a feltételezésnek az igazoldsara azonban tovabbi vizsgalatokra
van sziikség.

A jovoben szeretnénk kiterjeszteni vizsgalatainkat és megprobalni még nagyobb szdmi humén
EC-mintét gylijteni, hogy tovabb tanulmanyozzuk és elemezziik a GHRH-R-k expresszidjat az
ilyen humén tumorszdvetekben. Ezek a vizsgalatok uj kvantitativ adatokat is szolgéltathatnak
a GHRH-R-k és splice varidnsaik mRNS- és fehérjeszintjérél. Ezekbdl az eredményekbdl

feltehetéen meg tudjuk josolni a betegek potencialis valaszat a GHRH-R alapt terapiara.
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6.2. Gyermekgyogyaszati mintainkon kapott eredményeink megbeszélése

A GHRH-r6l és a GHRH-R-k splice varidnsairdl a gyermekkori rakos megbetegedések esetén
nagyon korlatozottak a kozzétett adatok. Jelen tanulmanyunkban maganak a GHRH valamint
a GHRH-R-k mRNS-expressziojat és a GHRH-R-k SV-jeinek expressziojat vizsgaltuk RT-
PCR-rel, a GHRH-R fehérje jelenlétét Western-blottal, valamint a GHRH-R SV1 koétési
jellemzdit radioreceptor-vizsgalattal szamos huméan gyermekgyogyaszati hematologiai és
onkologiai betegségben, beleértve a Hodgkin lymphomat (HL), a rhabdomyosarcomat (RMS),
a teratomat (TR), az akut lymphoblastos leukémiat (ALL), a fibrosus dysplasiat (FD), a
mesenchymalis hamartémat (MH), az infantilis myofibromatosist (IM), a kronikus joindulata
neutropeniat (CBN), a herediter spherocytosist (HS) €s az immunthrombocytopeniat (ITP).

A kisérleteinkben vizsgalt 15 human minta koziil 11 gyermekgydgyészati mintan (73%) tudtuk
kimutatni a GHRH mRNS expresszigjat. Ez a 11 minta a GHRH-R SV1 mRNS-ét is
expresszalta. A GHRH-R fehérjét két joindulata daganatmintdban és Ot rosszindulata
daganatban tudtuk igazolni Western blottal. A specifikus, nagy affinitdist GHRH-R kotéhelyek
jelenlétét mind a hét vizsgalt human gyermekgydgyaszati solid tumormintaban kimutattuk. A
neoplastikus eltérésekbdl szarmazo mintdkkal szemben a nem neoplastikus eredetli mintdkban
lényegesen kisebb aranyban volt kimutathato GHRH-R kifejez6dés. A gyerekmintdkon kapott
eredményeink részben Osszhangban vannak Jimenez és munkatarsai [103] kozelmultbeli
publikacidjaval, akik kimutattdk a GHRH-R jelenlétét 3 human akut myeloid leukémia (AML)
sejtvonalban (KG-1a, K-562 és THP-1), valamint 9 AML-ben szenvedd betegtdl szdrmazd
mintdban. A GHRH antagonista MIA-602-vel végzett kezelést kvetden in vitro e sejtvonalak
tumorxenograftjat hordoz6 egerek MIA-602-vel torténd kezelése hatékony tumorndvekedés-

gatlast eredményezett [103]. Legjobb tudomasunk szerint ez az egyetlen publikacié a GHRH-
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Eredményeink azt mutatjak, hogy a GHRH ¢s a GHRH SV1 gyakori el6forduldsa a gyermekek
hematologiai ¢és onkologiai rendellenességeiben aldtdmasztjia a GHRH-R-k tovabbi
vizsgalatanak sziikségességet, mint a diagnozis és a terapia lehetséges molekularis célpontjait.
Ezek az 0j eredmények potencidlisan ujszerli terapids megkdzelitést kinalhatnak ezekre a
rosszindulati daganatokra.

Esetiikben a hatékony, jonnan szintetizalt GHRH receptor antagonistak, mint lehetséges
terapids agensek johetnek szoba, valamint jelen 0j eredményeink a GHRH-R jelatvitel
lehetséges funkcidjara utalhatnak kiillonboz6 gyermekkori hematologiai és onkologiai
Legjobb tudomasunk szerint munkank az els6 olyan kutatas, amely a GHRH ¢s GHRH-R
SV-k expresszidjat vizsgalta kiilonboz6 gyermekkori daganatokban és mas neoplasztikus
allapotokban.

Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink nemcsak a gyermekrakkutatds horizontjat
tagithatjak, hanem hozzéjarulnak tovabbi célok elérésé¢hez, példaul az 1), hatékony erés GHRH
peptid analdégok potencidlis diagnosztikai €s terapids alkalmazasainak kifejlesztéséhez ¢és
létrehozasahoz a gyermekonkologiaban és hematologiaban.

Eredményeink megnyithatjdk az utat a GHRH-R alapu célzott daganatterapia 11j, rendkiviil
potens GHRH peptid analdgjainak tovabbi fejlesztése eldtt, amelyek a jelenlegi kezelési

stratégidk érvényes alternativajaként szolgalhatnak.
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6.3.

A disszertacio legfontosabb eredményeinek osszegzése és konkluzioja

. Kimutattuk, hogy a GHRH, valamint a GHRH-R SV-k mRNS-einek, de nem a

hypophysis tipust GHRH-R mRNS-einek az expresszidjat human EC szdvetekben, ami
egy autokrin/parakrin GHRH hurok 1étezésére utalhat. Az endometrium carcinoma
mintadk mintegy harmada expresszalja a GHRH receptor valamely variansat, leggyakrabban
a legnagyobb jelentdséggel bird SV1 varianst.

Az EC minték egy részeébdl radioligand technikdval mutatunk ki GHRH-ra specifikus, nagy

affinitas receptorokat, valamint meghataroztuk a kotddésre jellemz6 paramétereket.

. Munkank az elsé olyan kutatds, amely a GHRH ¢s GHRH-R SV-k expresszijat

kiilonbozé gyermekkori daganatokban és mas neoplasztikus allapotokban is vizsgélta

klinikai mintak felhasznalasaval.

. A vizsgalt gyermekonkologiai és hematologiai szovetmintak 73%-ban expresszaltak

GHRH-t és a GHRH-R SV1 variansat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a GHRH ¢és a
GHRH-R SV1 eldéfordulasa a gyermekek hematologiai és  onkologiai

rendellenességeiben gyakori.

. A radioreceptor vizsgalatra alkalmas gyermek hematoonkoldgiai szovetmintdk egy

részében szintén kimutathatok voltak a nagy affinitasa és specifikus GHRH kotéhelyek.
Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy az SV1 feltehetéen egy hypoxia altal

kivaltott onkogén promoter, amely a GHRH-R antagonistak potencialis célpontja lehet.
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Osszefoglalas

A GHRH egy hypothalamicus neurohormon, mely neuroendokrin hatasa mellett szamos
periférias hatasban is szerepet jatszik az autokrin/parakrin mechanizmusokon keresztiil.
Szdmos tanulmany szamolt be arrdl, hogy a GHRH ¢&s analdgjai szabalyozzdk a
diabéteszes retinopatiat, az 1-es tipust cukorbetegséget, az apoptozist ¢és a differencidlodast
szamos szovetben ¢s sejttipusban. Napjainkra a GHRH mRNS expressziojat és a biologiailag
vagy immunologiailag aktiv GHRH jelenlétét kiilonb6zé human daganatokban is kimutattak és
vizsgaltadk a GHRH és GHRH-R-k expresszidjat, azonban bizonyos daganatok ¢és korképek
esetén koztiikk a human endometrium ¢és a gyermekkori hematologiai és onkologiai korképek
esetén nem allnak rendelkezésiinkre ilyen eredmények, vagy csak limitalt adatok érhetdk el.
fgy jelen kutatasunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a GHRH, GHRH-R-k expresszidjat
eddig még nem vizsgalt daganat tipusokon. Tanulméanyozni kivantuk a fent emlitett korképek
klinikai mintdiban a GHRH és GHRH-R expressziojat mRNS szinten RT-PCR modszer
alkalmazasaval, és a GHRH-R-k fehérje szint( vizsgalatat Western-blot és ligand kompeticios
assay alkalmazéaséaval. Elemeztiik a korrelaciot a receptorok expresszids mintdzata €s a vizsgalt
betegek klinikopatoldgiai jellemzdi kozott.

Kimutattuk, hogy a GHRH, valamint a GHRH-R SV-k mRNS-einek, de nem a hypophysis
tipusu. GHRH-R mRNS-einek az expresszidjat human EC szdvetekben, ami egy
autokrin/parakrin GHRH hurok 1étezésére utalhat. Az endometrium carcinoma mintak mintegy
harmada expresszalja a GHRH receptor valamely variansat, leggyakrabban a legnagyobb
jelentdséggel birdo SV1 varianst. Az EC mintdk egy részébdl radioligand technikaval mutatunk ki
GHRH-ra specifikus, nagy affinitds receptorokat, valamint meghataroztuk a kotddésre jellemzd
paramétereket. Munkank az els6 olyan kutatas, amely a GHRH és GHRH-R SV-k expressziojat

kiilonboz6 gyermekkori daganatokban és mas neoplasztikus allapotokban is vizsgélta klinikai
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mintdk felhasznaldsaval. A vizsgalt gyermekonkologiai és hematologiai szovetmintak 73%-ban
expresszaltak GHRH-t és a GHRH-R SV1 variansat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a GHRH
¢s a GHRH-R SV1 el6éfordulasa a gyermekek hematologiai és onkoldgiai rendellenességeiben
gyakori. A radioreceptor vizsgalatra alkalmas gyermek hematoonkologiai szovetmintak egy
részeében szintén kimutathatok voltak a nagy affinitasu és specifikus GHRH kotéhelyek.
Eredményeink nemcsak a gyermekrdkkutatds horizontjat tagithatjdk, hanem hozzajarulnak
tovabbi célok eléréséhez, példaul az 0j, hatékony erés GHRH peptid analégok potencidlis
diagnosztikai és terapids alkalmazasainak kifejlesztéséhez ¢és  létrehozasahoz a
gyermekonkoldgiaban és hematologiaban.

Kulcsszavak: GHRH, GHRH-Receptor, splice varians (SV), human endometrium carcinoma,

gyermek hemato-onkoldgiai betegségek
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Summary

The presence of the mRNA of GHRH was detected in human prostate, breast, ovarian,
endometrial, pancreatic and adrenal cancers and cancer cell lines derived from breast,
endometrial, ovarian, prostatic, pancreatic, gastric, colorectal, lung and brain tissues, and bone
sarcomas, lymphomas and renal-cell carcinomas. The hormonal activities of GHRH and its
analogs are mediated by the pituitary type GHRH receptor (p)GHRH-R) however splice variants
(SVs) were also detected in various human tissues including cancers.

Although the expression of GHRH, GHRH-Rs and their SVs have previously been
demonstrated in various human tumors and disorders to the best of our knowledge there is no,
or only very limited, existing information about the presence and gene expression of GHRH
and its receptors and binding characteristics of GHRH-R SVs in human endometrial cancer
(EC) and pediatric hematological and oncological diseases, including various neoplastic
conditions.

The aim of the present study was to investigate the expression of GHRH and its tumoral
receptors and the presence of GHRH-R SVs in primary human EC samples and in
corresponding benign endometrial tissues and in various pediatric hemato-oncological diseases.
In our study the expression of mRNA for GHRH and GHRH-R SVs were investigated by RT-
PCR. The presence of GHRH-R protein were also analyzed using Western blot and ligand
competition assay. We also studied the correlation between the expression pattern of the
receptors and the clinicopathological characteristics of the examined patients.

We demonstrated the expression of mRNA for GHRH and GHRH-R SVs, but the mRNA for
the pituitary type of GHRH-R was not expressed in human EC tissues. This may indicate the
existence of an autocrine/paracrine GHRH regulatory loop. 23 % of the endometrial carcinoma
samples expressed mRNA for GHRH-R SV1. Specific, high-affinity GHRH-R were detected

by radioligand assay in a cohort of EC samples and the binding characteristics of the GHRH
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receptors were also determined. Based on our knowledge this is the first study demonstrating
the expression of mRNA for GHRH and GHRH-R SV1 in various childhood tumors and other
neoplastic conditions. Expression of mRNA for GHRH and GHRH-R SV1 was found in 73%
of the pediatric hemato-oncology tissue samples examined. Our results show that the
occurrence of GHRH and GHRH-R SV1 is frequent in malignant hemato-oncology disorders
in children. GHRH-R protein and high-affinity, specific GHRH binding sites were also detected
in pediatric hemato-oncology tissue samples examined by Western blot and radioreceptor
assay. Overall, our results suggest that SV1 can function as a hypoxia-induced oncogenic
promoter that can serve a potential therapeutic target for GHRH-R antagonists.

These new findings may offer a novel innovative therapeutic approach for these malignancies
including EC and pediatric hematological and oncological disorders based on potent GHRH
receptor antagonists and suggest a possible function of GHRH-R signaling in the pathology of
various pediatric oncohematological and proliferative disorders and also in human endometrial
cancer.

Key words: GHRH, GHRH-Receptor, splice variant (SV), human endometrial carcinoma,

pediatric hemato-oncological diseases
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