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BEVEZETES

A hypophysis - hypotalamus tengely miikodése a hypotalamusban termel6dé neurohormonok,
melyek a hypophysis mitkddését szabalyozzdk és az ezen hypotalamicus neurohormonok
szintézisét és felszabadulasat (release) szabalyoz6 idegi struktirak réven valosul meg. Ezen
releasing hormonok egyike a growth hormone releasing hormon (GHRH), egy hypothalamicus
polipeptid hormon, melyet maga a hypothalamus szekretdl. A GHRH-t termeld idegsejtek
elsdsorban a nucleus arcuatusbdl szarmaznak, de kisebb mennyiségben a hypotalamus egyéb
régiodiban is megtalalhatoak. Stimuldlja a novekedési hormon szintézist és release-t a
hypophysisbél. GHRH szintén stimulalja a hypophysis somatotroph sejtjeinek a szintézisét és
prekurzor molekula szekretalodik, melynek az N-terminalis végén levd szignal szekvencia
ezutan enzimatikusan leszakad, hogy létrehozza az érett 44 aminosavbdl alld formajat és egy
C-terminalis GHRH-related peptidet (GHRH-RP). A GHRH, a GHRH-R-k és a GHRH gén
kiilonféle extrahypothalamicus szovetekben is jelen vannak, beleértve a gyomor-bélrendszert,
a placentat, a petefészket, a herét és szamos daganatot.

Frohman ¢és Szabd 1981-ben elsdként irta le acromegalia klinikai képében jelentkezd
hasnyalmirigyrakban az ektopids GHRH elvalasztast. Ezt kdvetden a 44 és 40 aminosavbol
allo GHRH format is izolaltdk és azonositottdk human carcinoid és pancreas tumorokban és
csak késobb izolaltdk hypothalamusbol. Késobb azt is bebizonyitottak, hogy a teljes biologiai
aktivitast akar az N-terminalis minddssze 29 aminosavra leroviditett szekvencia is képviseli

[GHRH(1-29)NH,].



A GHRH szerepe

Kezdetben gy gondoltdk, hogy a GHRH szerepe csupan a novekedési hormon és az
inzulinszeri novekedési faktor 1 (IGF-1) fizioldgids szintjének szabdlyozasa. Tovabbi
kutatdsok eredményei arra is utalnak, hogy a GHRH neuroendokrin hatdsa mellett szdmos
periférias hatasban is szerepet jatszik az autokrin/parakrin mechanizmusokon keresztiil.
Szdmos tanulmény szamolt be arrdl, hogy a GHRH ¢és analogjai szabalyozzdk a
diabéteszes retinopatidt, az 1-es tipusu cukorbetegséget, az apoptozist ¢és a differencialodast
szamos szovetben ¢és sejttipusban. Napjainkra a GHRH mRNS expressziojat és a bioldgiailag
vagy immunologiailag aktiv GHRH jelenlétét kiillonb6z6 human daganatokban is kimutattk,
mint példaul az emld-, méhnyalkahartya-, petefészek-, prosztata-, tiidé-, hasnyalmirigy-,

gyomor-, vastagbél daganatokban és uvealis melanomaban is.

Schally professzor és munkatarsai azonositottdk a GHRH-R-k splice variansait (SV) szamos
human daganatban és mas extrapituiter szovetekben, amelyek kozvetithetik a GHRH és GHRH
agonista ¢s GHRH antagonista analdgjainak hatasait. E vizsgalatok alapjan ugy tiinik, hogy
habar négyféle SV keriilt ezidaig leirasra, az SV1 az, ami kodolja a GHRH-R-k {6 izoformajat.
karcindmakban és uvealis melanomékban, valamint a rosszindulati daganatok gyakorlatilag
minden f6 tipusanak kisérleti human sejtvonalaiban is kimutattak, beleértve a prosztata-,
petefészek- €s emlérakot is, tiidé (SCLC és nem SCLC), vastagbél-, gyomor-, hasnyalmirigy,

vese daganatokat, glioblastomat és Ewing-sarcomat, lymphomat és uvealis melanémakat.

Osszességében ezek az eredmények arra utalnak, hogy kiilénbézé human daganatokban a
GHRH ¢és tumoros receptorai autokrin/parakrin mitogén hurkot képezhetnek, amely részt vehet

a rosszindulatu folyamatok novekedésének szabalyozasaban.



Mindezen eredmények birtokdban a rosszindulati daganatok kezelésére szolgald potencialis 4j
terapias lehetdség érdekében a GHRH szdmos hatékony analogjat - elsésorban antagonistakat
-tervezték és szintetizaltdk meg. A GHRH antagonistdk daganatgatld hatdsa 16 kiilonb6z6
tipusu human daganat esetében, amelyeket kozel 50 experimentalis human daganatmodell
képvisel - beleértve a prosztata-, emld-, petefészek-, vese-, gyomor-, hasnyalmirigy-, tiido
carcinomakat ¢és a kozelmultban publikalt eredmények alapjan az akut myeloid leukémiat - ,
részben Ugy tlnik, a lokalis autokrin modon  stimulald GHRH rendszerrel torténd
interferencidjan alapul.

[géretes és figyelemre mélté eredményekrél szamoltak be a GHRH agonistaival kapcsolatban
is. Az uj GHRH agonistak terapids hatdsai kozé tartozik a kardioprotektiv hatds, a sziv
regeneracidja infarktus utan, a vaszkuléris meszesedés csokkentése és a sebgyogyulas.

Az eddig emlitettek alapjan szamos human daganat tipusban vizsgaltak és mutattak kia GHRH
¢s GHRH-R-k expresszidjat, azonban bizonyos daganatok és korképek esetén koztiik a human
endometrium ¢és a gyermekkori hematologiai és onkologiai korképek esetén nem allnak
rendelkezésiinkre ilyen eredmények, vagy csak limitalt adatok érhetdk el.

Az értekezésben a jelen kutatés targyat képezo korképek rovid bemutatasa is szerepel. Elsoként
emlitve a human endometrium carcinomat majd a gyermekkori hematologiai és onkologiai
malignus illetve benignus koérképeket, mindkettd esetében elobb a solid majd a csontvel6t

érintd betegségeket.



CELKITUZES

Jelen kutatasunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a GHRH, GHRH-R-k expresszidjat eddig
még nem vizsgalt daganat tipusokon, kiemelt hangsulyt fektetve a human endometrium

carcinomara és gyermekkori hematologiai és onkologiai korképekre.

e Tanulmdnyozni kivantuk a fent emlitett korképek klinikai mintdiban a GHRH ligand
expressziojat mRNS szinten RT-PCR mddszer alkalmazéasaval

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

e A receptor-pozitiv mintadk esetén meg kivantuk allapitani a receptorok kotési
karakterisztikait (receptor koncentracid, kotési affinitas, specificitas)

e Molekularis biologiai moddszerekkel a kiilonbozd receptor SV-k expresszidjat is
tanulmanyoztuk

e FElemeztik a korrelacidt a receptorok expresszids mintazata és a vizsgalt betegek
klinikopatologiai jellemzdi kozott

o Gyermekgybdgyaszati betegek mintdi esetén tanulmédnyoztuk a jo- és rosszindulati

korképek fennallasa és a GHRH-R-k jelenléte kozotti sszefiiggéseket



ANYAGOK

Endometrium carcinoma (EC) mintak

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Sziilészeti és Négyogyaszati Klinikajan
39 beteg (atlagéletkor 62 év; 28-82 év kozotti) humdn endometrium carcinoma mintajat
vizsgaltuk meg. A vizsgalatokhoz koriilbeliill 5-20 mm?® uterus szovetmintat hasznaltunk,
amelyet a staging miitét soran eltavolitottak. A molekularis bioldgiai vizsgalatok elétt minden
mintdn korszovettani vizsgalatot végeztek az endometrium carcinoma jelenlétének
megerositésére. 28 endometrioid (71,8%) és 11 papillaris serosus (28,2%) adenocarcinoma
volt. Hét esetben 4allt rendelkezésre normdl endometrium szdvet. A szdvetmintakat
lefagyasztottuk és -80 C-on taroltuk a teljes RNS izolalas és a membran preparalasig. Ezen
mintdk és normal emberi hypophysis mintdk gytljtése és felhasznaldsa vizsgalatainkban a
Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen tortént, és a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
Regiondlis Intézmény Etikai Bizottsaga (DERKEB/IKEB 2284-004) jovdhagyta. Minden
tajékoztatott betegtél beleegyezést kaptunk. Ot darab, pozitiv kontrollként hasznalt, normal,
human hypohysis referenciamintat anonim modon gytijtéttiink a Debreceni Egyetem Altalanos

Orvostudomanyi Kar Patoldgiai Intézet boncolasi eseteinek paraffin szovettan tarabol.

Gyermekgyogydszati mintdk

15 gyermek hematologiai és onkoldgiai mintat vizsgaltunk meg. Az dsszes rendelkezésre allo
klinikopatologiai adatot, beleértve a diagnoézis idépontjat, a nemet, a daganat vagy a
hematologiai rendellenesség tipusat a korszovettani vizsgalat alapjan, a minta tipusat és a
tuléleést vizsgaltuk. A betegek atlagéletkora 8,03 év volt (9 honap és 15 év kozotti betegek). A
human minték a Debreceni Egyetem Gyermekgyodgyaszati Intézetének Gyermekhematologiai-

Onkologiai részlegén kezelt betegektdl szarmaztak. Hét betegnek volt szolid daganata, nyolc



gyermeknek rosszindulatli vagy joindulati hematoldgiai elvaltozéasa volt. Hét minta csontvel6i
aspiratum volt, egy hematoldgiai minta periférias vérbol szarmazott. A solid tumorszdveteket
az elsddleges miitét idején vettiik. Valamennyi minta esetében rutin koérszdvettani vizsgalat is
tortént, a korismét a Debreceni Egyetem Patologia Intézetébdl helyi patologus igazolta.
Kutatémunkankat a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen végeztiik, a Debreceni Egyetem
Klinikai Ko6zpont Regiondlis Intézmény Etikai Bizottsdga (DERKEB/IKEB 2284-004)
jovahagyta. Minden tajékoztatott gyermek esetén sziiléi beleegyezést kaptunk. A
daganatszoveteket azonnal folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és a tovabbi feldolgozasig
-80 °C-on taroltuk. Valamennyi diagnosztikai beavatkozast neoplasztikus allapotok gyanuja

alapjan végeztiink.

MODSZEREK

RNS izoldlas

Az EC szovetmintdkat Mikro-Dismembrator-U-val (SartoriusB. Braun Biotech, Melsungen,
Németorszag) homogenizaltuk, és az RNS extrakciohoz Nucleospin Total RNA Isolation Kit-
et (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) hasznaltunk. Az RNS koncentracigjat és tisztasagat
Nanodrop ND-1000 UV spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA)
hataroztuk meg.

Minden gyermekgyogyaszati mintadbol és human hypophysis mintdbdl RNS izolacios kittel
(Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) teljes RNS izolaldst végeztiink. Az RNS
koncentraciot és tisztasdgot NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies,

Wilmington, USA) hataroztuk meg. Amennyiben a OD260/280 arany t6bb volt mint 1,8 azt



JOo RNS tisztasagnak fogadtuk el, ezaltal alkalmasnak tekintettiik a génexpresszid mérésére. A

tovabbi molekularis biologiai analizis megtorténtéig az RNS mintakat -80 °C-on taroltuk.

RT-PCR az EC mintdkon

A teljes RNS-t (200 ng /ul) MMLYV Reverz Transzkriptazzal és oligo(dT)15-tel (Promega Co,
Madison, WI, USA) cDNS-s¢ irtuk at a gyartd utasitasai szerint. A GHRH-R-al kapcsolatos
vizsgalatainkhoz hasznalt primereket a primer3 www.cgi v 0.2 software segitségével
tervezetiik.

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

A B-aktin housekeeping gén, a GHRH ligand, az SV2, SV3 és SV4 splice variansokhoz is
génspecifikus primereket hasznaltunk.

A B-aktin, GHRH-R, GHRH ¢és SV1 gének esetében a PCR reakciokeverék 1 x PCR puffert, 1
U Taq polimerazt (Invitrogen, NY, USA), 1,5 mM MgClz-ot, 0,3 uM primert (Invitrogen) és
200 uM-nak megfeleld6 dNTP-ket tartalmazott (Fermentas, Leon-Rot, Németorszag). A
templatnak megfeleld6 cDNS-bdl 1,0 uL-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 masodperc 72 °C-on). A B-aktint 30
ciklussal amplifikaltuk. Ezt kdvetden egy utolso, 72 °C-on kivitelezhetd, 10 perces elongacios
1épést alkalmaztunk, majd a mintékat 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), 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 végsé térfogatban.



Denaturacié 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 utolso 72 °C-
on torténd 5 perces elongécios 1épést alkalmaztunk, majd a mintékat lehiitottik 4 °C-ra. A
PCR-termékeket elektroforézissel véalasztottuk el etidium-bromiddal festett 2%-os

agardzgélen.

RT- PCR a gyermekgyogydszati mintikon

250 ng izolalt RNS-t minden egyes gyermekgyodgydszati mintdbol reverse-transzkripcioval
cDNS-s¢ lett atirva a Touch Thermal Cycler PCR késziilékben (Bio-Rad Laboratories, Irvine,
CA, USA) a Tetro cDNA Synthesis Kit (Bioline, London, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével.
A RT-PCR reakciot a gyartd utmutatasai szerint, 20 pl térfogatban, random hexamerek
alkalmazaséaval végeztiik.

A PCR reakcio6 35 ciklusbol allt (95 °C 15 mésodpercig, 60 °C 30 masodpercig, 72 °C 10
masodpercig és 72 °C két percig). A szennyezddés tesztelésére RT-NTC-t is beiktattunk.

Az RT-PCR reakciot a GHRH ¢és az SV1 kimutatasara gyermekgydgyaszati mintdkban 25 pl
végsd reakciotérfogatban végeztiik génspecifikus primerekkel. Pozitiv kontrollként normal
human agyalapi mirigyet, haztartdsi génként B-aktint hasznaltunk. Az RT-PCR reakcio 35
ciklusbol allt (95°C 15 mésodpercig, 60-67°C 30 masodpercig, 72 °C 10 masodpercig), és a
végs6 amplifikdlds 72 °C-on 2 percig tartott. A PCR-termékeket 1,5%-0s GelRed-et (Bioline,
London, Egyesiilt Kiralysdg) tartalmaz6 agaréz gélen valasztottuk el, és UV-fényben
detektaltuk, majd AlphaDigiDoc™ RT-vel (Alpha Innotech, Santa Clara, CA, USA)
digitalizaltuk. A DNS méretének meghatarozdsdhoz 25 vagy 50 bp DNS-markert (Bioline,

London, Egyesiilt Kirdlysag) hasznaltunk.



A GHRH-R fehérje vizsgalata Western Blot technikaval a vizsgalatainkban hasznalt
gyermekgyogydszati mintdkon

A szoveti lizatum készitéséhez a gyermekgyogydszati mintakat homogenizaltuk és jéghideg
fehérje lizis pufferben (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) protedz- ¢és
foszfatazgatlokkal (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) kiegészitve lizaltuk. A szoveti
lizatum fehérje mennyiségi meghatdrozasat Bradford reagenssel végeztik. Az izolalt
fehérjéket a Western blot elétt 4x Laemmli pufferrel (Bio-Rad Laboratories, Irvine, CA, USA)
higitottuk, majd minden fehérjemintabol 40 pg egyenld térfogatu mintat 95 °C-on 8 percig
forraltuk. A lizatumokat a célfehérje molekulatomegének megfeleléen 10%-0s natrium-
dodecil-szulfat-poliakrilamid gélen valasztottuk el elektroforézissel (SDS-PAGE). Az
elvélasztott fehérjék méretének meghatarozasahoz 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 val6 blokkoldsakor a membranokat elsddleges antitestekkel
inkubaltuk egy éjszakan at, 4 °C-on (anti-GHRH-R, 1:1000 higitdss GHRH-R poliklonalis
antitest, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), anti-HPRT, 1:2000 higitas (nyul
monoklondlis; Biol. Technology, CA, USA).

A HPRT-t, mint housekeeping azaz ,haztartasi” fehérjét alkalmaztuk. A TBS-Tweennel
végzett mosasi Iépések utan a membranokat anti-nyul IgG madasodlagos antitesttel (1:5000,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) inkubaltuk két 6ran at szobahomérsékleten.
Ezutdin a membranok TBS-Tweennel torténd tobbszori mosasa utdn a jelet
kemilumineszcenciaval detektaltuk Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA) alkalmazasaval. Az egyes savok intenzitdsait HPRT-re normalizaltuk. A
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mennyiségi meghatarozast a Bio-Rad Image Lab 5.2.1 szoftverrel (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA, USA) végeztiik.

Membran - és radioligand kotési vizsgalatok EC mintdkon

A GHRH antagonista JV-1-42 radioaktiv jodozott szarmazékait a korabban leirtak szerint
kléramin-T modszerrel allitottuk eld, néhany kisebb moddositdssal. Humén EC mintakbol
tumorsejt membranokat allitottunk elé a receptorkotési vizsgdlatokhoz mely a korabbi
tanulmanyokban mar leirtak szerint tortént. R6viden, a humén tumor mintakat 50 mmol/I Tris-
HCI pufferben (pH 7,4) homogenizaltuk, és proteazgatlok (0,25 mmol/l fenil-metil-szulfonil-
fluorid, 2 pg/ml pepsztatin A €s 0,4% aprotinin (Merck, Darmstadt, Germany) hozzdadasaval
Ultra-Turrax szévethomogenizator (IKA Works, Wilmington, NC, USA) segitségével; majd a
nyers membranfrakciot a leirtak szerint elkészitettiik, és -70 °C-on taroltuk az in vitro
vizsgalatig. A fehérjekoncentraciét Bradford modszerével hatdroztuk meg. A GHRH-R
kotddési vizsgalatoknal, amint arrdl részletesen beszamoltunk, in vitro ligand-kompeticios
vizsgalatokat alkalmaztunk, amelyek a ['?°1]JV-1-42 mint radioligandum kotédésén alapultak
human endometrium carcinoma mintdk membranfrakcioihoz. A GHRH antagonista JV-1-42-t
és [12°1]JV-1-42-t, mint radioligandumot, kordbban mar jellemezték, miszerint nagy affinitast
kotddést mutattak patkany €s emberi agyalapi mirigyhez, valamint emberi vese-, prosztata-,
emld- és egyéb daganatokhoz. A radiojoddal kezelt JV-1-42 nagy affinitasu kotdédését az SV1-
hez szintén kimutattak ¢s kordbban mar kozolték.

Roviden, az 50-160 pg fehérjét tartalmazé membran homogenizatumokat két vagy harom
parhuzamosban inkubéltuk 60 000-80 000 cpm ['2°1]JV-1-42 és ndvekvd koncentracioja (107
12.10° mol/l) nem radioaktiv peptidekkel, mint kompetitorokkal 300 pl Ossztérfogata

kotépufferben (50 mmol/L Tris-HCL, 5 mmol/L EDTA, 5 mmol/L MgCl,, 1% BSA és 30
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ug/mL bacitracin, pH 7,4) proteazgatlokkal kiegészitve. Egy Oras inkubalas és elvalasztas utan
a receptorhoz kotott frakciot tartalmazo végsd pelletet y-szamlaloban. 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

mintdban tudtuk megvizsgalni.

Membran - és radioligand kotési vizsgalatok gyermekgyogydszati mintdkon

A GHRH antagonista JV-1-42 radioaktiv jodozott szarmazékait klor-ramin-T modszerrel
allitottuk eld, amint azt kordbban kozoltiik, néhany kisebb modositassal, és HPLC-vel
tisztitottuk.

A human gyermekgydgyaszati szolid tumor mintdkbol eldallitott sejtmembran preparatumokon
a receptorkdtési vizsgalatokat a kordbban leirt radioligand kompeticiés assayk szerint
végeztiik. Roviden Osszefoglalva, a human gyermekgyogyaszati mintakat felolvasztottuk, majd
50 mmol/l Tris-HCI pufterben (pH 7,4) homogenizéltuk Ultra-Turrax szovethomogenizatorral
(IKA Works, Wilmington, NC, USA), és protedz 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 és -80 °C-on
taroltuk az in vitro vizsgalatig. A fehérjekoncentraciot Bradford modszerével hataroztuk meg.
A GHRH-R kotédési vizsgalatokat a kordbban részletesen leirtak szerint végeztiik, in vitro
ligand-kompeticios vizsgalatot alkalmazva, amelyek a ['2°T]JV-1-42 radioligandumként vald
kotédésén alapultak a huméan gyermekmintdk membranfrakcioihoz. A ['PI]JV-1-42 jelolt
GHRH antagonista radioligandum kordbbi tanulményok szerint nagy affinitdsa kotddést

mutatott a patkany és az emberi agyalapi mirigyhez, valamint az emberi vese-,
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méhnyalkahartya-, prosztata, mell- és egyéb daganatokhoz. A radioaktivan jeldlt JV-1-42
specifikus, nagy affinitasti kotddését az SV1 receptorhoz kordbban is kimutattak és kozolték.
Roviden, a membran homogenizatumokat ['>°1]JV-1-42 radioligandummal és novekvd
kotépufterben, mely 300 pl 6ssztérfogata 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 leirds szerint proteazgatlokkal
kiegészitve. Egy oOras inkubalas és elvalasztas utan a receptorhoz kotott frakciot tartalmazo

végso pellet radioaktiv jelét y-szdmlaloban megszamoltuk.

Munson ¢és Rodbard gorbeillesztd szamitogépes programjat (LIGAND-PC) hasznaltuk a
GHRH-R-k ko6tddési jellemzdinek (Kd=disszociacids allandd és Bmax=receptorok maximalis
kotoképessége) kiszamitasahoz. A nagyon kis mintaszdm és a membranfrakciok korlatozott
mennyisége miatt a GHRH-R-k ligandum kompeticids vizsgalatdt minddssze 7 mintdban

tudtuk elvégezni.

EREDMENYEK

Molekularis bioldgiai vizsgalataink eredményei az EC mintikon

Uj primereket terveztink a GHRH-R és az SV1 PCR amplifikélasara. A PCR-termékeket
mindkét irdnyban szekvenaltuk, és megerdsitettilk a primerek specificitasat. A GHRH-R
esetében egy 121 bazispar hosszisagl terméket amplifikaltunk az 1. exonrdl a 2. exonra, amely
csak a teljes hosszisagu receptor mRNS-ben van jelen, és nincs jelen a splice variansokban.
Ez a termék egyetlen EC tumormintaban vagy normal endometrium szdvetben sem volt

kimutathat6. Azonban, ahogy az varhatdo volt, a teljes hosszusigt GHRH-R mRNS
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expresszidjat mind az 6t, pozitiv kontrollként hasznalt hypophysis mintdban ki tudtuk mutatni.
Ennek megfelelden csak az ezekbdl a mintdkbol nyert GHRH-R PCR-terméket hasznaltuk a
szekvenciaanalizishez. Az SV1 receptor varians esetében a 415 bp hossziasagi PCR termékek
(a 3. introntdl = hidnyzik a teljes hosszusagu receptorban; a 7. exonig = csak az SV1-ben ¢és a
teljes hosszusdgi 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 hosszii PCR termékek voltak. Pozitiv kontrollként emberi
agyalapi mirigy szoveteket vizsgaltunk, melyek mindegyikében mind a négy splice varians és
a teljes hossziisagt GHRH-R is expresszalodott. A GHRH ligandot a 39 vizsgalt
daganatmintabol huszonnégyben (61,5%) és a 7 normal endometrium mintab6l haromban
(42,9%) kimutattuk. A GHRH mRNS expressziojat az 6t vizsgalt human agyalapi mirigy
szovetben is sikeriilt kimutatnunk. Az endometrium carcinomaban szenvedd betegeknél az
SV1 a leginkdbb funkcionalis forma a lehetséges rakterapia szempontjabol és kilenc EC
mintaban (23%) tudtuk kimutatni. A masodik leggyakoribb varians az SV4 volt, amelyet 39
rosszindulati daganatbdl 8-ban (20,5%) mutattak ki. Az SV2 el6fordulasat csak harom tumor
mintdban lehetett megfigyelni (7,7%), és az SV3 varians expresszidja nem volt jelen a
tumormintakban. A teljes GHRH-R és a splice variansok jelenléte egyik vizsgalt nem tumoros
endometrium szdvetben sem volt kimutathats. Osszességében a 39 EC minta koziil
tizennégyben (35,9%) tudtuk kimutatni a GHRH-R-k splice variansait. A GHRH ligandum
mRNS és a GHRH-R splice varidnsok egyiittes expresszidjat a 39 beteg koziil tizennégyben

(35,9%) talaltuk meg.

Eredményeink azt mutatjak, hogy minden GHRH-R splice varians 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
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expresszalodott a GHRH-R 4 splice variansa koziil. Egy esetben SV1 és SV2 vagy SV1 és SV4

koexpressziot, masik két esetben SV1, SV2 és SV4 koexpressziot figyeltiink meg.

Radioligand kotési vizsgalatok eredményei EC mintdkon

A GHRH-R-k jelenlétét és kotddési jellemzdit, valamint a radiojodozott GHRH analég JV-1-
42 specifikus kotédését huméan EC-mintdk membran homogenizatumaihoz radioreceptor assay
segitségével hataroztuk meg. A ligand-kompeticidos vizsgalatokkal vizsgalt tizenegy

tumormintabdl kilenc minta (81,8%) mutatott GHRH-k&tést.

[121)IV-1-42 kotési gorbéinek és a specifikus kotddési adatok Scatchard-analizisének elemzése
9 receptor pozitiv tumormintaban azt mutatta, hogy a GHRH-R-k atlagos disszociacios
allandgja (Kd) 5,28 nM (tartomény: 1,63-8,81 nM). A GHRH-R-k atlagos koncentracidja
(maximalis kotési kapacitds, Bmax) 385,0 fmol/mg membranfehérje volt humén EC-bol
szdrmaz6 membranokban (tartomény: 249,5-509,5 fmol/mg membranfehérje). Receptorkdtési
eredményeink alapjdn a one-site azaz egy-kotéhelyes modell biztositotta a legjobb
gorbeillesztést, amely a nagy affinitisi GHRH-R-k egyetlen homogén egy-kotdhelyes
osztalyat képviseli human EC-mintdkban. Meghataroztuk a specifikus kotdhelyek
jellemzéséhez elengedhetetlen biokémiai specifikaciokat és paramétereket is. Igy kimutattuk,
hogy a ['21]JV-1-42 in vitro receptorkotddése specifikus, reverzibilis, hémérséklet- és
idofliggd, ¢és linearis a fehérjekoncentraciokkal a vizsgdlt huméan endometrium
tumormintakban. A radioaktivan jelolt JV-1-42 kotodését a hGHRH(1-44) vagy a hGHRH(1-
29)NH: koncentraciojanak (10°'2-10¢ M) novelése kiszoritotta a GHRH-R kotéhelyekrdl,
mikozben a szerkezetileg és funkcionalisan nem rokon peptidek, mint példaul a szomatosztatin,

a luteinizalé hormon-felszabadité hormon (LHRH), az epidermalis ndvekedési faktor (EGF),
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a [Tyr*] bombesin és az inzulinszer(i novekedési faktor I (IGF-I) nem gatoltdk a radiojodozott
JV-1-42 kotédését 1 uM koncentracioban sem. Eredményeink azt is mutatjak, hogy a
ligandumkotést a GHRH-R-k SV1 altipusanak mRNS expresszidja kisérte minden vizsgalt
endometriumrak mintaban. A radioreceptor vizsgélatok és az SV1 altipust mRNS vizsgélatok
eredményeinek 0sszehasonlitdé elemzése kimutatta, hogy az SV1 altipus expresszidja 100%-
ban 6sszhangban van a GHRH antagonista ['2°1]JV-1-42 specifikus kotohelyeinek jelenlétével.
Vizsgalatunkban nem taldltunk Osszefliggést a klinikopatologiai jellemzok és a receptoridlis

eredmények kozott.

Molekularis biolégiai vizsgalataink eredményei a gyermek hematoonkologiai mintakon

A GHRH és a GHRH-R SV1 expressziojanak RT-PCR vizsgadlata

Az RT-PCR analizisek kimutattdk a GHRH peptid ligandumnak megfelelé 150 bp termék
jelenlétét a vizsgalt gyermekmintakban. A 15 vizsgalt minta koziil 11 gyermekekbdl szarmazo
minta (73%) mutatott mRNS expressziot GHRH-ra. A CBN, HS, ITP és az egy ALL mintan
nem mutattunk ki GHRH expressziot. Annak vizsgélatara, hogy a human gyermekgyogyészati
hematoonkologiai mintdk membranfrakcidiban jelenlévd receptorfehérje és specifikus, nagy
affinitdsut GHRH kdotohelyek vajon a GHRH-R-k mRNS expresszidjanak termékei-e, RT-PCR
vizsgalatot végeztiink. Az RNS reverz transzkripcidja, majd PCR amplifikacioja specifikus
primerekkel amplifikalt 373 bp-os PCR termékeket adott, amely megfelelt a korabban leirt
GHRH-R SVI-nek. Hasonléan a GHRH ligand mRNS expresszioés eredményeihez a 15
vizsgalt gyermekgydgyaszati mintabol 11 esetén (73%) tudtuk kimutatni az SV1 mRNS

expresszigjat. CBN, HS, ITP és minddssze egy ALL minta nem expresszalta az SV1 mRNS-
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ét. A negativ kontrollok nem adtak kimutathat6 jelet, ami arra utal, hogy a PCR-termékek

cDNS-bdl, nem pedig genomialis DNS-bdl vagy mas szennyezddésekbdl keletkeztek.

Gyermekgyogyaszati mintak GHRH-R fehérje Western blot analizise

Western blot analizis alapjan a GHRH-R fehérje mind a hét (7) vizsgalt huméan gyermekkori
szolid tumormintdban expresszalodott. Western blot analiziseink soran anti-GHRH-R
antitesttel 40 kD molekulatomegili savokat tudtunk kimutatni, amelyek a szakirodalom szerint
megfelelnek a GHRH-R SV 1-nek a vizsgalt gyermekgyogyaszati mintakban. A vizsgalt mintak

egymastol eltérd erdsségii receptorfehérje-expressziot mutattak.

GHRH receptor kotési analizise gyermekgyogydszati mintdkon

A specifikus GHRH-R kot6helyek jelenlétét és a 12°1-vel jelolt GHRH antagonista JV-1-42
membranreceptorokhoz vald kotddésének jellemzdit gyermekkori szolid tumormintdkon
ligand kompeticios tesztekkel vizsgaltuk. 7 mintat tudtunk megvizsgalni, és eredményeink azt
mutattdk, hogy minden tanulményozott minta, beleértve két joindulati daganatot és Ot
rosszindulati daganatot specifikus GHRH-R kotddést mutatott. A kiszoritasi vizsgalatok és a
Scatchard-analizisek elemzése azt mutatta, hogy az egykotohelyes modell biztositotta a legjobb
gorbeillesztést, jelezve a nagy affinitist GHRH-R-k egyetlen homogén osztalyanak
expresszidjat huméan gyermekmintak sejtmembranjaiban. A GHRH-R k&tédés szamitdgépes
kiértékelése a hét gyermekgyogyaszati mintdban azt mutatta, hogy a GHRH-R-k atlagos
disszociacids allanddja (Kd) 4,57 nM (tartomany: 1,35-8,99 nM) volt. A GHRH-R-k atlagos
receptorkoncentracidja (Bmax, maximalis kotOképesség) 375,7 fmol/mg membranfehérje volt

(tartomany: 222,1-733,0 fmol/mg membranfehérje). Radioreceptor vizsgalataink alapjan a
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['1]JV-1-42 GHRH antagonista analog kotédése specifikus, id6- és homérsékletfiiggd és
reverzibilis volt, ami alapvetd biokémiai paramétereket és specifikdciokat mutat be a
receptorkotés azonositasdhoz a vizsgalt human mintdkban. A ligand-kompeticios vizsgélatok
eredményei jol korrelaltak a Western blot eredménnyel, amely azt mutatja, hogy a GHRH-R

1251

fehérje jelenléte 100%-ban 6sszhangban van, vagyis szoros korrelacioban van a '’I-vel jelolt

JV-1-42 GHRH analogot kot6 specifikus kotdhelyek expressziojaval.

Nemcsak a GHRH-R-k SV1 altipusanak az mRNS-¢ét azonositottuk, hanem Western blot és
ligandumkdtési vizsgalattal a receptorfehérje is azonositdsra keriilt minden vizsgalt
gyermekmintdban. A GHRH-R fehérje analizis és az SVI1 altipusi mRNS vizsgélatok
eredményeinek Osszehasonlitd elemzése alapjan hét mintat vizsgalva taldltunk szoros
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.

MEGBESZELES

Endometrium carcinoma mintikon kapott eredményeink megbeszélése

Az endometrium carcinoma vilagszerte a ndk morbiditdsdnak és haldlozasanak egyik jelentds
oka, és a nék korében a hatodik leggyakoribb rosszindulati daganat. A korai stadiuma EC
prognozisa altalaban kedvezd, de szdmos ndbetegben agressziv rosszindulati daganat
formajaban fordulhat eld.

Munkank soran 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
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sem ¢és 23%-ban kimutattuk az SV1I mRNS expressziojat is. Egy korabbi tanulmanyban az
endometrium rakos szoveteinek 43%-a pozitivnak bizonyult az SV1 fehérje expresszidjara
immunhisztokémiaval. Ez az enyhe eltérés azzal magyarazhatd, hogy ebben a vizsgalatban az
SV1 fehérje kimutatasara hasznalt antiszérumok az SV1 fehérje N-terminalisan 1évé elsé 25

aminosavra specifikusak, amely az SV2 és SV4 altipusokban is jelen van.

Mig az SV1, SV2 és SV4 méret alapjan megkiilonboztetheté a Western blot alapjan, addig az
immunhisztokémia mindhdrom GHRH-R izoforma esetében pozitiv jeleket ad. Ezenkiviil
pozitiv immunhisztokémiai jeleket csak az endometrium adenocarcinomédk mirigyeinek
hamsejtjeinek citoplazmdjaban mutattak ki, a sejt felszinén azonban nem. Azt talaltuk, hogy
szovetsorozatunk masodik leggyakrabban kifejezett splice varidnsa az SV4 volt (20,5%). A
fennmarado két splice varians, az SV2 és SV3 jelenléte csak harom mintaban volt kimutathato,
illetve SV3 egyik mintdban sem. Az SV3-bdl és SV4-bdl szarmazé6 GHRH-R izoformék azt
sugalljak, hogy valdsziniileg nem képviselnek érett receptorfehérjéket, amelyek a sejtfelszinen
megnyilvanulnanak. Az SV2, amely rendelkezik az SV1 csonkolt N-termindlis extracelluldris
doménjével, de csak két transzmembran domént tartalmaz, a sejtfelszinre kertilhet.

Az agyalapi mirigy tipusi GHRH-R mRNS-eit nem tudtuk kimutatni sem endometrium
carcindmaban, sem normdl endometrium szdvetekben. Korabbi vizsgalatokban a hypophysis
GHRH-R expresszidjat valos idejii kvantitativ. PCR-rel kimutattak kiilonb6zé rakos
sejtvonalakban, beleértve a non-Hodgkin limfomat, a hasnyalmirigyrakot, a glioblasztomat és
a kissejtes tiidokarcinomat, de az expresszid mértéke alacsony az extrapituiter normal
szovetekben. Eredményeink egybevagnak azokkal a korabbi eredményekkel, amelyekben a
klasszikus hypophysis tipusit GHRH-R expresszidja kiilonb6z6 human tumorszoveteken nem
volt kimutathatd, vagy ritkdbban volt jelen, mint az SV1.

Tizenegy esetben tudtunk membranfehérje frakciokat eldallitani radioligand kotési

vizsgalatokhoz, hogy igazoljuk a specifikus GHRH kotohelyek jelenlétét. Ligand-kompeticios
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vizsgalatokkal kimutattuk a GHRH-ra specifikus, nagy affinitdsti receptorok jelenlétét.
Molekularis biologiai elemzések és radioligandumkotési 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 tipusi  GHRH-R-ek mRNS-expressziojat azonban nem mutattdk ki. Fontos
megjegyezni azt is, hogy a ligand kompeticids vizsgalattal vizsgalt 6sszes receptor-pozitiv
huméan EC minta jol kimutathatd mennyiségben expresszalta az SV1 tipusu GHRH-R gént.
Ezenkiviil a GHRH ligandum PCR-termékeit a 39 humén EC minta koziil 24-ben (61,5%)
talaltuk meg. 14 mintaban (35,9%) mind a GHRH, mind a GHRH-R splice varidnsok mRNS-
¢ét kimutattuk. Mig a legvaldszinlibb funkcionalis receptor splice varians, az SV1 a vizsgalt
EC-mintdk 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 kimutathaté volt norméal endometriumban és EC-ben; az
endometrium GHRH mRNS-ében azonban nem mutattak ki valtozast az ugyanattol a betegtdl
szarmaz6é normal és neoplasztikus szovetek kozott. A szintek azonban magasabbak voltak,
mint a  joindulatt  ndégyogyéaszati  betegségekben  szenvedd mas  betegek
myometriumszoveteiben. Ezért felmeriilt, hogy a GHRH eldsegitheti az endometrium
tanulmanyban, amely a GHRH ¢és az SVI1 jelenlétét vizsgalta kiilonb6z6d normal
egérszovetekben, beleértve a méhnyalkahartyat is, a GHRH expressziot kimutattdk, de ennek
SV1 receptorat azonban nem. A szerzok azt feltételezték, hogy a GHRH jelenléte ezekben a
szovetekben nem véletlen, hanem fizioldgiailag fontos, és 6sszhangban lehet a neurohormonok
parakrin/endokrin hatasaval és a GHRH extrapituiter hatasaival, amelyeket nemcsak az SV1,
hanem mas receptor(ok) kozvetit. Koradbbi tanulmanyok kimutattdk, hogy a GHRH

antagonistak, mint példaul az MZ-J-7-118, MZ-5-156 és JMR-132, gatoljak a human kisérleti
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EC-k novekedését mind in vitro, mind in vivo. Ezen antagonistak jotékony onkoldgiai hatdsai
a kisérleti rakkezelésben az agyalapi mirigy-maj IGF-I tengely szuppresszidjanak, valamint a
GHRH antagonistdknak az agyalapi mirigy GHRH-R-hoz ¢és/vagy tumorokon jelenlévd splice
variansaihoz valo kotddése révén torténd kozvetlen gatlasdnak tulajdonithatok. Egy
kozelmultbeli tanulmény egy olyan mechanizmust is bemutatott, amellyel a GHRH-R
antagonistak, példaul a MIA-602 esetén az SV1-et célozzak meg, ¢és gatoljak az SV1 altal
kozvetitett oesophagus squamosus cell carcioma tumorndvekedését. Eredményeik arra utalnak,
hogy az SV1 egy hipoxia altal kivaltott onkogén promoter, amely a GHRH-R antagonistak
potencialis célpontja lehet.

Mindazon eredmények alapjan, hogy a GHRH antagonistak képesek voltak gatolni a kisérleti
daganat modellek tumorndvekedését és, hogy a EC mintak egy része expresszalta a GHRH-R-
k a hatékony 1) GHRH antagonistak alkalmazésa alkalmas lehet az ilyen tipust rosszindulat
daganatok kezelésében. Ennek a feltételezésnek az igazolasara azonban tovabbi vizsgalatokra

van sziikség.

A jovoben szeretnénk kiterjeszteni vizsgélatainkat és megprobalni még nagyobb szami human
EC-mintét gytijteni, hogy tovabb tanulmanyozzuk ¢s elemezziik a GHRH-R-ek expresszidjat
az ilyen human tumorszovetekben. Ezek a vizsgalatok 0j kvantitativ adatokat is
szolgaltathatnak a GHRH-R-k ¢és splice varidnsaik mRNS- ¢és fehérjeszintjérél. Ezekbdl az
eredményekbdl feltehetden meg tudjuk josolni a betegek potencialis valaszat a GHRH-R alapu

terapiara.
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Gyermekgyogydszati mintdinkon kapott eredményeink megbeszélése

A GHRH-r6l és a GHRH-R-k splice variansairdl a gyermekkori daganatos megbetegedések
esetén nagyon korlatozottak a kozzétett adatok és informaciok. 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 kétési jellemzdit radioreceptor vizsgalattal szamos humdén gyermekgydgyaszati
hematologiai €s onkoldgiai betegségben, beleértve a Hodgkin lymphomat (HL), a
rhabdomyosarcomat (RMS), a teratomat (TR), az akut lymphoblastos leukémiat (ALL), a
fibrosus dysplasiat (FD), a mesenchymalis hamartomat (MH), az infantilis myofibromatosist
(IM), a kronikus joindulati neutropeniat (CBN), a herediter spherocytosist (HS) és az

immunthrombocytopeniat (ITP).

A kisérleteinkben vizsgalt 15 human minta koziil 11 gyermekgydgyaszati mintan (73%) tudtuk
kimutatni a GHRH mRNS expresszidjat. Ez a 11 minta a GHRH-R SV1 mRNS-ét is
expresszalta. A GHRH-R fehérjét két joindulati daganatmintdban és Ot rosszindulata
daganatban tudtuk igazolni Western blottal. A specifikus, nagy affinitdsi GHRH-R kotdhelyek
jelenlétét mind a hét vizsgalt human gyermekgyogyaszati solid tumormintaban kimutattuk. A
gyerekmintdkon kapott eredményeink részben 6sszhangban vannak Jimenez €s munkatarsai
kozelmultbeli publikéacidjaval akik kimutattdk a GHRH-R jelenlétét 3 humén akut myeloid
leukémia (AML) sejtvonalban (KG-1a, K-562 és THP-1), valamint 9 AML-ben szenvedd
betegtdl szarmazo mintaban. A GHRH antagonista MIA-602-vel végzett kezelést kovetden in
AML-modell tumorxenograftjat hordozé egerek MIA-602-vel torténd kezelése hatékony

tumorndvekedés-gatlast eredményezett. Legjobb tudomasunk szerint ez az egyetlen publikacid
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Eredményeink azt mutatjak, hogy a GHRH és a GHRH SV1 gyakori el6forduldsa a gyermekek
hematologiai ¢és onkologiai rendellenességeiben alatamasztja a GHRH-R-k tovébbi
vizsgélatanak sziikségességet, mint a diagnozis és a terapia lehetséges molekularis célpontjait.
Ezek az j eredmények potencidlis 0j terapids megkdzelitést kindlhatnak ezekre a rosszindulata
daganatokra.

Esetlikben a hatékony, Gjonnan szintetizalt GHRH receptor antagonistdk, mint lehetséges
terapids agensek johetnek szoba, valamint jelen 0j eredményeink a GHRH-R jelatvitel
lehetséges funkcidjara utalhatnak kiilonb6zé gyermekkori hematoldgiai és onkologiai
Legjobb tudomasunk szerint munkank az els6 olyan kutatas, amely a GHRH és GHRH-R SV-
k expresszidjat vizsgalta kiilonboz6 gyermekkori daganatokban és mas neoplasztikus
allapotokban.

Osszességében elmondhaté, hogy eredményeink nem csak a gyermekrakkutatas horizontjat
tagithatjak, hanem hozzajarulnak tovabbi célok elérésé¢hez, példaul az 4j, hatékony erés GHRH
peptid analdgok potencialis diagnosztikai és terdpias alkalmazésainak kifejlesztéséhez és
létrehozasahoz a gyermekonkologiaban és -hematoldgiaban.

Eredményeink megnyithatjak az utat a GHRH-R alapu célzott daganatterapia 1), rendkiviil
potens GHRH peptid analogjainak tovabbi fejlesztése eldtt, amelyek a jelenlegi kezelési

stratégidk érvényes alternativajaként szolgalhatnak.
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A DISSZERTACIO LEGFONTOSABB EREDMENYEINEK OSSZEGZESE ES

KONKLUZIOJA

1. Kimutattuk, hogy a GHRH valamint a GHRH-R SV-k mRNS-einek, de nem a hypophysis
tipusi GHRH-R mRNS-einek az expressziojat human EC szovetekben, ami egy
autokrin/parakrin GHRH hurok 1étezésére utalhat. Az endometrium carcinoma mintak
mintegy harmada expresszalja a GHRH receptor valamely varidnsat, leggyakrabban a

legnagyobb jelentdséggel bird SV1 varianst.

2. Az EC mintdk egy részébdl radioligand technikdval mutatunk ki GHRH-ra specifikus,

nagy affinitasu receptorokat, valamint meghataroztuk a kotédésre jellemz6 paramétereket.

3.  Munkénk az els6 olyan kutatas, amely a GHRH és GHRH-R SV-k expresszigjat kiilonb6z6
gyermekkori daganatokban és mas neoplasztikus allapotokban is vizsgalta klinikai mintdk

felhasznalasaval.

4. A vizsgalt gyermekonkologiai és hematoldgiai szovetmintdk 73%-ban expresszaltak
GHRH-t és a GHRH-R SV1 variansat. Eredményeink azt mutatjak, hogy a GHRH ¢s a
GHRH-R SV1 eléfordulasa a gyermekek hematologiai és onkoldgiai rendellenességeiben

gyakori.

5. A radioreceptor vizsgalatra alkalmas gyermek hematoonkologiai szdvetmintdk egy

részében szintén kimutathatok voltak a nagy affinitast és specifikus GHRH kotShelyek.

6. Eredményeink Osszességében arra utalnak, hogy az SV1 feltehetden egy hypoxia altal

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