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A dolgozatban hasznalt roviditések jegyzéke

aa: aminosav

AC: adenilét ciklaz

APES: 3—amino—propil-treitoxi—szilan

bACT (actin — B): humdn beta — aktin

Bmax: a receptor maximalis ligandkotési kapacitdsa

B—-ME: B — mercaptoetanol

BOO: Hugyholyag kimeneti elzarédds (Benign outlet obstruction)

bp: bazispér

BPE: J6indulati prosztata megnagyobbodds (Benign prostatic enlargement)
BPH: Benignus prosztata hiperplazia (Benign prostatic hyperplasia)

BPO: Jéindulatu, prosztata altal okozott elzdrodas — BPE altal okozott BOO (Benign prostatic
obstruction)

BPS: Jéindulatd prosztata tiinetegyiittes, megfelel a korabbi BPH megjelolésnek (Benign
prostatic syndrome)

BSA: marha szérum albumin (Bovine serum albumin)

cAMP: ciklikus adenilat monofoszfét

— COOH: karboxi termindlis

cpm: percenkénti beiitésszam (counts per minute)

DAB: 3,3’ — diaminobenzidin

DAG: diacil-glicerol

dATP: dezoxi — adenozin — trifoszfat

dCTP: dezoxi — citozin — trifoszfat

dGTP: dezoxi — guanozid — trifoszfat

dNTP: dezoxi — nukleotid — trifoszfat

dTTP: dezoxi — timidin — trifoszfat

EGF: epidermalis novekedési faktor (Epidermal Growth Factor)

F: forward (sense) primer

FSH: Follikulusz stimuldlé hormon

gDNS: genomi dezoxiribonukleinsav

GH-RH: novekedési hormon — releasing hormon (Growth Hormone — Releasing Hormone)
GnRH-I: Gonadotropin hormon — releasing hormon—I

GnRH-II: Gonadotropin hormon — releasing hormon-II



GPCR: G - protein kapcsolt receptor (G — protein coupled receptor)

G,: stimulatérikus/stimuldlé G — protein

G;i: inhibitorikus/gatlé G-protein

HPLC: nagy teljesitményti folyadékkromatografia (High performance/pressure liquid
chromatography)

HRP: torma peroxidéz (horseradish peroxiddz)

ICso: a receptoridlis kotés 50%-os gatlasahoz sziikséges ligand koncentracio
IGF-I: inzulinszer(i novekedési faktor — I (Insulin like Growth Factor — I)
[HC: immunhisztokémia

IP5: inozitol-trifoszfat

IPSS: Nemzetkozi Prosztata Tiinet Pontrendszer (International Prostate Symptom Score)
Kd: disszociédcids konstans

LH: Luteinizal6 hormon

LHRH-I: Luteiniz4lé hormon — releasing hormon — I

LHRH-II: Luteinizal6 hormon — releasing rormon — II

LHRH-R-I: Luteiniz4lé hormon — releasing hormon receptor — I

LUTS: als6 higyuti traktus tiinetei (Lower urinary tract symptoms)

mRNS: messenger ribonukleinsav

— NH,: N — terminalis

PIP,: foszfatidil—4,5-biszfoszfat

PKC: protein kinaz C

PLC - B: foszfolipaz C - B

Qmax: a vizelet maximalis daramldsi sebessége

R: reverse (antisense) primer

RT - PCR: reverz transzkripciét kovetd polimerdz lancreakcid

se DHT: szérum dihidrotesztoszteron

TM: transzmembridn domén

TRDV: transzrektalis digitélis vizsgalat

TURP: transzuretralis rezekcid

UH: ultrahang



Technikai megjegyzések

A dolgozat megirdsdhoz az Orvosi helyesirasi szétarat (Akadémia kiadd, 1992) és az Angol-

Magyar Orvosi szétarat (ZAFIR PRESS 1. magyar kiadas, 2008) vettem alapul.

A gyakran el6forduld, rendszeresen haszndlt roviditések megtaldlhatéak a roviditések

jegyzékében.

Az els6 el6fordulds szerint novekvd szamozassal keriiltek jelzésre az irodalmi hivatkozasok,

igy az irodalomjegyzék is el6fordulds szerinti és nem alfabetikus sorrendben olvashato.

Times New Roman 12 pontos méretében irtam a szovegtorzset €s az irodalomjegyzéket is.

Az értekezésben sajat eredményeimet részletezem és a diszkusszié alapjaul is ezek
szolgdlnak. A kollaboricidos kisérletek eredményeit az Anyag és moddszer részben és az

Eredmények részben is megjeloltem.
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Abrak jegyzéke és magyarazata

1.Abra: Az LHRH agonista €s az LHRH antagonista hatdsa a szérum hormon szintre (LH,

FSH,tesztoszteron, 6sztrogén szintre).
2.Abra: Az emlés LHRH-I ligand ,,hajlott” konformaciéjanak sematikus abrézoldsa.

3. Abra: A humin 1 — es tipust Luteinizdlé6 hormon — releasing hormon ligand és a human 1
— es tipusi Luteinizalé hormon — releasing hormon receptor (LHRH-I és LHRH-R-I)

komplex térbeli modellje.

4. Abra: A klinikai gyakorlatban/terdpidban alkalmazott vagy fejlesztés alatt 4116 LHRH

(GnRH) agonista és antagonista analégok.

5. Abra: A human LHRH receptor—I kétdimenzids dbrazoldsa — jelolve a 7 transzmembran

doméneket, az extracelluldris és az intracelluléris loopokat.

6. Abra: A humén 1 —es tipusu Luteinizdl6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-R-

I) ligand kotés sordn aktivalt G — protein vezérelt szigndl traszdukcids tdtvonalai.

7. Abra: A humén 1 —es tipusu Luteinizal6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-R-

I) transzkript varidnsainak €s izoformdinak sematikus dbrazolasa.

8. Abra: A humén 1 —es tipusu Luteinizal6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-R—

I) mRNS expresszidjanak méréséhez hasznalt specifikus primerpéarok szekvencidja.
9. Abra: Az LHRH-R-I immunreakciéhoz hasznalt kit mitkodésének alapelve.

10. Abra: A humén aktin — B (bACT) (1. panel) és az 1 — es tipust Luteinizal6 hormon —
releasing hormon ligand (LHRH-I) (2. panel) specifikus primerparokkal mért reprezentativ

RT — PCR analizise human hipofizisben és BPH-ban.

11. Abra: A human bACT (1. panel) és az LHRH-R-I F1/R1 (2. panel), LHRH-R-I F2/R3
(3. panel) és LHRH-R-I F1’/R2’ (4. panel) specifikus primerpdrokkal mért reprezentativ RT

— PCR analizis human hipofizisben és BPH-ban.
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12. Abra: A humén 1 — es tipusd Luteinizalé hormon — releasing hormon receptor (LHRH —

R-I) expresszidja human hipofizisben.

13. Abra: Két reprezentans humdn BPH szovetmintdban mért human 1 — es tipusd
Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-R-I) expresszidjanak kvalitativ

immunreakcidja 20X nagyitasban.

14. Abra: A radioaktivan jelolt LHRH-I anal6g ([1251] [D—Trp6] — LHRH), mint radioligand
direkt leszoritdsi vizsgédlata a BPH szovetmintdk membréinfrakcidiban elhelyezkedd6 LHRH-

receptorok kotési helyeirdl.
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Tablazatok jegyzéke

1.Tablazat: A human 1 — es tipusi Luteinizal6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-

R-I) mRNS expresszidjanak mérésére hasznalt PCR protokollok 6sszefoglaléja.

2. Tablazat: A vizsgalt BPH szovetmintdk (n=35) klinikai adatai, a human bACT, a harom
human LHRH-R-I génre specifikus (LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F2/R3, LHRH-R-I
F1°/R2’) primerparokkal mért LHRH- R-I és a humdn LHRH- I ligand mRNS expreszzidja.

3. Tablazat: A human hipofizisben harom kiilonb6z6 primerparral mért human LHRH-R-I
(LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F2/R3, LHRH-R-I F1°/R2’), LHRH-I és bACT mRNS

expresszidja.

4. Tablazat: A human BPH-ban hirom kiilonb6z6 primerparral mért human LHRH-R-I
(LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F2/R3, LHRH-R-I F1°/R2’), LHRH-I és bACT mRNS

expresszidja.

5. Tablazat: A vizsgdlt BPH szovetmintak (n=20) klinikai adatainak, a human bACT, az
LHRH-R-I F1/R1 primerparral mért LHRH-R-I és az LHRH-I ligand mRNS

expresszidjanak valamint a ligand kotési assay eredményeinek dsszefoglaldsa.

6. Tablazat: A vizsgalt BPH mintdk (n=35+20; n=55) klinikai adatainak, az mRNS
expresszié (humén bACT, LHRH-R-I F1/R1 primerparral mért LHRH-R-I és LHRH-I) és a

ligand kotési assay eredményeinek 6sszefoglaldsa.
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Osszefoglalas

Az id6sebb férfiak leggyakoribb uroldgiai betegsége a benignus prosztata hiperplazia
(BPH). A BPH riziké faktorai a prosztata volumen, az életkor és a PSA-szint. A BPH
kialakulasat elsésorban az életkor és a hormondlis valtozdsok hatdrozzdk meg. Napjainkban a
BPH hitterében all6 molekuldris mechanizmusok tanulmédnyozdsa sordn elOtérbe keriiltek a
kiilonbozé peptid hormonok és azok receptorainak expresszids vizsgdlatai. Ezen peptid
hormonok illetve receptoraik kiilonb6z6é mértékben expresszalédhatnak egyes benignus és
malignus betegségek sordn, lehetOséget teremtve mindezzel a célzott daganatterdpia
megvaldsitasdra (1-13). Az 1990-es években Eri LM és munkatdrsai (14) széleskori
tanulmanyokat folytattak a BPH Luteinizal6 hormon — releasing hormon (LHRH) agonista
analogokkal torténd kezelésében. Ezen tanulmanyok azt mutattdk, hogy a BPH LHRH
agonistaval torténd kezelésének hatdsaként, a tesztoszteron szint jelentOsen (kasztricids
szintre) lecsokken az als6 higyuti tiinetek (LUTS) javuldsa azonban csekély mértékii. Az
Ujabb kisérleti eredmények és szemlélet szerint az LHRH antagonista anal6gok lehetnek a
lehetséges 1j gyogyszermolekuldk a BPH illetve a prosztata karcinéma kezelésében.

Az eddigi kutatdsok alapjan az LHRH receptorok (LHRH—-R) humén daganatokban
kiilonboz6 splice varidnsok formdjaban expresszdlédhatnak. Humdn szovetekben eziddig
teljes funkciondlis receptorként csak az LHRH-R-I-et igazoltdk (hipofizedlis LHRH-R-I),
melynek 2 transzkript varidnsarél szamol be az irodalom. A LHRH-R-I jelenlétét tobb
kutatécsoport is bizonyitotta mar szdmos humdan extrahipofizedlis normél €s daganatos
szovetben, azonban az LHRH-R-I mRNS expresszidjdnak mérésére haszndlt primereket
altalaban nem a teljes LHRH-R-I génre tervezték és receptoridlis fehérje vizsgdlataikat a
rendelkezésre 4ll6, nem minden tekintetben specifikus antitestekkel végezték.

A Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudoményi Centrum Uroldgiai Klinik4jan
2006-2008 kozott mutott 35 BPH és 3 pozitiv kontrollként hasznalt humdn hipofizis
szovetben mértik az LHRH-R-I, LHRH-R-I transzkript varidnsok és a LHRH-I ligand
mRNS expressziéjat irodalomban mar kozolt és sajat tervezésii primerparokkal. Kollaboracids
kisérleteink keretein beliil tovdbbi 20 BPH szOvetmintdban tortént az LHRH-R-I és az
LHRH-I ligand mRNS expresszidjanak vizsgalata. Tovibba LHRH-R-I fehérje expresszids
vizsgalatokat végeztiink 10 formalinnal fixalt paraffinba dgyazott benignus prosztata
hiperplazids szovetmintdn és 2 pozitiv kontrollként haszndlt huméan hipofizis mintan
immunhisztokémidval a human hipofizedlis LHRH-R-I-re specifikus monoklondlis antitest

segitségével. Kollabordcidés kisérletek sordn vizsgdltuk a 20 BPH szdvetminta
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membranfrakciéjdban az LHRH-receptorok funkcidképességét, valamint direkt leszoritasi
vizsgalatok sordn az LHRH antagonista anal6g Cetrorelix és az LHRH agonista analég
Buserelin alkalmazasaval a BPH szovetmintdk membranfrakcidiban expresszaléd6 LHRH
receptorok kotési affinitasat és kapacitdsat.

A funkcidképes, teljes LHRH-R-I mRNS expresszidja csak a pozitiv kontrollként
haszndlt humdan hipofizis mintdkban volt kimutathat6, a BPH szovetekben nem.
Kutatocsoportunk feltételezése szerint a vizsgalt 55 BPH mintdbdl 5 mintdban az irodalomban
eziddig nem kozolt LHRH—R-I transzkript varidns expresszidjat mértilk. A BPH mintdkban az
LHRH-I ligand magas mRNS expresszidgja volt kimutathatd, mely autokrin
hatdsmechanizmusra utalhat.

A pozitiv kontrollként hasznédlt human adenohipofizis acidofil sejtjeiben mért human
LHRH-R-I pozitiv immunreakcidéhoz képest a BPH sztromasejtek alacsony, mig a BPH
mirigyhdmsejtek egyéltaldin nem mutattak pozitivitdst a humdan hipofizedlis LHRH-R-I
fehérje expresszidjara. Ezen immunhisztokémiai eredményeink alapjdn azt feltételezziik, hogy
a BPH szovetmintdkban nem a hipofizedlis LHRH-R-I expresszalédik, hanem a receptor
valamely izoformja.

A vizsgédlt 20 BPH szovetminta koziil 18 minta membréinfrakcidjdban sikeriilt
kimutatni ligand kotési assay soran az LHRH-receptorok jelenlétét és a direkt leszoritasi
vizsgalatok sordn az LHRH antagonista anal6g Cetrorelix és az LHRH agonista analég
Buserelin specifikusan és nagy affinitassal szoritotta le a radioaktivan jelolt LHRH ligandot,
mely arra utal, hogy a 18 ligand kotésre pozitiv BPH minta membranfrakciéjaban erds
ligandkotéssel rendelkezd specifikus LHRH receptor vagy LHRH receptor izoform van jelen.

Eddigi eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az irodalomban ko6zolt két LHRH—
R-I splice varidnson kiviil mds transzkript varidnsok is expresszdlodhatnak humian BPH
szovetekben. Ennek igazoldsara tovabbi, a human LHRH-R-I génre specifikus primerparok
tervezése sziikséges, valamint elengedhetetlen ezen transzkript varidnsok pontos nukleotid
szekvencidjdnak meghatdrozdsa nukleotid szekvencia analizissel. A nukleotid szekvencia
ismeretében az LHRH-R-I traszkript varidnsokrdl torténd transzlacié is vizsgdlhatd. A
transzlal6do fehérje izoformok amindsavszekvencidjanak ismeretében specifikus antitestek
segitségével igazolhatd, hogy milyen mértékii a hipofizedlis LHRH-R-I illetve, az LHRH
receptor izoforméinak az expresszidja human BPH szovetben. Tovéabbi célkitlizéseink tobbek
kozott a mért LHRH-R-I transzkript varidnsokrél torténd transzlacidé mértékének
meghatdrozasa, valamint az LHRH-R-I izoformok funkciéképességének mérése ligand kotési

assay-vel human BPH szovetben.
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Abstract

Benign prostatic hyperplasia (also known as BPH, nodular hyperplasia, and benign
prostatic hypertrophy) is a very common condition affecting adult men. Primary risk factors
for BPH include prostate volume and PSA values. The development of BPH is determined by
aging and changing hormone levels. Nonetheless, the etiology of BPH is far from being
completely understood, despite the great efforts made by molecular and clinical researchers.
Most of the present research studies focused on the measurement of the expression of peptide
hormones and peptide hormone receptors in BPH. These peptide hormones and peptide
hormone receptors might be expressed on different levels in malignant and benign diseases to
provide the opportunity for targeted therapy (1-13). Earlier, only the LHRH-R-I was isolated
as a functional receptor in human tissues In human malignant and benign tissues the LHRH
receptors might be expressed in different transcript forms (12-13) .Two splice variants of the
LHRH-R-I (LHRH-R-I Sb1l), termed Sb2 and Sb3 have been identified recently. The shorter
transcript Sb3 contains a 220 bp deletion in exon 2, the other splice variant, Sb2 carries a
shorter deletion of 128 bp. Expression of LHRH-R-I has been demonstrated in normal and
malignant tissues by several groups. However, specific primers werenot designed for the full
length LHRH-R-I gene and the antibodies used were not specific enough.

Human BPH specimens from 35 patients were collected at the Department of Urology,
University of Debrecen, Debrecen, Hungary and 20 human BPH specimens were obtained
from patients at Veterans Affairs Medical Center, New Orleans, LA and Department of
Urology, Miami, FL.USA. Histopathological examinations of each specimen was undertaken
to confirm the presence of BPH before the molecular biology studies. Three normal pituitary
samples were collected at autopsy from the Department of Pathology, University of Debrecen
and were used as positive controls.

The aim of our work was to investigate the mRNA expression for LHRH-R-I and its
splice variants and mRNA for LHRH-I ligand in human BPH specimens. The investigation
was carried out with previously published and self-designed primers. We also studied the
protein expression of human LHRH-R-I in BPH tissues by immunhistochemistry. Human
BPH specimens from 10 patients were collected at the Department of Urology, University of
Debrecen, Debrecen, Hungary. The characteristics of binding sites for LHRH on 20 samples
were determined by ligand competition assays. We used Cetrorelix as an LHRH antagonist
and Buserelin as an LHRH agonist in direct competition assays to investigate LHRH

receptors in the membrane fractions of the BPH tissues and to determine the binding affinity
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of the LHRH analogs as potential candidates for clinical therapy.

We detected LHRH-I and the transcripts of LHRH—R-I in human BPH specimens, but
we were unable to amplify the full-lenght LHRH-R-I sequences in these BPH samples. Our
negative results raise the possibility that LHRH-R-I gene may have more than two splice
variants (uncharacterised transcript forms of the LHRH-R-I). PCR products for LHRH-I
ligand were also detected in 18 of 35 BPH specimens.

In human pituitary tissue samples, used as a positive control, we were able to detect
the LHRH-R-I with immunohistochemistry. The acidophil cells of adenohypophysis
demonstrated strong LHRH-R-I specific immunolabelling. In BPH specimens we measured
weak positive immunohistochemical reaction for LHRH-R-I. The stromal cells of benign
prostatic hyperplasia tissue demonstrated weak LHRH-R-I specific immunolabelling,
whereas immunopositivity was never seen in the endothel cells of prostate gland. Eighteen of
20 samples showed a single class of high affinity binding sites for [D-Trp6] LHRH. LHRH
antagonist Cetrorelix showed high affinity binding to LHRH receptors in BPH. Our findings
support the merit of further investigation of the expression of LHRH-I and LHRH-R-I and
their transcript forms in human benign prostatic hyperplasia. The results of our study
demonstrate, for the first time, that human BPH specimens obtained from surgery express
LHRH and its receptors.

Our findings support the merit of further investigation of the expression of LHRH-I
and LHRH-R-I and their transcript forms in human benign prostatic hyperplasia. The results
of our study demonstrate, for the first time, that human BPH specimens obtained from surgery
express LHRH and its receptors. Our findings that a high percentage of human BPH
specimens express receptors for LHRH support the view that LHRH antagonists could be
used for an effective treatment of BPH. Since the LHRH receptors and mRNAs for receptor
subtypes and transcript forms are variably expressed in BPH, a precise determination of
LHRH receptors in samples of human BPH is necessary before therapy with LHRH analogs.
Some BPH specimens may not have LHRH receptors and therefore would not respond to
therapy with an antagonistic analog such as Cetrorelix. The response of individual patients
with BPHs to LHRH analogs might be predicted by evaluating the LHRH receptors in their
specimens. Thus, biopsy samples of BPH should be subjected to ligand competition assays for
protein or RT-PCR analyses for mRNA expression of receptors for LHRH. A rational therapy

with LHRH antagonistic analog could be then implemented.
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I. Bevezetés

Az 1d6s0do6 férfiak korében a benignus prosztata hiperpldazia (BPH) a leggyakoribb
urolégiai megbetegedés. A 60 év koriili férfiak 60 %-4dnak vannak tiinetei. Rizik6 faktorok a
prosztata volumen, az életkor és a PSA-szint.

Az elmult 15 évben a daganatos betegségek hatterében 4ll6 molekuléris
mechanizmusok vizsgdlatai sordn reflektorfénybe keriiltek a kiillonb6z6 peptid hormonok és
azok receptorainak expresszids vizsgalatai. Ezen peptid hormonok illetve receptoraik
kiillonbozé mértékben expresszdlddhatnak egyes daganatos betegségben, lehetdséget teremtve
mindezzel egy esetleges célzott daganatterdpia megvaldsitasara (1-13). 2006-ban Ph.D-
hallgatéként csatlakoztam a Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudomanyi Centrum
Gyodgyszerésztudomanyi Kar Biofarmdcia Tanszék munkacsoportjdhoz, mely részben a
Miami Egyetem (Florida, U.S.A.) és a Veterans Medical Center (Miami, Florida, U.S.A.) tobb
intézetével, részben a Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudomanyi Centrum szamos
klinikdjaval és Patholdgiai Intézetével egyiittmiikodve végez molekuléris bioldgiai, receptor
farmakoldgiai és célzott terdpids kutatdsokat, tobbek kozott uroldgiai daganatos betegségek
hatterében all6 molekuléris mechanizmusok pontosabb feltdrdsa és megértése céljabol.

Napjainkban szdmos kutatds folyik a benignus illetve malignus daganatos
megbetegedések hatterében all6 molekuldris mechanizmusok pontosabb megértése céljabadl,
és az elmilt 20 év molekuldris bioldgiai kutatdsai igazoltdk, hogy a hipofizis gonadrotrép
sejtjeinek hormon elvélasztasdt szabalyoz6é Luteinizdl6 hormon - releasing hormon—I
(LHRH-I) vagy masnéven Gonadotropin hormon - releasing hormon-I (GnRH-I)
befolydsolhatja a kiilonb6zé daganatok miukodését. A LHRH agonista illetve antagonista
analégok kozvetleniil receptor-medidlt médon is hathatnak a daganatos sejtekre, valamint
,carrier’/szallitd molekulaként felhaszndlva Oket, szintén kifejthetik hatdsukat és fontos
szerepet jatszhatnak a modern célzott terdpidkban. A benignus és malignus betegségek
hatterében 1évé molekularis mechanizmusok kutatdsainak egyik kozponti kérdésévé valt ezen
betegségek sordn megjelend, normélistdl eltérd fehérje expresszids tulajdonsdgok elemzése.

Dolgozatomban szeretném Osszefoglalni az 1 — tipusu Luteinizalé hormon — releasing
hormon (LHRH-I), valamint receptora, az 1 — tipusd Luteinizdl6 hormon —releasing hormon
receptor—I (LHRH-R-I) BPH-ban és human hipofizisben mért expressziés eredményeit. A
disszertaciom alapjdul szolgdlé molekuldris bioldgiai mddszerek koziil reverz transzkripciot

kovetd polimerdz lancreakcidval (RT-PCR) igazoltam a vizsgdlt LHRH-I ligand és az
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LHRH-R-I mRNS expresszidjit és immunohisztokémia (IHC), valamint ligand kotési assay-
vel (LBA) vizsgiltam az LHRH—R-I fehérje expresszigjat és funkcidképességét.

Elséként az LHRH-I és az LHRH-R-I mRNS szintii expresszids vizsgalatait
végeztem el. Kutatdcsoportunk azért dontott ennek a fehérjének a vizsgdlata mellett, mert
szdmos kordbbi irodalmi adat igazolta mar a LHRH-I expresszi6jat human benignus és
malignus szovetekben (1-11). Az LHRH-R-I extrahipofizedlis expresszidjat igazold irodalmi
adatok azonban limitéltak (12-13). Bar szdmos kutatocsoport vizsgélta napjainkig a human
LHRH-R-I mRNS expresszijat, az mRNS expresszids mérésekhez haszndlt primereket
altaldban nem a teljes LHRH-R-I génre tervezték, és receptoridlis fehérje vizsgdlataikat a
rendelkezésre 4all6 nem minden tekintetben specifikus antitestekkel végezték. A mRNS
expresszidos mérések sordn irodalomban kozolt és sajat tervezésii primerparokkal is
dolgoztunk. A humdn LHRH-R-I fehérje expresszidjat a hipofizedlis LHRH-R-I-re
specifikus monoklonalis antitesttel mértiink. A human LHRH-R-I funkcidképességét ligand
kotési assay segitségével elemeztiik.

A BPH szovetmintdkban mért humdn mRNS LHRH-R-I expressziés eredményeink
alapjan feltételezziik, hogy az irodalomban eziddig kozolt két LHRH-R-I transzkript
varianson kiviill mas (LHRH-R-I) transzkript varidns(ok) is expresszadlddhatnak human BPH
szovetekben. Az ,,4)” LHRH-R-I transzkript varidnsok igazoldsira a human LHRH-R-I
génre specifikus tovdbbi primerparok tervezése sziikséges. Tovabba nélkiilozhetetlen ezen
transzkript varidns(ok) pontos nukleotid szekvencidjanak meghatarozdsa. Az LHRH-R-I
transzkript varidns(ok) pontos nukleotid szekvencidjanak ismeretében az LHRH-R-I
transzkript varidnsokrdl torténd transzlacié mértéke is vizsgdlhatova valna. A transzlalodo
fehérje izoform(ok) amindsavszekvencidjanak ismeretében specifikus antitestek segitségével
igazolhaté, hogy milyen mértékii a hipofizedlis LHRH-R-I, illetve a receptor
izoformjanak/izoformjainak expresszi6ja human BPH szovetben.

Tovabbi célkitlizéseink tobbek kozott az LHRH—R-I transzkript varidnsokrdl torténd
transzlaci6  mértékének  meghatdrozdsa, valamint az LHRH-R-I izoform(ok)

funkcidképességének mérése ligand kotési tanulmanyok sordn human BPH szovetben.
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II. Irodalmi attekintés

1.1.A benignus prosztata hiperplazia (BPH)

1.1.1. A BPH definiciéja, terminolégiaja

Benignus prosztata hiperpldzidnak (BPH) vagy mds néven joindulati prosztata-
megnagyobboddsnak a prosztatit alkoté kotdszoveti, simaizom €s mirigysejtek
felszaporodasat nevezziik. Hiperpldzidnak azt a folyamatot tekintjiik, melynek sordn a sejtek
szama gyarapszik. A kor elOrehaladtdval a sejtek felszaporodédsa aranyosan no.

A BPH kizardlag hisztoldgia diagndzist jelent, bar a gyakorlatban szélesebb
értelemben haszndljdk. A betegek tobbsége az alsé hugyuti traktus tiinetei (LUTS: Lower
urinary tract symptoms) miatt fordul orvoshoz. A BPH-s betegek LUTS-sal és a
kovetkezményes panaszokkal keresik fel orvosukat, melyeknek hatdsai az életmindség
romlasdhoz vezethetnek. A 2009-es European Association of Urology (EAU) alapjan késziilt
tanulmany szerint az eddig BPH jelzett korképet helyesebb lenne benignus prosztata
szindrémdnak (BPS) nevezni annak érdekében, hogy ezzel a tiinettan (LUTS), a prosztata
megnagyobbodas (BPE: Benign prostatic enlargement) és az obstrukcié (BOO- Bladder outlet
obstruction; BPO: Benign prostatic obstruction) kozotti rendkiviil valtoz6 patofiziologiai

viszony kifejezhetdvé vélljon.

1.1.2. A BPH tiinetei

A BPS tiinetegyiittese irritativ és obstruktiv komponenseket tartalmaz, amelyek
kiilonbozé mértékben jelentkezhetnek. Az obstruktiv tiinetek kialakuldséért a
megnagyobbodott prosztata a felelds. A megnagyobbodott prosztata mechanikusan sziikiti a
prosztatikus hugycsoOszakaszt, ezéltal subvesicalis obstrukciét, un. statikus obstrukciot
okoz. Az irritativ tiinetekért, a hdlyagnyak és a prosztata simaizom elemeinek
ténusfokozddasabol adodé dinamikus obstrukci6 a felelds. A korélettani alapja az itt nagy
szamban elhelyezkedé o—1-receptorok adrenerg stimuldcidjara 1étrejovd, fokozott
ingerlékenység. Tobb vizsgalat is igazolta, hogy a prosztata mérete (BPE), a hdlyagnyaki
obstrukcié (BOO) és a tiinetek (LUTS) kozott csak laza 6sszefiiggés all fenn. Vannak olyan

betegek, akiknek jelentds mértékii prosztata megnagyobboddsa ellenére nincsenek, vagy
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alig vannak tilinetei, mig léteznek olyanok is, akiknek kifejezett dysurids panaszai

hatterében nem mutathato ki a prosztata megnagyobbodasa.

1.1.3. A BPH epidemiolégiaja, prognosztikai faktorok

Az érintettek szamat tekintve a BPH-t népbetegségnek kell tekinteni. Etioldgidja
multifaktoridlis, a betegség kialakulasat elsésorban az életkor és hormonalis valtozasok
hatarozzak meg. Rasszok tekintetében a BPS — BPH els6sorban az eurdpai és a fehér amerikai
férfiakat érinti, dzsiaiakndl és fekete bortieknél az eldfordulds ritkabb. BPH epidemioldgiai
tanulmanyok alapjan elmondhat6, hogy a tiinetekben érintettek szdma az életkor
eldrehaladtdval évtizedenként megduplazédik (15). A jelenlegi irodalmi adatok, klinikai
tapasztalatok, valamint a betegség okozta komplikdciok alapjan a BPH-t progressziv
betegségként értelmezik. A kockazatelemzd és longitudidlis tanulmanyok (Olmsted Country,
PLESS) alapjan a legfontosabb rizikéfaktorok az életkor, a PSA-szint €s a prosztata
volumene. Ezen tényezok alapjan meghatarozhaté a fokozottabb kockézatot viseld betegek

kore.

1.1.4. A BPH diagnosztikaja

A prosztata tapintdsa fizikdlis vizsgdlat sordn transzrektdlis digitdlis vizsgalattal
(TRDV) torténik. A TRDV vizsgélat sordn a prosztata nagysigit, felszinét, a két lebeny
szimmetridjit, konzisztencidjat és érzékenységét vizsgaljdk. A prosztata térfogatdnak
meghatdrozasa Iényegesen pontosabb hasi ultrahang (UH) vizsgalat sordn. A legmegbizhat6bb
eredményt transrectalis UH vizsgélattal kaphatunk. Bar a prosztata mérete nincs egyenes
ardnyban a tiinetekkel, de a konzervativ kezelés nyomon kovetésére, és amennyiben
sziikséges, a miitéti tipus megvélasztisdhoz elengedhetetlen a pontos ismerete. A vizelet
retentio mérése, amely a holyagban vizelés utdn maradé vizelet mennyiségének
meghatdrozasat jelenti suprapubicus UH vizsgélattal torténik. A tiinetek sulyossagat,
életmindséget rontd hatdsat egy kérdoiv segitségével hatdrozzak meg. A Nemzetkozi Prosztata
Tiinet Pontrendszer (IPSS: International Prostate Symptom Score) magyar forditdsanak
kitoltése j6 megkozelitéssel ad valaszt erre a kérdésre. (Mind Eurdpédban, mind az Egyesiilt
Allamokban a legelterjedtebben elfogadott és haszndlt tabldzat). A diagnézis feldllitdsanak

kovetkezO 1€pése egy egyszerli urodinamikai vizsgdlat a vizelet dramldsdnak mérése, az
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uroflowmetria, melynek sordn a maximalis dramlasi sebességet (Qmax) €s az atlagos aramlast
hatdrozzak meg (uroflow gorbe).

A fenti vizsgédlatok kezelést ellen6rzd viziteken torténd elvégzése jo képet adhat a
betegség tiineteinek javuldsar6l, vagy az esetleges sulyosboddsar6l. Miutdn a fenti
panaszokkal jelentkezd betegek életkora éltaldban Otven év felett van, az évenkénti PSA
vérvizsgélat, a prosztatardk szlrése szempontjabol szintén ajanlott. A 80-as évek végén
Stamey és munkatdrsai igazoltdk (16), hogy a prosztata volumene és a szérum PSA-értékek
korreldlnak egymadssal, ezért a vérvételt a TRDV elétt kell elvégezni az élpozitiv értékek

elkeriilése céljabol.

1.2. A BPH kezelése

1.2.1. A BPH nem sebészeti kezelése

1.2.1.1. Gondos kovetés (Watchfull waiting: WW)

A BPH sordn alkalmazott terdpidt a beteg panaszai hatirozzdk meg. A BPH
kezelésének célja az alsé hugyuti tiinetek csokkentése, az életmindség javitdsa, valamint a
BPE vagy BPO okozta szovodmények kialakuldsanak megel6zése. Helyes indikacié esetén a
gondos kovetés (Watchfull waiting-WW) hatékony mddszer. Vizsgdlati adatok bizonyitjék,
hogy a betegek 85 %-a a WW els6 évében progresszidé mentes, valamint a betegek 65 %-a 5

év tavlatban is megdrizte stabilitdsat (17-18).

1.1.2.2. Fitoterapeutikumok

Kezdeti, mérsékelt foku klinikai panaszok mellett a BPH novényi kivonatokkal torténd
kezelése is ismert. A flirészpalma (Sabal serrulata, Serona repens) gyiimolcsének kivonata
antiflogesztikus és antikongessziv szoveti hatasaval €s 5o reduktdz aktivitds csokkentésével
fejti ki terdpids hatdsat. A csalangyokér (Urtica radix) kivonat a fehérjéhez kotott
tesztoszteron csokkentésével, a tokmagkivonat (Cucurbita semen) a dihidro-tesztoszteron
receptor kotodés gatldsaval csokkenti a beteg panaszait. A rozspollen (Secale cereale)
antiflogisztikus és antikongesztiv, a liliom ndvény (Hypoxidace) a prosztaglandin szintézis

gatlas utjan kialakul6 antiflogisztikus aktivitdsan keresztiil fejti ki hatdsat.
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A novényi kivonatok hatékonysagdnak bizonyitdsa nem minden szer esetében egyértelm, a
pontos hatdsmechanizmusuk nem tisztazott - emiatt tovdbbi randomizalt, placebokontrollalt

vizsgalatok elvégzésére lenne sziikség (19).

1.1.2.3. Gyoégyszeres kezelés

Az a-blokkol6 gyogyszerkészitmények (prazosin, doxazosin, alfuzosin, terazosin,
tamzulosin) a prosztatadllomdny simaizomzatiban és a holyagnyakon elhelyezked6 o—1
adrenoreceptorok kozvetlen blokkoldsa tutjan fejtik ki hatdsukat. A terdpids gyogyszerhatds
eredményeként a tiinetek gyorsan csokkennek, az uroflowmetrids paraméterek javulnak. Az
a—1 receptor blokkoldkat a kézepesen stlyos és a sulyos alsé higyiiti tiinetektdl szenvedd
betegek elsoként vilasztandd gydgyszeres kezelésének ajanljik.

Az 5o reduktdz inhibitorok (finaszterid, dutaszterid) az 5o reduktiz enzim
mikodésének gatlasdval megakaddlyozzédk a tesztoszteron — dehidrotesztoszteron dtalakulést,
igy csokken a szérum dihidrotesztoszteron (se DHT) szintje. A prosztata novekedésében
kozvetleniil aktiv szerepet jatsz6 DHT tartds deplécidja dltal a BPH visszafejldik, a prosztata
térfogata csokken, a vizeletdiramlds szabadda valik. A gydgyszer tartés alkalmazdsival
bizonyos esetekben a teljes vizeletelzar6dds megsziintetheto.

A dutaszterid a finaszteriddel ellentétben az Sa reduktdz enzim mindkét izoenzimjének
szupresszidjara képes, ezéltal a se DHT szint 90 %-os csokkenését okozza (20).

A dutaszteriddel kapcsolatban lefolytatott tanulmanyok alapjan elmondhatd, hogy a
dutaszterid jol tolerdlhatd készitmény, az észlelt hatékonysdg, mellékhatdsok €s tolerdlhatdsig
tekintetében a finaszteriddel megegyez0 képet mutat, azonban e tekintetben tovabbi

randomizalt 6sszehasonlité tanulmanyok elvégzése sziikséges (21-22).

1.2.2. A BPH sebészeti kezelése

A BPH miitéti kezelése az obstrukcid f6 okdnak tartott szovetszaporulat eltavolitdsara
irdnyul. A miitéti beavatkozdsok dont6 tobbsége a gydgyszeres kezelésre refrakter LUTS-sal
rendelkezd betegek korébol keriil ki. A konvenciondlis beavatkozdsok korébe a prosztata
transzuretralis rezekciéjat (TURP) és a nyilt adenomektdmidt soroljak. Ide tartoznak tovabba a
transzuretrdlis 1ézer vaporizacios eljardsok €s a TURP-technika elektrosebészeti modifikéci6i

is (rotorezekcid, bipolaris technika).
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1.3. Luteinizalo —hormon releasing hormon agonista és antagonista anal6gok szerepe a

BPH kezelésében

Az 1990-es években Eri LM. és munkatérsai széleskori tanulmadnyokat folytattak a
BPH LHRH agonista analégokkal torténd kezelése terén (14). Ezek a tanulmanyok igazolték,
hogy a BPH LHRH agonista kezelése sordn a tesztoszteron szint jelentdsen (kasztracids
szintre) csokken, az alsé hugyuti tiinetek (LUTS) javuldsa azonban csekély mértékii. Az
LHRH antagonista analégok lehetnek a lehetséges 1) gydgyszermolekuldk a BPH illetve a
prosztata karcindma kezelésében. Az LHRH antagonista anal6gok direkt médon géatolhatjak
az LHRH-receptorokat, igy elmarad az LHRH agonista analégok alkalmazdsa soran kialakul6
oflare-up jelenség” — melynek kovetkezménye az emelkedett LH és FSH
felszabadulds/release, illetve a megemelkedett tesztoszterontermelés (1. Abra).

Az LHRH antagonista analégokkal torténd kezelés sordn igy nem sziikséges a kezelést
megeldz6é antiandrogén kezelés sem. A BPH kezelésében alkalmazhat6 LHRH antagonista

analogok koziil a Cetrorelixnek vannak a legszélesebbkorti vizsgélatai (23-24), de BPH-ban

torténd klinikai alkalmazdsdhoz tovabbi randomizalt dsszehasonlité tanulmanyok elvégzése

sziikséges.
A. LHRH agonista B. LHREH antagonista
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1.Abra: Az LHRH agonista és az LHRH antagonista hatasa a szérum hormon szintre
(LH, FSH, tesztoszteron, osztrogén szintre). BPH: benignus prosztata hiperplazia, IVF: in
vitro fertilizacio. (forrds: Gabor Mezo és mtsai. 2009 Luteinizing hormone-releasing hormone

antagonists. Expert Opinion on Therapeutic Patents 19 (12)1771-85. Modositva, dtvéve (25)).
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2. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon (LHRH- I) kémiai
szerkezete, szintézise és az LHRH-I térbeli modellje. Az 1-es tipust Luteinizalé6 hormon
— releasing hormon ligand és az 1-es tipusi Luteinizalé hormon - releasing hormon

receptor kozott kialakult komplex (az LHRH-I ligand és az LHRH-R-I kozott kialakult

komplex) térbeli elrendezédése (forrds: http.//www.ncbi.nlm.nih.gov)

A Luteinizdl6 hormon - releasing hormon—-I (LHRH-I) a reproduktiv hormonadlis
rendszer egyik kozponti szabdlyozdja. Eloszor 1971-ben harom egymastdl fiiggetlen
kutatécsoport izoldlta a Luteinizald hormon - releasing hormon-I-et (LHRH-I) emlds
hipothalamuszbdl (26). Andrew V. Schally és Roger Guillemin egymdstdl fiiggetleniil irta le
az LHRH-I mint dekapeptid pontos amindsav szekvencidjat (pyroGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-
Leu-Arg-Pro-Gly-NH,), melyért 1977-ben mindketten Nobel-dijban részesiiltek. Az LHRH-I-
et a hipothalamusz neuroszekretoros idegsejtjei termelik. A hipothalamusz neuroszekretoros
idegsejtjei dltal termelt hormonok a hipofizis portélis keringésébe szekretdlodnak. A hipofizis
gonadotrép sejtjei pulzatilis mdédon juttatjdk a szisztémds vérkeringésbe a gonadotrép
hormonjaikat: a luteinizdlé hormont (LH) és a follikulus stimuldlé hormont (FSH). Az LH és
FSH {0 feladata az ivarmirigyek ivarsejtjeinek és szteroid hormon termelésének serkentése.

Az LHRH-I ligand az LHRH-R~I-hez k&tddése sordn ,,hajlott” konformaciot vesz fel.
Azonositottdk azokat az amindsavakat is, melyeknek szerepe van a ligand-receptor komplex
kialakitdasdban illetve a receptor aktivdldsaban (2. Abra).

Az LHRH-I dekapeptid pontos aminosav (aa) szekvencidjdnak és konformdcidjanak
ismeretében lehetévé valt az LHRH-I ligand és az LHRH-R-I komplex térbeli modelljének
dbrazolasa (3. Abra). Mindezek ismeretében megindultak a kutatdsok abba az irdnyba, hogy
egyes aminosavak kicserélésével az eredeti LHRH-I molekuldnal hatdsosabb polipeptidet
fejlesszenek ki. A fejlesztések hatdsara eloszor az agonista LHRH-I anal6gok keriiltek
kifejlesztésre, majd viszonylag gyorsan gyogyszer formdjdban is hozzaférhetové valtak.
LHRH-I antagonista anal6gok kidolgozasa hosszabb id6t vett €s vesz igénybe napjainkban is

(3.Abra).
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D-aminosav csere
Stabilizdlja a konformadcidt

Receptorhoz vala
katodéshen
FeésTivevd
aminosavak

Receptorhoz vald
kitodéshen és a
receptor altivacichan
résztvevd aminosaval
D-aminosav csere az
antagonistilkhan

PV

hipofizedlis LHRH receptor—I ebben a konformdcidoban koti az LHRH-I ligandot. A 6.
aminosav (Gly—glycin) stabilizdlja a ,hajlott” konformaciét €s noveli a ligand kotodési
affinitdsat az LHRH receptor—I-hez. Az N—termindlis (—NH,) rész pirossal, a C—termindlis (—
COOR) rész pedig zolddel jelolve. Az LHRH-I ligand —-NH, és -COOH része is részt vesz az
LHRH receptor—I-hez torténd kotésben. Az —NH, résznek szerepe van az LHRH receptor—I
aktivacioban és LHRH antagonista analégokat az itt 1évé aminosavak cseréjével szintetizaljdk
(forrds: Millar RP. 2002 Reproductive medicine: molecular cellular and genetic fundamentals
edited by B.C.J.M. Fauser, Parthenon Publishing, Lancaster, UK. pp 199-224. modositva,
datvéve (27)).
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3. Abra: A humén 1 - es tipusi Luteinizalé hormon — releasing hormon ligand és a
human 1 - es tipusi Luteinizalé hormon - releasing hormon receptor (LHRH-I és
LHRH-R-I) komplex térbeli modellje. A. LHRH-I ligand sziirkével jelolve, az LHRH-I
ligand — LHRH receptor—I komplex kialakitisdban résztvevé LHRH-I ligand amindsavai
sargaval, az LHRH receptor-I 7 transzmembran doménjei kékkel jelolve; B. LHRH-I ligand

— LHRH receptor-I komplex kialakitasdban résztvevd amindsavak fehérrel, az LHRH
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receptor—I 7 transzmembrdn doménjei narancssargaval jelolve (forrds: Millar RP, Lu ZL,
Pawson AJ, Flanagan CA, Morgan K and Maudsley SR. 2004 Gonadotropin-releasing

hormone receptors. Endocrine Reviews 25 235-275. Modositva, dtvéve (28)).
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4. Abra: A Kklinikai gyakorlatban/terapidsan alkalmazott vagy fejlesztés alatt all6 LHRH

agonista és antagonista analégok (forrds: Millar RP, Lu ZL, Pawson AJ, Flanagan CA,
Morgan K and Maudsley SR. 2004 Gonadotropin-releasing hormone receptors. Endocrine
Reviews 25 235-275. Modositva, dtvéve (28)).
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Az LHRH-nak tobb izoformja is ismert. Az 1990-es évek végén Chen és mtsai. illetve
Gestrin és mtsai. izoldltdk a Luteinizalé hormon — releasing hormon-II-t (LHRH-II) (29,30).
Az LHRH-II gén a 20p13 (31) kromoszéman lokalizalodik, tdvol az LHRH-I géntdl, mely a
8p21-p11.2 kromoszéman lokalizalédik. Az LHRH-II szignifikdnsan magasabb mértékben
expresszdlddik extraneurondlis szovetekben. Elsdsorban vesében, csontveldben és
prosztatdban igazoltdk expresszidjat (31). In vitro tanulmanyok igazoljak az LHRH-II tumor
novekedés gatlé hatdsit. Az LHRH-II nagyobb affinitdssal kotddik a 2-tipusui Luteinizal6
hormon — releasing hormon receptorhoz (LHRH-R-II), mint az LHRH-R-I-hez. Azonban in
vitro humdn karcinéma sejtvonalakon elvégzett tanulmanyok arrdl is beszamolnak, hogy az
LHRH-II, az LHRH-R-I medidlt szigndlutvonalakat is aktivdlhatja (32,33). Humdn
endometrium és ovarium karcinéma sejtvonalakban igazoltdk a teljes LHRH-R-II mRNS
expresszidjat (34).

1999-ben Yaholom és mtsai. izoldltdk az LHRH harmadik izoformjét a Luteinizalé —

hormon releasing hormon-III-at (LHRH-III) (35).

3. A human 1-es tipusi Luteinizalé6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-R-I)

(Abra: ligandkotés, aktivacio)

A Luteinizing hormon releasing hormon receptor-I (LHRH-R-I) az irodalomban
szamos szinonim névvel szerepel: Gonadotropin hormon - releasing hormon receptor
(GnRHR), Luliberin receptor (LRHR), I-tipusi Luteinizing hormon - releasing hormon
receptor (LHRH—-R-I). Dolgozatomban az LHRH-R~I nomenklatirat kovetem. Az LHRH-R
—I génje a 4. kromoszoma hosszu karjan (4q21.1) lokalizalédik €s 3 exonbdl és 2 intronbdl
épiil fel. Az LHRH-R-I 7 transzmembran doménnel (TM) rendelkez6, 60 kDa nagysagi G-
protein kapcsolt receptor (GPCR: G-protein coupled receptor), mely az adenohipofizis
gonadrotrop sejtjeinek felszinén expresszalodik. A 7 TM-hez 3 extracellularis és 3
intracellularis loop csatlakozik. A humdn LHRH-R-I az egyetlen ismert GPCR, mely nem

rendelkezik C—terminalis farki résszel (5. Abra).
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5. Abra: A humin LHRH receptor-I kétdimenziés abrazolasa — jelolve a 7
transzmembran doméneket, az extracellularis és az intracellularis loopokat. Az LHRH
ligand kotésében fontos aminosavak az dbrdn piros szinnel vannak feltiintetve. Zold betiivel
szerepelnek az LHRH receptor-I konformécié stabilitisdban és az LHRH-I ligand kotésében
fontos aminosavak. A receptor aktivacioban fontos aminosavak kék szinnel vannak jeldlve,
mig a G—protein aktivalasdban résztvevd amindsavak narancssargaval. (forrds: Millar RP, Lu
ZL, Pawson AJ, Flanagan CA, Morgan K and Maudsley SR. 2004 Gonadotropin-releasing

hormone receptors. Endocrine Reviews 25 235-275. Modositva, dtvéve (28)).

3.1. A human 1-es tipusi Luteinizalé hormon - releasing hormon receptor-I (LHRH-

R-I) jelatviteli mechanizmusai

Az LHRH-R-I ligand kotddése utdn szamos jeldtviteli utat aktival. Ezen jelatviteli
utak koziil leginkdbb tanulmanyozottak a G—protein kapcsolt szigndl transzdukcids ttvonalak,
melyeket alapvetéen a fehérje o—alegysége hatiroz meg. Ez utébbiak az LHRH-I ligand
kotése esetén, jelen ismereteink szerint a G (stimulatorikus/stimuldlé G-protein) €s Gy
lehetnek. A G, fehérje aktivacidjat kovetden az adenildt cikldz foszforildlja a ciklikus
adenozin—monofoszfatot (cAMP), majd a keletkezd aktiv cAMP cAMP-fiiggd protein
kindzokat, azok pedig tovabbi fehérjéket indukdlnak. A Gy/1; szigndl transzdukcids utvonala
kiilonbozik a G szigndl transzdukcids ttvonalatdl. A Gy elséként a foszfolipdz C—f (PLC-f)
fehérjét aktivdlja, majd a foszfatidil-4,5-biszfoszfatot (PIP,) diacil-glicerolra (DAG) és
inozitol-trifoszfatra (IP3) hidrolizalja. A DAG protein kindz C (PKC) aktivaciot valt ki, mig az
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IP5 intracellularis Ca’" felszabaduldshoz vezet.

Az elmul 15 évben megjelent szdmos tanulmdny igazolta, hogy az LHRH-R-I
expresszalodhat extrahipofizedlis normdl és tumor szovetekben is (1-11). A gonadrotrép
sejtekben és az extrahipofizedlis szovetekben végbement szignél traszdukcids utvonalak,
azonban kiillonboznek egymastdl. Az adenohipofizis gonadotrép sejtjeinek LHRH-receptorai
ligand kotést kovetden elsdsorban Gy— €s Ggi1— protein aktivaciot hoznak létre, mig az
extrahipofizedlis szovetekben leginkdbb tanulmanyozott szignél transzdukcids utvonal a G;j

(inhibitorikus/gétlé G-protein) aktivalédasdhoz vezet (6. Abra) (25, 36-39).
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6.abra: Az 1-es tipusi human Luteinizalé hormon — releasing hormon receptor (LHRH-R-I) ligand kotés soran aktivalt G—protein
vezérelt szignal traszdukcioés utvonalai (forrds: hitp.//www.genome.jp/dbgetbin/show_pathway ?map04912, Médositva, dtvéve)
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3.2. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor-1 (LHRH-R-
I) transzKkript variansai és izoformai

A human I-es tipusi LHRH-receptornak korabbi irodalmi adatok szerint két transzkript
variansa igazolt (12-13). A két transzkript varians az LHRH-R~I gén 2. exonjat érint6 delécio
kovetkeztében alakul ki (7. Abra). Az irodalmi nomenklaturat kovetve az LHRH-R-I sb2
transzkript varidns az LHRH-R-I gén 2. exonjdnak 128 bazispdros (bp) delécidja, mig az
LHRH-R-I sb3 transzkript varidns az LHRH-R-I gén teljes 2. exon (220 bp) delécidja miatt
jon létre. A delécidval kialakult LHRH-R-I transzkript varidnsokrdl transzlalédé fehérje
izoformok is eltérnek a teljes LHRH-R-I génrdl transzlalédé 7 TM-mel rendelkezd 328 aa-
bol felépiild hipofizedlis fehérjétdl. Az LHRH-R-I sb2 transzkript varidnsrdl egy 249 aa-bdl
felépiild 5 TM-mel rendelkez6 fehérje izoform transzlalédik. Az LHRH-R-I sb3 transzkript
variansrél eddigi irodalmi adatok nem igazoltdk a transzlaciét, az mRNS expresszidjat

egérben mutattdk ki (40).
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7. Abra: Az 1-es tipusi huméan Luteinizalé hormon — releasing hormon receptor (LHRH-R-I) transzkript varidnsainak és izoformainak
sematikus abrazolasa. Az LHRH-R-I gén 3 exonjat az dbran rémai szamokkal jelolték (I, II, III). Az LHRH-R~I transzkript varidnsokrol
transzlalodo proteinek részleges amindsavszekvencidja €s a transzlalod6 LHRH-R-I izoformok aminosavszdma (aa) (LHRH-R-I sb1:328 aa,
LHRH-R-I sb2: 249 aa és LHRH-R-I sb3: 177 aa) az LHRH-R-I izoformok kozti kiilonbséget szemlélteti (forrds: Kottler ML, Bergametti F,
Carre MC, Morice S, Decoret E, Lagarde JP, Starzec A and Counis R. 1999 Tissue-specific pattern of variant transcripts of the human

gonadotropin-releasing hormone receptor gene. European Journal of Endocrinology 140 561-569. Modositva, dtvéve (13)).

34



II1. Célkitiizések

Eddigi irodalmi adatok alapjdn nem tisztdzott a huméan Luteinizdl6 hormon-releasing
hormon-I (LHRH-I) és a human Luteinizal6 hormon-releasing hormon receptor-1 (LHRH-
R-I) expresszigjanak mértéke human benignus prosztata hiperplazidban (BPH). A humén
Luteinizalé hormon-releasing hormon receptor-I-nek (LHRH-R-I) irodalomban 2 transzkript
varidnsa igazolt. Ezeknek az LHRH-R-I transzkript varidnsoknak mRNS szinten valamint a
transzlalod6 LHRH receptor—I izoformok fehérjeszinten torténd expresszidjanak
meghatdrozdsa nagyban segitheti Gjabb, a terdpidban jol alkalmazhat6 LHRH receptor-I

agonista illetve antagonista analogok kifejlesztését.

Ph.D. munkdm sordn a humén I-es tipusi LHRH ligand (LHRH-I), a humén 1-es
tipusi LHRH receptor (LHRH-R-I), illetve az LHRH receptor-I transzkript varidnsainak
messenger RNS (mRNS) expressziéjat mértem reverz transzkripciét kovetd polimerdz
lancreakciéval (RT-PCR) 1j, sajat tervezési és irodalomban mar kordbban kozolt
primerparok segitségével. A humdn LHRH receptor-I expresszidjat immunhisztokémidval
(IHC) vizsgdltam humin BPH szovetmintdkban és pozitiv kontrollként alkalmazott humén
hipofizis szovetben. Az IHC mérések alapvetd célkitlizése, hogy vizsgdljuk az LHRH-R-I
illetve és/vagy LHRH-R-I izoform(ok) expresszidjait BPH szovetmintdban a kontrollként
haszndlt hipofizishez képest. Az LHRH-R-I funkciéképességét ligand kotési assay
segitségével mértiikk  kollaboraciés  kisérleteink sordn a  BPH  szovetmintdk
membrénfrakcidiban. A direkt leszoritdsi vizsgdlatok sordn LHRH antagonista és agonista
analdgok alkalmazasaval mértik a BPH szovetmintdk membranfrakcidiban elhelyezkedd

LHRH receptorok specificitasat é€s kotési affinitdsat valamint kapacitdsat.

Kisérleteinkben a kovetkezo6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

A. mRNS expresszios mérések reverz transzkripciot koveté polimeraz lancreakcioval

(RT-PCR-rel)

- Fagyasztott nativ BPH szovetminta esetén melyek az optimdlis koriilmények a szovet

homogenizédlasdhoz és megfeleld mindségli RNS izoldldsahoz?

- A reverz transzkripciét kovetd polimerdz lancreakcid (RT-PCR) soran alkalmazott

protokollok bedllitdsa és optimalizdldsa a human 1-es tipusu Luteinizdl6 hormon — releasing
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hormon (LHRH-I) és a humén 1-es tipusu Luteinizal6 hormon — releasing hormon receptor

(LHRH-R-I) expresszidjdnak méréseihez.

- Az RT-PCR reakciokhoz alkalmazott sajat tervezési dj €s az irodalomban mar kordbban
kozolt primerparokkal a reakcidk optimalizdldsa a pozitiv kontrollként hasznédlt human

hipofizis szovetre és huméan BPH szovetmintakra.

- Expresszalodik-e a human 1-es tipust Luteinizdlé6 hormon — releasing hormon (LHRH-I)

mRNS szinten BPH-ban?

- Expresszdlodik-e a humén hipofizealis 1-es tipust Luteinizadlé hormon — releasing hormon

receptor (LHRH-R-I) mRNS szinten BPH-ban?

- Expresszalodnak-e a humdn hipofizedlis 1-es tipusu Luteinizal6 hormon — releasing hormon
receptor (LHRH-R-I) irodalami adatok alapjdn igazolt transzkript varidnsai mRNS szinten

BPH-ban?
- Létezik-e/léteznek-e a human hipofizedlis 1-es tipusi Luteinizdl6 Hormon — releasing
hormon receptornak (LHRH-R-I) irodalmi adatok alapjan eziddig nem igazolt transzkript

variansa(i) human hipofizisben illetve jelen munkankban legféképpen BPH-ban?

B. Fehérje expresszios mérések Immunohisztokémiaval (IHC)

- Formalinnal fixalt paraffinba dgyazott BPH szovetminta és human hipofizis minta esetén

melyek az optimaélis koriilmények, milyen antigénfeltaras sziikséges?

- A human hipofizedlis 1-es tipusu Luteinizal6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-
R-I) fehérje expresszidjanak €s lokalizacidjdnak vizsgalata a pozitiv kontrollként alkalmazott

humdn hipofizis szovetben és a human BPH szévetben?
- A human hipofizedlis 1-es tipusu Luteinizdl6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-

R-I) expressziét mutaté sejtek azonositdsa humdan hipofizis szovetben és a human BPH

szovetben.
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- Van-e kiilonbség a kontrollként alkalmazott humdan hipofizisben és a human BPH
szovetmintdkban mért 1-es tipusu Luteinizal6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH-

R-I) fehérje expresszidjaban?

C. Az LHRH-R-I funkcioképességének vizsgalata human BPH-ban Ligand kotési Assay-
vel (Ligand Binding assay:LBA)

- Membranpreparéldsi protokoll bedllitdsa human BPH szovetminta esetén.

-Kompeticiés  ligand  kotési  vizsgalatokkal igazoltuk a BPH  szOvetmintdk

membrénfrakcidiban a funkcidképes LHRH receptor jelenlétét.

- Vizsgéltuk, hogy melyek az optimadlis koriilmények a direkt leszoritdsi ligand kotési assay

elvégzéséhez.

- Tanulmanyoztuk a BPH szovetmintdk membranfrakcidiban jelenlévd LHRH receptorok
specificitasat, kotési affinitdsat és kapacitdsat valamint a terdpidban alkalmazhat6 két LHRH
analdg, egy LHRH antagonista (Cetrorelix) és egy LHRH agonista (Buserelin) receptor kotési

tulajdonségait.

- A Kklinikai kép, a human hipofizedlis 1-es tipusu Luteinizdlé6 hormon — releasing hormon
receptor (LHRH—-R-I) transzkript varidnsok, a-humédn 1-es tipusd Luteinizdl6 hormon —
releasing hormon ligand (LHRH-I) mRNS expresszidja és a huméan Luteinizdl6 hormon —

releasing hormon receptor funkcidképessége kozotti dsszefiiggés vizsgalata.

- Elemeztiik, hogy van-e korreldcié a vizsgalt BPH mintdk klinikai adatait és az mRNS

expresszid és/vagy a ligand kotési tanulmanyok kozott?
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IV. Moédszerek

1. Mintagyiijtés

20062008 kozott miitéti uton eltavolitott 35 BPH szovetminta (atlag életkor: 67.9 év
+ 0.5; életkor tartomdny: 55-82 év) dllt a rendelkezésiinkre molekuléris bioldgiai
vizsgalatokhoz a Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudomanyi Centrum Uroldgiai
Klinikdjarol. Pozitiv kontrollként 3 humdn hipofizis mintat hasznéltunk, melyet a Debreceni
Egyetem Orvos — és Egészségtudomanyi Centrum Patholégiai Intézetébdl kaptunk. A Miami
Egyetem Patholdgiai Inzézetével folytatott kollabordciés munka sordn tovabbi 20 BPH
szovetmintdban torténtek molekuléris bioldgiai és funkciondlis vizsgadlatok. A mintdkat
feldolgozasig mélyfagyasztottuk, melyre a mRNS expresszios vizsgélatok miatt volt sziikség.
Kisérleteink tervezése ¢&s kivitelezése sordn a Debreceni Egyetem Orvos - és
Egészségtudomanyi Centrum Etikai Bizottsaga dltal jovahagyott protokollok szerint jartunk

el.

2. Alkalmazott modszerek

(A kovetkezokben ismertetett modszerekkel legkevesebb harom, fiiggetlen Kisérletet

végeztiink)

2.1. Homogenizalas és teljes RNS izolalas

Minden BPH mintdb6l €és huméan hipofizis mintdbél 20-30 mg szovetet
homogenizaltunk mechanikusan kapszulds homogenizatorral (Mikro-Dismembrator U
Sartorius, Németorszdg), folyamatos nitrogén-hiités mellett (RNéaz gitlas). A homogenizalast
3 percig 1800-as fordulatszdmon végeztiik. Ezt kovetden a szdvet homogenizatumokbdl teljes
RNS-t izolaltunk (NucleoSpin Total RNA Isolation Kit Macherey-Nagel, Németorszdg) gyari
kit segitségével a gyari protokollt optimalizdlva. Roviden: A szévet homogenizatumokat B —
merkaptoetanolt (3—ME) tartalmazé guanidin—izotiocianit—tartalmu pufferben lizdltuk, majd a
viszkozitds csokkentése érdekében filteren sziirtilk. Ezt kovetéen szilicium—dioxid
membranhoz (NucleoSpin® RNS/DNS-kité oszlop) kotottik a sejtlizditumok nukleinsav
tartalmat. Az oszlophoz kotott DNS-t kétszeri DNaz emésztéssel (2x15 min) eliminaltuk,

majd a tovabbi lépések sordn az alkalmazott DN4azt megfeleld pufferrel semlegesitettiik.
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Végiil a szilicium—dioxid membran haromszori dtmosdsat kovetden az RNS-t 40 ul RNéz-
mentes H,O-ben eludltuk. Az izolalt teljes RNS-t felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

Az RNS Kkoncentriciéjat és tisztasadgat Nanodrop spektrofotométerrel (Nanodrop® ND-1000
UV Spectrophotometer, Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg. Az
RNS-t a reverz transzkripciét kovetd polimerdz lancreakciéhoz (RT-PCR-hez) megfeleld
koncentracidjinak (100-1000 ng/ul) és tisztasdgunak tekintettiilk, ha a mintdk abszorbcidja
260/280 és 260/230 nm-en 1,8-2,0 kozotti érték volt.

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

Az ismert RNS koncentracidk fiiggvényében normalizéltuk az egyes mintdkat, majd
reverz transzkripcié segitségével az RNS-t komplementer DNS-€é konvertdltuk. A reakcid
soran mintanként 100-250 ng RNS-bdl indultunk ki. A reverz transzkripci6 MMLV reverz
transzkriptdz enzim (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase Reverse
Promega Co, Madison, WI, USA) segitségével tortént két 1épésben a gydri protokoll utasitasai
szerint. A reverz transzkripcié sikerességét belsd standard gén (humdén beta — aktin: bACT)
mRNS expresszidjaval igazoltuk. Minden esetben humén hipofizis szovetet hasznaltunk
pozitiv kontrollként. Negativ kontrollként tn. no — templat kontrollt hasznéltunk (azaz a
mintdt nem, de a reakcidhoz sziikséges minden mds reagenst tartalmazé elegyet) annak
céljabol, hogy kizarjuk a kontaminécié ill. alpozitivitds lehetdségét. A PCR-termékek
detektdldsa minden esetben az aldbbiak szerint tortént: az amplifikdlt PCR-termékeket 1,5 %-
os etidium bromidot tartalmazé agaréz gélen valasztottuk el, UV-fényben tettiik 14thatéva és
géldokumentécids rendszerrel (DigiDoc RT2 Alpha Innotech, USA) detektaltuk. 50 bp-os

DNS-markert hasznéltunk (Promega, USA) a PCR-termékek méretének ellendrzéséhez.

2.2.1. Reverz transzkripcié ellenérzése a human beta—aktin (bACT) mRNS
expresszidojanak mérésével

A reverz transzkripcié eredményességét a human bACT housekeeping gén mRNS
expresszidjanak pozitivitdsaval igazoltuk a human LHRH-R-I és a human LHRH-I ligand
mRNS expressziéjanak mérése elétt. A bACT mRNS expresszidjanak mérésére irodalomban
kozolt primerpért hasznéltunk (43). Mivel a bACT génre specifikus forward (F) és reverse (R)
primerpér kiillon exonra tervezett (3. exon és 4. exon), igy az amplifikalt termék nagysdgabdl
az esetleges genomi DNS (gDNS) kontamindciot is vizsgalhattuk. Az aldbbi PCR protokoll
alapjan mértiik a human bACT mRNS expresszidjat: 2 pul cDNS-t amplifikaltunk 1,5 mM
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MgCl-ot, 1xPCR puffert (Invitrogen), az egyes dezoxynukleotidokbdl (dNTP:
dGTP,dCTP,dATP,dTTP) (Promega, WIL,USA) 200 pM-t tartalmaz6 elegyben 1U Taq DNS
polimeraz (Invitrogen) segitségével, 0.25 uM (F3: 5’-GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3’ (3.
exon)) és 025 pM (R4: 5-GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3" (4. exon)) primer
koncentracié mellett 25 pl végtérfogatban. A kezdeti denaturacids 1épést, melyet 94 °C-on 3
percig végeztiink, a human bACT PCR 30 ciklusa kovette, mely az aldbbi 1épésekbdl allt:
denaturdlds 94 °C-on 45 s-ig, anelldlas 60 °C-on 30 s-ig, extenzié 72 °C-on, 90 s-ig. A 30

ciklus utdn egy végso extenzids 1épést végeztiink 72 °C-on 10 percig.

2.2.2. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH—R~-

I) mRNS expressziojanak mérése PCR-rel

A humidn LHRH—R—I mRNS expresszidjat harom primerparral mértiik, melybdl egy
sajat tervezésti primerpar (LHRH-R-I F1°/R2’) volt. A humdn LHRH-R-I mRNS
expressziés méréséhez haszndlt primerpdrok jeldlése sordn a 8. Abra szerinti nomenklatirat
kovettem (13,14,48,49). A human LHRH-R-I mRNS expresszidjdnak mérésére optimalizalt
RT-PCR protokollokat foglalja 6ssze az 1. Tablazat.
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(Halmos G. és mtsai.: 2000 The Journal of Urology 163, 623-629)
F1: 5-GACCTTGTCTGGAAAGATCC-3’ (EXON 1 1844-1863)
R1:5°-CAGGCTGATCACCACCATCA-3’ (EXON 1 2143-2162)

LHRH-R-I F2/R3- (309 bp LHRH-R-I Sb1)

(Wilson AC. Es mtsai.: 2006 J. of Endocrinology 191, 651-663)

F2: 5>~ AGCAGACAGCTCTGGACAGACAAAA-3 (EXON 2 2300-2334)
R3: 5>~ ACATAGTAGGGAGTCCAGCAGACA-3 (EXON 3 2582-2605)

LHRH-R-I F1°/R2’-(219 bp LHRH-R-I Sb1, 91 bp LHRH-R-I Sb2)

(Primer3 http://www-genome.wi.mit.edu/cgi bin/primer/primer3_www.cgi)

F1’: - TAGTGTCTTTGCAGGACCACA-3’ (EXON 1 2252-2272)
R2’: 5 -CGTGTCAGGGTGAAGATGATT-3’ (EXON 2 450-2470)

Gén:
CDS:

1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2471
2521
2581
2641
2701

8. Abra: A human 1-es tipusd Luteinizalé hormon — releasing hormon receptor (LHRH-

LHRH-R-I Sbl
987 bp NP_000397

cctgggaaaa
tcaacaacag
E88gagtgac
tgttgaaact
agctgctctt
tggatgggat
tcagttatct
-gaccgct c
agtccatggt
tcttcaggat
taacacactg
gctgcctcett
ccctgacacg
atataccaag
ctgtctgcetg
taaacaggtt
gctttgatcc

tatggcaaac
catcccactg
ggttactttc
tcagaagtgg
aaaacatctg
gtggaacatt
aaagcttttc
cctggctatc
tggcctggece
gattcatcta
cagtttttca
catcatccct
ggtccttcat
agcacggctg
gactccctac
gtcagaccca
acttatctat

agtgcctctce
atgcagggca
ttcecttttte
acacagaaga
accttagcca
acagtccaat
tccatgtatg
acgaggcccc
tggatcctca
gcagacagct
caatggtggce
cttttcatca
caggaccccce
aagactctaa
tatgtcctag
gtaaatcact
ggatattttt

ctgaacagaa
acctccccac
tgctctcectge
aagagaaagg
acctgttgga
ggtatgctgg
ccccagectt
tagctttgaa
gtagtgtctt
ctggacagac
atcaagcatt
tgctgatctg
acgaactaca
aaatgacggt
gaatttggta
tcttetttet
ctctgtga

tcaaaatcac
tect]
gacctttaat
gaaaaagctc
gactctgatt
agagttactc
cal
aagcaacagc
tgcaggacca
aaaagttttc
ttataacttt
caatgcaaaa
actgaatcag
tgcatttgce
ttggtttgat
ctttgccttt

tgttcagcca

gcttctttcet
tcaagaatga
gtcatgccac
tgcaaagttc

aaagtcggac
cagttataca
tctcaatgtg
ttcaccttca
atcatcttca
tccaagaaca
acttcattta
cctgaaatgt
ttaaacccat

R-I) mRNS expresszigjanak méréséhez hasznalt specifikus primerparok szekvenciaja.

Rézsaszinnel jelolve az 1. exonra, sziirkével a 2. — 3. exonra és sargdval az 1. — 2. exonra

altalunk tervezett LHRH—R-I primerpdar. Pirossal jelolve a start kodon (atg) és stop kodon

(tga). A forward primerek jelolése F, a reverse primerek jelolése R — mellettilk szammal

jelolve, hogy a human LHRH-R-I gén melyik exonjara specifikusak.

(forrds: www.genatlas.org)
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2.2.2.1. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-
R-I) gén 1. exonjara tervezett specifikus primerparral mért LHRH-R-I mRNS

expresszio mérése PCR-rel

A human 1-es tipusu Luteinizadl6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH—R-I)

mRNS expresszidjanak mérését a human LHRH—R—I gén 1. exonjéra tervezett primerparral
kezdtiik. A primerpér jelolésére az LHRH-R-I F1/R1 nomenklaturat alakalmaztam. Erre az
LHRH-R-I F1/R1 primerpdrra talalhat6 a legtobb irodalmi hivatkozds (50). Koréabbi irodalmi
adatok szerint ezzel a primerparral extrahipofizedlis normél és tumor szovetekben is mértek

mRNS LHRH-R-I expresszi6t (2, 50,51). Azonban a humén LHRH—R—I gén 1. exonjira

tervezett primerparral végzett RT-PCR sorédn a hipofizedlis LHRH—R—I, a két LHRH—R-I

transzkript varidns valamint a gDNS kontaminicié kovetkeztében amplifikdl6dé PCR

termékek nagysdga azonos lesz.

Az LHRH-R-I F1/R1 primerparral az aldbbi PCR protokoll alapjdn mértiik a human LHRH-
R-I mRNS expresszidjat: 2 pl cDNS-t amplifikdltunk 1,5 mM MgCl-ot, 1xPCR puffert
(Invitrogen), az egyes dNTP-ékbdl (dGTP,dCTP,dATP,dTTP) (Promega, WI, USA) 200 uM-t
tartalmazo elegyben 1U Taq DNS polimerdz (Invitrogen) segitségével, 0.25 uM (F1:5’-
GACCTTGTCTGGAAAGATCC-3’ (1.exon)) és 0.25 uM (R1: 5’-
TGATGGTGGTGATCAGCCTG-3" (l.exon)) primer koncentricié mellett 25 pul
végtérfogatban. A kezdeti denaturdcids 1épést, melyet 94 °C-on 3 percig végeztiink a humén
LHRH-R-I F1/R1 PCR 45 ciklusa kovette, mely az aldbbi 1épésekbdl allt: denaturalds 94 °C-
on 45 s-ig, anelldlds 60 °C-on 30 s-ig, extenzié 72 °C-on, 90 s-ig. A 45 ciklus utdn egy végso

extenzids 1épést végeztiink 72 °C-on 10 percig.
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2.2.2.2. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-
R-I) gén 2. és 3. exonjara tervezett specifikus primerparral mért LHRH-R-I mRNS

expresszio mérése PCR-rel

A humén 1-es tipust Luteinizdlé6 Hormon — Releasing Hormon Receptor (LHRH-R-I)
mRNS expresszidjdnak mérését a human LHRH-R-I gén 2. és 3. exonjdra tervezett
primerparral folytattuk. A forward (F) primer a humdn LHRH-R-I gén 2. exonjdnak olyan
szekvencidjara van tervezve, mely az irodalomban igazolt két LHRH-R-I transzkript
varidansban nincs jelen (a 2. exont érinté 128 bp-os/LHRH-R-I sb2 illetve 220 bp-os/LHRH-
R-1I sb3 deléci6 miatt). fgy ezzel a primerparral csak a hipofizedlis teljes LHRH-R—I mRNS
expresszidja mérhetd a két LHRH-R-I transzkript varidns mRNS expresszidja nem. Korabbi
irodalmi adatok szerint ezzel a primerparral csak neuronokban mértek LHRH-R-I mRNS

expressziot (51). A primerpar jelolésére az LHRH—R-I F2/R3 nomenklatirat alkalmaztam.

Az LHRH-R-I F2/R3 primerpéarral az alabbi PCR protokoll alapjan mértiik a human
LHRH-R-I mRNS expresszidjat: 2 pl cDNS-t amplifikdltunk 3 mM MgCls-ot, 1XxPCR puffert
(Invitrogen), az egyes dNTP-kbdl (dGTP,dCTP,dATP,dTTP) (Promega, WI, USA) 200 uM-t
tartalmazo elegyben 1U Taq DNS polimerdz (Invitrogen) segitségével, 0.25 uM (F2:5’-
AGCAGACAGCTCTGGACAGACAAAA-3> (2.exon)) és 025 uM (R3: 5’-
TGTCTGCTGGACTCCCTACTATGT-3" (3.exon)) primer koncentrdci6 mellett 25 pul
végtérfogatban. A kezdeti denaturicids 1épést, melyet 94 °C-on 3 percig végeztiink a humén
LHRH-R-I F2/R3 PCR 45 ciklusa kovette, mely az alabbi 1épésekbdl allt: denaturdlas 94 °C-
on 45 s-ig, anelldlds 66 °C-on 30 s-ig, extenzié 72 °C-on, 90 s-ig. A 45 ciklus utdn egy végso

extenzios 1€pést végeztiink 72 °C-on 10 percig.
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2.2.2.3. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-
R-I) gén 1. és 2. exonjara kutatécsoportunk altal tervezett primerparral mért LHRH-

R-I mRNS expressziéo mérése PCR-rel

A humaén 1-es tipust Luteinizalé6 hormon-releasing hormon receptor (LHRH-R-I)
mRNS expresszidjdnak mérését a sajat tervezésii primerpdarral folytattuk, melyet az LHRH-
R-I gén 1. és 2. exonjara tervezetiink. Az LHRH—-R-I primerpart az aldbbi primertervezd
szoftver segitségével terveztiik: primer3d www.cgi v 0.2 program. A sajit tervezésl
primerparral a hipofizedlis LHRH-R-I és az LHRH-R-I sb2 kiilonboz6 nagysagu termékkel
amplifikdlédik. Azonban az LHRH-R-I sb3 mRNS expresszidja a 2. exon teljes delécidja
miatt ezzel a primerparral nem mérhetd. A sajat tervezésii primerpar jelolésére az LHRH-R-1

F1°/R2’ nomenklaturat alkalmaztam.

Az LHRH-R-I F1°/R2’ primerparral az aldbbi PCR protokoll alapjan mértiik a human
LHRH-R-I mRNS expresszidjat: 2 ul cDNS-t amplifikdltunk 1,5 mM MgCl,-ot, 1xPCR
puffert (Invitrogen), az egyes dNTP-ékbol (AGTP,dCTP,dATP,dTTP) (Promega, WI, USA) 200
puM-t tartalmazo6 elegyben 1U Taq DNS polimerdz (Invitrogen) segitségével, 0.25 uM (F1:
5’-TAGTGTCTTTGCAGGACCACA-3’(1. exon)) és 025 uM ([R2: 5 -
AATCATCTTCACCCTGACACG-3’ (2. exon)) primer koncentracio mellett 25 pul
végtérfogatban. A kezdeti denaturicids 1épést, melyet 94 °C-on 3 percig végeztiink a humén
LHRH-R-I F1’/R2’ PCR 45 ciklusa kovette, mely az aldbbi 1épésekbdl éllt: denaturalds 94
°C-on 45 s-ig, anelldlds 60 °C-on 30 s-ig, extenzid 72 °C-on, 90 s-ig. A 45 ciklus utan egy

végso extenzios 1épést végeztiink 72 °C-on 10 percig.
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A humdan LHRH-R-I mRNS expresszidjdnak mérésére optimalizdlt RT-PCR

protokollokat foglalja 6ssze az 1. Tablazat.

1.Tablazat: A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor

(LHRH-R-I) mRNS expresszidojanak mérésére hasznalt PCR protokollok osszefoglaldja

LHRH-R-I primerpar

LHRH-R-I F1/R1

LHRH-R-I F2/R3

LHRH-R-I F1’/R2’

PCR reakcio mix:

PCR puffer 1x Ix 1x
DNS Taq polimeraz 1 1U 1
MgCl, 1.5 mM 3 mM 1.5 mM
Primer (F+R) 0.25 uM+0.25 uM 0.25 uM+0.25 uM 0.25 uM+0.25 pM
dNTP 200 uM 200 uM 200 uM
Templat (cDNS) 2ul 2 ul 2 ul
Végtérfogat 25 pl 25 ul 25 ul
PCR protokoll
Kezdeti denaturacio 94 °C 3 min 94 °C 3 min 94 °C 3 min
Amplifikacié:
Denaturaci 94°C45s 94°C45s 94°C45s
Anellacié 60°C 30 s 66°C 30 s 60°C 30 s
Extenzio 72°C 90s 72°C 90s 72°C 90s
Ciklusszam 45 45 45
Végso extenzi 72 °C 10 min 72 °C 10 min 72 °C 10 min

|:| : a legfontosabb optimalizalasi 1épések
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2.2.3. A human 1-es tipusi Luteinizalé hormon - releasing hormon (LHRH—I) mRNS

expresszidojanak mérése PCR-rel

A humén 1-es tipust Luteinizal6 hormon — releasing hormon ligand (LHRH-I) mRNS
expresszidjanak mérését irodalomban kozolt primerparral mértiik. A forward primert a humén

LHRH-I gén 1. exonjdra, a reverse primert pedig a 3. exonra tervezték (52).

Az LHRH-I ligand mRNS expresszidjat az alabbi PCR protokoll alapjan mértiik: 2 pl
cDNS-t amplifikdltunk 3 mM MgCl,-ot, 1xPCR puffert (Invitrogen), az egyes dNTP-ékbol
(dGTP,ACTP,dATP,dTTP) (Promega, WI, USA) 200 pM-t tartalmazé elegyében 1U Tag DNS
polimeraz (Invitrogen) segitségével, 0.25 uM (F1: 5’-CTACTGACTTGGTGCGTGGA-3’
(l.exon)) és 0.25 pM (R3: 5-CTGCCCAGTTTCCTCTTCAA-3’ (3.exon)) primer
koncentracié mellett 25 pl végtérfogatban. A kezdeti denaturdcids 1épést, melyet 94 °C-on 3
percig végeztiink a human LHRH-I PCR 45 ciklusa kovette, mely az alabbi 1épésekbdl allt:
denaturdlds 94 °C-on 45 s-ig, anelldlas 66 °C-on 30 s-ig, extenzié 72 °C-on, 90 s-ig. A 45

ciklus utdn egy végsd extenzids 1épést végeztiink 72 °C-on 10 percig.

2.3. A human 1-es tipusa Luteinizalé6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH—R-I)

expresszidjanak mérése Immunohisztokémiaval (IHC)

A humén 1-es tipusu Luteinizdl6 hormon — releasing hormon receptor (LHRH—R—I)
immunohisztokémiai mérések célja az volt, hogy kutatécsoportunk igazolja, hogy

extrahipofizealisan a human BPH szovetmintdkban els6sorban nem a hipofizealis LHRH-R-

I, hanem az LHRH—R~I valamely izoformja expresszalodik.

4%-os formalinban fixdlt paraffinba agyazott 10 BPH szovetmintdbol €s 2 human
hipofizis mintabdl 2-3 um vastag metszetet készitettiink mikrotémmal (MICROM HM 335E),
3—amino—propil—treitoxi—szildnnal (APES) el6kezelt targylemezre (SuperFrost Ultra Plus
Thermo). A metszeteket 56°C-on egy éjszakan at szaritottuk, majd deparafindlas (xilol 2x5
min; leszalldé alkoholsor: abszolit alkohol, 96 %-os etanol, 70 %-os etanol; desztilalt H,O)
kovetden kuktidban a maximalis nyomads kialakuldsa utdn 3 percig foztiikk az antigén feltaras

céljabol magas pH-ju citrat pufferben (Target Retrieval Solution, pH 9 10X Dako).
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A hipofizealis LHRH-R-I kimutatdsdra egérben termeltetett monoklonalis anti-LHRH—R—I
antitestet hasznaltunk (NCL-GnRHR A9E4 NovoCastra) 1:20 higitisban. Az alkalmazott
antitest a humdn hipofizedlis LHRH-R-I 1-29 amindsavszekvencidjara specifikus. Az
immunreakciét Bond ™ automatéval (NovoCastra Visionbiosystems BondTM) végeztiik el a
rendszerrel kompatibilis kit (Bond™ Polymer Refine Detection Kit, NovoCastra
Visionbiosystems Bond"") segitségével. Az immunreakciéhoz alkalmazott kit tartalmazta az
endogén H,0O, gatldsdhoz, az aspecifikus reakciok gatlasdhoz és az el6hivdshoz sziikséges
reagenseket. Az immunreakci6 elohivdsa torma — peroxidazzal (horseradish peroxidaz: HRP)
konjugdlt polimer segitségével tortént, melyhez a festék 3,3’—diaminobenzidin (DAB) volt. A
hattér magfestést metilzélddel jelenitettik meg. Kontroll kisérletet végeztiink az aspecifikus
reakciok €s a hattérfestddés kizdrasa céljabol, melynek sordn a primer antitestet kihagytuk az

inkubécid sordn. Az immunreakcid Osszefoglaldsiat mutatja a 9. Abra.

47



1.

peael e | (el=iel-Tala]-2ele] § (wiedel-Jeley

ogon o doss0dnoioond o

2.
A A

(el -oe) | [et=tal Peluls duts) § wlelal- T led

bigig 1] | Lelalal BalaTala) | [alalal.Ralal

3.
mn nﬁnnunnn oo
alatal . Talal. Yalud | falatal . Tatal

4.

Py

oocecfllocceccecollcocece
scoelloccocnecoflecsece

5.

., ¥

oo locoeogeoslocoRoo
fee el | Lelalel Dalal-Tolel | [alelal lalo)

1. Endozen H2O2 =atlas
@ :endogén H202

: endogen H202 gatlo
2. Inkubalas a primer antitesttel

ﬂ,-,rl--.,l : primer antitest

3. Aspecifikus kotihelyvek blokkolasa

w== :blokkols anvag

4, Torma-peroxidazzal (horsheradish
peroxidaz: HRP) konjukalt polimer
hozzaadasa

% : polimer—HRP

5. Elohivas 3,3’ —diaminobenzidinnel (DAB)

t : 3,3"—diaminobenzidinnel (DAB)

@

9. Abra: Az LHRH-R-I immunreakciéhoz hasznalt kit miikodésének alapelve (Bond™

Polymer Refine Detection Kit, NovoCastra Visionbiosystems Bond' ™) (forrds: http://bsd.leica-

microsystems.com/pdfs/misc/Bond_Refine_Brochure.pdf , Mddositva, dtvéve).
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2.4. Ligand kotési assay (LBA)

A fenti molekuldris bioldgiai vizsgalatokat funkciondlis kisérletekkel is kiegészitettiik,
amelynek sordn a BPH szovetmintdk membranfrakciéjaban elhelyezked6 LHRH-receptorok
ligand kotési vizsgdlataira keriilt sor. Ezen vizsgédlatokat kollaboracids kisérletek soran

végeztiik a Miami Egyetem Patholégiai Intézetével.

2.4.1. Kisérleti preparatumok — Membranpreparalas

A BPH szovetmintdkat kis darabokra véigtuk és folyamatos hiités mellett szoveti
homogenizéitorban (Ultra-Turrax tissue homogenizer IKA Works, Wilmington, NC) 50 mM
Tris-HCI pufferben (pH 7.4) homogenizéltuk. A puffer protedz inhibitorokat tartalmazott a
fehérjebontd enzimek aktivitdsdnak csokkentése céljabdl (0.25 mM fenil-metil—szulfonil-
fluorid (PMSF), 0.4 v/v% aprotinin és 2 pg/ml pepstatin A). A nukledris sejtosszetevoket és a
a lipid frakciot centrifugdldssal valasztottuk el, melynek sordn a szovet homogenizatumot 10
percig 500xg fordulatszdimon 4 °C-on centrifugéltuk. Az iiledéket friss pufferben kétszer
szuszpendéltuk és ultracentrifugdban (Beckman L8-80 M) 70,000xg fordulatszamon 50 percig
4 °C-on centrifugaltuk. A pelletet homogenizal6 pufferben reszuszpendéltuk €s a ligand kotési
tanulmanyok elvégzéséig - 80 °C-on taroltuk. A fehérje koncentracidjat Bradford médszerrel
hataroztuk meg Bio—Rad protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) segitségével

a gyart6 lefrdsainak megfelelden.

2.4.2. Ligand kompeticios vizsgalatok
2.4.3. A BPH szovetmintak membranfrakcidiban elhelyezked6 LHRH-receptorok ligand
kotési tulajdonsagainak vizsgalatai radioaktivan jodozott LHRH analég ([**I][D-Trp®]

LHRH) alkalmazasaval direkt leszoritasi vizsgalatok soran

A radioaktivan jédozott LHRH analégot (['*II[D-Trp®] LHRH) chloramine-T médszerrel
allitottuk eld és reverz fazisi HPLC-vel (High performance/pressure liquid chromatography
nagy teljesitményli folyadékkromatografia) tisztitottuk. Direkt leszoritdsi un. ligand
kompeticids vizsgdlatok sordn radioaktivan jelolt LHRH liganddal ([1251][D—Trp6] LHRH)

mértiik a BPH membranfrakcié ligand kotési tulajdonsagait. 150 pl végtérfogati elegyben
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(50-60 pg fehérjekoncentracid) taldlhaté receptorkétd helyeket 60-80000 percenkénti
beiitésszamu (counts per minute:cpm) [1251] [D—Trpé] LHRH liganddal inkubaltuk. A
radioaktivan jelolt LHRH ligandot a kotési helyekrdl a jeloletlen LHRH ligand névekvo
koncentréaciéival (107'°=10° M) szoritottuk le. Az inkubéci6t kdvetden a szuszpenzié 125 pl-
ét 1 mL jéghideg 1.5 %-os BSA-t (marha szérum albumin-bovine serum albumin) tartalmazd
kot6 pufferhez réteg felszinére pipettdztuk és szilikon polypropilénnel bevont
centrifugacsdben (Sigma-Aldrich) 12000xg fordulatszdmon 3 percig 4°C-on centrifugdltuk
(Beckman J2-2IM). A szilikon polypropilénnel bevont centrifugacsé aljan 1évo pelletet
levalasztottuk és a radioaktivitds detektdldsdhoz a percenkénti beiitésszamot (cpm) gamma-
counter késziilékkel mértiik (Micromedic System, Huntsville, AL). Eldzetes kisérleteink soran
meghatdroztuk azt a minimalis fehérjekoncentracidt, mely sziikséges a specifikus ligand
kotési tanulméanyok elvégzéséhez és elemzéséhez. Kisérleteink alapjan a 150 ul végtérfogati
inkubdciods elegyben 40-180 pg protein koncentracid volt a legmegfelelobb a ligand kotési
assay elvégzéséhez.

A direkt leszoritasi vizsgalatok sordn az az LHRH antagonista Cetrorelix és az LHRH
agonista Buserelin specifikus LHRH-receptor kotéhelyhez torténd kompeticiéjat vizsgaltuk a
BPH szovetmintdk membranfrakcidjaban. Ezekbdl a tipusu vizsgalatokbdl kovetkeztettiink a
BPH szovetmintdk membrinfrakcidjdban taldlhat6 LHRH-receptorok specificitdsira is. Az
LHRH agonista Buserelin és az LHRH antagonista Cetrorelix direkt leszoritasi vizsgalatait
Osszevetettiik mas peptidek, igy az epidermélis novekedési faktor (EGF: Epidermal Growth
Factor), a szomatosztatin, [Tyr4]b0mbesin, a human novekedési hormon — releasing hormon
(GH-RH: human Growth Hormone—-Releasing Hormone) és az inzulinszerli novekedési
faktor—I (IGF-I: Insulin like Growth Factor-I) radioaktivan jelolt LHRH liganddal ([1251] [D-
Trp®] LHRH) szembeni kompeticiéival.

2.4.4. Matematikai analizis

A specifikus ligand kotési kapacitast és affinitdst a Munsun és Rodbrand szerinti
Ligand-PC “curve-fitting program” segitségével elemeztiik (53). Meghatdroztuk a receptor
ligandkotését, az 50 %-os telitettséghez tartozé ligandkoncentraciét (ICsp), a disszocidcids
konstanst (Kg) és a receptor maximalis kotési kapacitdsat (Bnax). A mért adatokat Scatchard
modszerrel analizaltuk (54), melynek segitségével a mért adatok feldolgozasakor a kapott

telitési gorbe matematikai dtalakitdsokkal egyenessé alakithatd, amirdl a Ky és (Bpax) érték
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egyszerien meghatdrozhat6. Az 4talakitds Iényege, hogy a kotott ligand mennyiségének
fliggvényében dbrazoljuk a kotott/szabad radioaktivan jelolt ligand mennyiségét. Az igy
kapott egyenes meredeksége az 1/Ky értékét adja meg, a tengely metszete pedig a kotési

kapacitast (Byax) mutatja.
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V. Eredmények

1. Reverz transzKkripciot koveto polimeraz lancreakcié (RT-PCR) mRNS expresszios

eredmények

1.1. A human beta—aktin (bACT) és a human 1-es tipusi Luteinizalé6 hormon - releasing

hormon ligand (LHRH-I) mRNS expresszidja human hipofizisben és BPH-ban

A huméan 1-es tipusd Luteinizdl6 hormon-releasing hormon (LHRH-I) mRNS
expresszidjanak mérése elétt a human bACT housekeeping gén mRNS expresszidjanak
mérésével igazoltuk a reverz transzkripcid eredményességét. Minden minta pozitivitast
mutatott a human bACT mRNS expresszidjara. Osszesen 35 human BPH szévetmintdban és 3
pozitiv kontrollként haszndlt humdn hipofizis mintdban mértiik RT-PCR segitségével a
LHRH-I ligand mRNS expresszidjat. Az mRNS expressziondlis vizsgdlataink célja az volt,
hogy megéllapitsuk, hogy a human BPH szovetmintdk milyen mértékben expresszdljak a
human LHRH-I ligandot a pozitiv kontollként vizsgdlt human hipofizishez képest. A pozitiv
kontrollként haszndlt humdn hipofizis mintdk mindegyike pozitiv volt LHRH-I mRNS
expresszidra és a vizsgdlt 35 BPH mintdb6l 18 mintdban mértink LHRH-I mRNS
expressziot. Az LHRH-I mRNS expressziéja 50 % feletti volt a vizsgdlt BPH mintakban,
mely felveti az autokrin szabélyozds lehetdségét. A vizsgalt BPH mintak klinikai adatainak €s
az LHRH-I mRNS expresszidjanak Osszefiiggését a 2. Tablazat foglalja 6ssze. A humén
LHRH-I ligand és a belsé standard génként vizsgalt human bACT reprezentativ RT-PCR
analizisét mutatja a be a 10. Abra. A human bACT 203 bp-ral, a humdn LHRH-I ligand 230
bp-ral amplifikalddik.

203 bp 230 bp

10.Abra: A humén aktin—f (bACT) (1. panel) és a human 1-es tipusi Luteinizalo
hormon-releasing hormon ligand (LHRH-I) (2. panel) specifikus primerparokkal mért

reprezentativ RT-PCR analizise human hipofizisben és BPH-ban.
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M: DNS marker (50 bp), P: pozitiv kontroll (human hipofizis szovet), N: no templat kontroll,
1-4: BPH minta (forrds: Rozsa B. és mtsai. Receptors for luteinizing hormone-releasing
hormone (LHRH) in benign prostatic hyperplasia (BPH) as potential molecular targets for
therapy with LHRH antagonist cetrorelix. The Prostate, 2010 (accepted, Article first
published online: 21 SEP 2010 (56)).

1.2. Az 1-es tipusu Luteinizalé hormon - releasing hormon receptor (LHRH-R-I) mRNS

expresszioja human hipofizisben és BPH-ban

mRNS expresszios vizsgalataink sordn RT-PCR segitségével mértiik a human LHRH-
R-I expresszigjat irodalomban kozolt €s sajat tervezésli a human LHRH—R-I génre specifikus
primerparok segitségével. mRNS expressziés vizsgdlataink célja az volt, hogy
0sszehasonlitsuk az LHRH-R-I mRNS expresszidjat a human BPH szovetmintdkban és a

pozitiv kontrollként vizsgdlt huméan hipofizis mintdkban.

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

RT-PCR-rel 6sszesen 55 humdn BPH szovetmintdban (ebbdl 35 BPH szdvetmintat a
Debreceni Egyetem Orvos — és Egészségtudomdnyi Centrum Uroldgiai Klinikdjardl és 20
BPH szovetmintat kollaboracids kisérleteink sordn a Miami Egyetem Patholdgiai Intézetétol
gyiijtottiink) és 3 humdén hipofizis szovetmintdban mértiik a humdn LHRH-R-I mRNS
expresszidjat az LHRH-R-I gén 1. exonjdra tervezett LHRH-R-I F1/R1 primerpéarral. Az
LHRH-R-I F1/R1 primerpérral amplifikélt termék nagysdga 319 bp.

Az LHRH-R-I F1/R1 primerparral a human hipofizis mintdk mindegyike pozitiv volt,
mig a vizsgalt 55 BPH szovetmintdb6l 39 mintdban (71 %) mértink LHRH-R-I mRNS

expressziot.

Mivel az LHRH-R-I F1/R1 primerpérral (1. exonra tervezett primerpar) a hipofizealis
LHRH-R-I és az irodalomban igazolt két LHRH—R-I transzkript varidns azonos nagysiagu
termékkel (319 bp) amplifikalodik, ezért az amplifikélt termék a hipofizedlis LHRH-R-I
illetve az irodalomban igazolt két LHRH-R-I transzkript varidns(ok) mRNS expresszidjara is
utalhat. Az LHRH-R-I F1/R1 primerparral mért eredmények alapjan nem igazolhat6

egyértelmiien a human BPH szévetmintdkban és hipofizis mintdkban a hipofizedlis teljes
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LHRH-R-I és/vagy az irodalomban igazolt LHRH-R-I transzkript varidns(ok) mRNS

expresszidja.

1.2.2. LHRH-R-I F2/R3 primerparral mért mRNS expresszi6 human hipofizisben és
BPH-ban

A human LHRH-R-I gén 2. és 3. exonjdra tervezett primerparral (LHRH-R-I F2/R3)
végzett RT-PCR mRNS receptoridlis vizsgélataink célja az volt, hogy specifikusan mérjiik
milyen mértékli a hipofizedlis LHRH-R-I mRNS expresszidja a vizsgilt 35 BPH
szovetmintdban a pozitiv kontrollként hasznélt human hipofizis mintdkhoz képest. Az LHRH-

R-1 F2/R3 primerparral amplifikalt termék nagysaga 309 bp.

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

1.2.3. LHRH-R-I F1’/R2’ sajattervezésii primerparral mért mRNS expresszi6 human
hipofizisben és BPH-ban

A sajat tervezési LHRH-R-I F1°/R2’ primerparral végzett RT-PCR mRNS

receptoridlis vizsgalataink céljai az alabbiak voltak:

- A hipofizedlis LHRH-R-I mRNS-szintli expresszidjanak igazoldsa abban az 5 BPH
szovetmintdban, amelyek mRNS koexpressziét mutattak LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I
F2/R3 primerpérral. A hipofizedlis teljes LHRH—R-I mRNS expresszidja esetén az amplifikalt
termék 219 bp nagysagu.

- Az irodalomban igazolt LHRH-R-I sb2 transzkript varidns mRNS expresszidéjanak
igazoldsa abban a 16 BPH szovetmintiban, amelyek mRNS LHRH-R-I pozitivitdst mutattak
az LHRH-R-I F1/R1 primerparral, azonban az LHRH-R-I F2/R3 primerparral nem voltak
pozitivak. Az LHRH-R-I sb2 transzkript varidns mRNS expresszidja esetén az amplifikalt
termék 91 bp nagysdgu.
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A hipofizedlis, 219 bp-ral amplifikdlod6 LHRH-R-I mRNS expresszidjat csak a humén
hipofizis mintdkban mértiik. Abban az 5 BPH szévetmintdban, amelyek mRNS koexpressziot
mutattak LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I F2/R3 primerpérral, ezzel a primerparral nem
mértiink mRNS expresszidt. Az LHRH-R-I sb2 transzkript varidns mRNS expresszidjat nem

mértiik sem a human hipofizis mintdkban, sem a BPH szovetmintdkban.

A humén hipofizisben és BPH-ban mért human LHRH-R-I (hdrom kiilonb6z6 primerparral)
és a belso standard génként vizsgélt human bACT reprezentativ RT-PCR analizisét mutatja a

11. Abra.

A vizsgdlt 35 BPH szovetminta klinikai adatait és a vizsgdlt human bACT, a hdrom
kiilonb6zé primerparral mért human LHRH-R-I (LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F2/R3,
LHRH-R-I F1’/R2’) és az LHRH-I ligand mRNS expreszzidjat foglalja 6ssze a 2. Tablazat.

A 3. Tablazat a human hipofizisben, mig a 4. Tablazat a human BPH szovetmintakban

harom kiillonb6z6 primerparral mért human LHRH-R-I (LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I
F2/R3, LHRH-R-I F1°/R2’), LHRH-I és bACT mRNS expressziéjat foglalja dssze.
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M P N12 34 M P N12 34

319 bp

M PN12 3 4 M PNI1234

A0y 219 bp

11. Abra: A huméan bACT (1. panel) és az LHRH-R-I F1/R1 (2. panel), LHRH-R-I
F2/R3 (3. panel) és LHRH-R-1I F1°/R2’ (4. panel) specifikus primerparokkal mért
reprezentativ RT-PCR analizis human hipofizisben és BPH-ban. M: DNS marker (50 bp),
P: pozitiv kontroll (human hipofizis szévet), N: no templét kontroll, 1-4: humédn BPH minta
(forrds: Rozsa B. és mtsai. Expression of mRNA for human type-1 LHRH receptor transcript

forms in human benign prostatic hyperplasia Int. J. Oncology 2009 (35): 1053-1059 (57)).
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2. Tablazat: A vizsgalt BPH szovetmintak (n=35) klinikai adatai, a human bACT, a harom
human LHRH-R-I génre specifikus (LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F2/R3, LHRH-R-I F1°’/R2’)
primerparokkal mért LHRH-R-I és a human LHRH- I ligand mRNS expreszzidja.

Minta

... Eletkor PSA-érték LHRH-R-I LHRH-R-I LHRH-R-I
azonositd V" e PACT T pRg F2/R3 Fi/Ry  HRH-I
szama

1. 81 - + + + - +

2. 55 0.45 + + - - i,

3. 82 normal + + - - +

4. 70 3.52 + + + - +

5. 71 6.62 + + - - +

6. 65 emelkedett + + + - -

7. 73 9.45 + + - - +

8. 66 NA + + - - +

9. 62 NA + + - - -

10. 70 1.12 + + - - +

11. 65 NA + + - - +

12. 70 0.5 + + - - -

13. 56 10-12 + + - - -

14. 64 2.4 + + - - -

15. 73 1.56 + + - - +

16. 76 normal + + - - i,

17. 77 0.92 + + - - -

18. 55 NA + - - - -

19. 67 3.21 + - - - -

20. 59 NA + - - - -

21. 74 NA + - - - +
_____2_2_._____ 61 NA + - - - +
23. 75 1.57 + + - - +

24. 74 3.76 + + - - -
25 75 10.84 + - - - -
2. 1 73 NA + + - ; +
217. 68 3.84 + - - - +

28. 67 NA + - - - -

29. 69 NA + + + - i,

30. 75 NA + + + - +

31. 62 NA + - - - -

32. 67 0.3 + - - - -

33. 58 NA + - - - +

34, 76 2.26 + - - - +

35. 55 NA + - - - +

NA: Nem dll rendelkezésre adat
E : az LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I F2/R3 primerparokkal LHRH-R-I mRNS

koexpressziot mutaté mintdk

i | az LHRH-R-I F1/R1 primerparral LHRH-R-I mRNS expresszi6t mutaté mintak
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3. Tablazat: A human hipofizisben harom kiilonb6z6 primerparral mért human LHRH-
R-I (LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F2/R3, LHRH-R-I F1°’/R2’), LHRH-I és bACT

mRNS expresszioja.

Gén Pozitiv mintaszam/ Teljes Pozitivitas (%)
mintaszam
bACT 3/3 100
LHRH-R-I F1/R1 3/3 100
LHRH-R-I F2/R3 3/3 100
LHRH-R-IFI’/R2’ 3/3 100
LHRH-I 3/3 100

4. Tablazat: A human BPH-ban harom Kiilonb6z6 primerparral mért human LHRH-R-
I (LHRH-R-I F1/R1, LHRH-R-I F2/R3, LHRH-R-I F1’/R2’) LHRH-I és bACT

mRNS expresszioja.

Gén Pozitiv mintaszam/ Teljes Pozitivitas (%)
mintaszam
bACT 35/35 100
LHRH-R-I F1/R1 21/35 60
LHRH-R-I F2/R3 5/35 14
LHRH-R-I F1’/R2’ 0/35 0
LHRH-I 18/35 51
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2. Immunhisztokémiai eredmények
2.1. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-R-I)
immunreakcio kvalitativ értékelése human hipofizisben

A metszeteket Olympus BX51 mikroszkdppal elemeztiik és Olympus DP50 digitalis
kamerdval fényképeztik (Olympus Europe, Hamburg, Germany). A pozitiv kontollként
hasznélt human adenohipofizisben a human LHRH-R-I expresszidja jelentdsen magasabb
volt, mint a neurohipofizisben. Humdn LHRH-R-I fehérje pozitivitast elsdsorban humén

adenohipofizis acidofil sejtjei mutattak.
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12. Abra: A humén 1l-es tipusi Luteinizilé hormon — releasing hormon receptor
(LHRH-R-I) expresszioja human hipofizisben. . A sejtmagok festése metilzolddel tortént,
a nukleusz kékkel festddik. Az immunreakciohoz haszndlt kitben a festék DAB volt, a pozitiv
LHRH-R-I immunreakci6 barna szinnel festédik. A. Human adenohipofizis és neurohipofizis
LHRH-R-I immunreakcidja 20x nagyitdsban. B. A humdn adenohipofizis LHRH-R-I
immunreakcidja 40x nagyitdsban. C. A humdn adenohipofizis kontroll reakciéja 20x

nagyitdsban. A kontroll kisérletekben a primer antitestet kihagytuk inkubdalas sorén.
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A kontroll kisérletek sordn (C.) nem tapasztaltunk pozitiv immunreakciét. D. A humén
adenohipofizis hematoxilin-eosin festése 20x nagyitdsban. A nukleusz kék a citoplazma

rdzsaszin szinnel festodik.
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2.2. A human 1-es tipusi Luteinizal6 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-R-I)

immunreakcio kvalitativ értékelése human BPH szovetmintaban

A BPH mintdkban a hipofizedlis humdn LHRH-R-I expressziéja a pozitiv
kontrollként vizsgdlt human hipofizisben mért LHRH-R-I expresszidjdhoz képest alacsony
volt. A BPH mirigyhdmsejtek nem mutattak pozitivitast a hipofizedlis LHRH-R-I fehérjére,
azonban a BPH sztromasejtekben ugyan alacsony mértékli, de LHRH-R-I pozitivitas

megfigyelhetd.
A B

ﬁ'a“%rﬁ

13. Abra: Két reprezentins humin BPH szévetmintiban mért huméin l-es tipusi
Luteinizal0 hormon - releasing hormon receptor (LHRH-R-I) expresszigjanak
kvalitativ immunreakcidja 20x nagyitasban. A sejtmagok festése metilzolddel tortént, a
nukleusz kékkel festodik. Az immunreakciohoz hasznélt kitben a festék DAB volt, a pozitiv
LHRH-R-I immunreakci6 barna szinnel festédik. A. és B. Human BPH szévetminta LHRH—
R-I immunreakcidja 20x nagyitdsban. C. Human BPH szovetminta hematoxilin-eosin festése
20x nagyitasban. A nukleusz kék a citoplazma rézsaszin szinnel festddik (forrds: Rozsa B. és
mtsai. Receptors for luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) in benign prostatic
hyperplasia (BPH) as potential molecular targets for therapy with LHRH antagonist
cetrorelix. The Prostate, 2010 (accepted, Article first published online: 21 SEP 2010 (56)).
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Az immunohisztokémia sordn alacsony LHRH-R~-I pozitivitdst mutaté két reprezentds BPH
szovetminta (2. Tablazat:14. és 16.) pozitivitdst mutatott LHRH-R-I F1/R1 primerparral
mért LHRH-R-I mRNS expressziora, azonban az LHRH-R-I F2/R3 és a sajattervezésii
LHRH-R~I F1’/R2’ primerparral nem mértiink ebben a két BPH szovetmintdban pozitivitast.
Az LHRH-I ligand mRNS expresszi6t szintén nem mértiink ebben a két BPH mintaban.

3. A BPH szovetmintak membranfrakcidiban elhelyezkedé LHRH-receptorok ligand
kotési tulajdonsagai radioaktivan jédozott LHRH analég (['*’I[D-Trp®] LHRH)

alkalmazasaval kompeticios ligand assay soran

A BPH szovetmintdk membranfrakcidiban elhelyezkedd0 LHRH-receptorok
funkcioképességének vizsgdlatait kompeticiés ligand kotési assay sordn a Miami Egyetem
Pathologiai Intézetével folytatott kollaboraciés munka soran végeztiik el.

A kompetitiv ligand kotési assay sordn a radioaktivan jelolt LHRH ligand (("*°11[D-
Trp®] LHRH) és a jeloletlen LHRH ligand kompeticids tulajdonsagait vizsgaltuk a BPH
szovetmintdk membranfrakcidiban. A vizsgédlt 20 BPH szovetmintdbol 18-ban mértiink
LHRH-receptor kotést (90 %) (5. és 6. Tablazat). A standard leszoritdsi gorbe céljabdl a
jeloletlen LHRH ligand novekv6 koncentracioit (10'%-10° M) alkalmaztuk. A 18 LHRH-
receptor kotést mutatdé BPH szovetmintdban Munsun és Rodbrand szerinti Ligand-PC “curve-
fitting program” és Scatchard analizis segitségével hatdroztuk meg a disszocidcids konstans
(Kq) és a receptor maximalis kotési kapacitdsat (Buax). A Kq értéke: 4.04 nM (1.09 - 7.26 nM)
volt, a Bpax értéke: 527.6 fmol/mg membranprotein (344.7 - 900.2 fmol/mg protein) volt. A
radioaktivan jelolt LHRH ligand ([1251] [D—Trp6]LHRH) kotoédése reverzibilis, ido-, és
homérsékletfiiggd volt. A ligand kotési kapacitds egyenes ardnyossagban volt a BPH mintdk
fehérjekoncentracidival (ezek az utébbi adatok nem szerepelnek a dolgozatban).

A BPH szovetmintdk membranfrakciéiban elhelyezkedd0 LHRH-receptorokon
megvizsgaltuk az utébbi évek sordn egyik leginkdbb tanulmédnyozott LHRH antagonista
analég, a Cetrorelix receptor kotési tulajdonsdgat. Az LHRH antagonista analég Cetrorelix
leszoritotta a radioaktivan jelolt LHRH-t (['*I][D-Trp’]JLHRH) Meghatéroztuk az 50 %-os
receptor gatlashoz tartozé koncentraciot (ICsp). Az ICsg értéke: 0.94 + 0.07 nM volt. A kapott
eredmények arra utalnak, hogy a BPH szovetmintdk membranjdban elhelyezkedd LHRH-
receptorok nagy ligand kotési affinitdssal kotik a terdpidban potencidlisan alkalmazhato
LHRH antagonista Cetrorelixet (14. Abra).

A Miami Egyetem Patholdgiai Intézetével folytatott kollabordciés munka sordn
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tovabbi 20 BPH szovetmintaban mértiik az LHRH-R-I mRNS expresszidjat a human LHRH-
R-I gén 1. exonjara tervezett LHRH-R-I F1/R1 primerparral. A vizsgalt 20 BPH
szovetmintdbol 18 mintaban (90 %) mértiink az LHRH-R-I mRNS expresszigjot. Az LHRH-
R-I mRNS expressziora és a ligand kotési assay-re pozitiv BPH szovetmintdk korreldciét
mutattak. Az a két BPH szovetminta, amely negativ volt LHRH-R-I mRNS expressziora, a
ligand kotési assay sordn is negativitast mutatott (5. Tablazat, 6. Tablazat).

A vizsgélt BPH mintdk klinikai adatait az mRNS expresszi6 és/vagy a ligand kotési
assay kozott nem volt korrelécid.

A ligand kotési assay sordn az LHRH antagonista analég Cetrorelix és az LHRH
agonista anal6g Buserelin LHRH receptorra kifejtett hatdsat vizsgaltuk.

Haromszor ismételt — egybevago kisérletsorozat reperezentativ eredményeit abrazolja

a 14. Abra. A kisérleteket BPH szovetmintak membranpreparatuméan végeztiik el.
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14. Abra: A radioaktivan jelolt LHRH-I ligand (["**I][D-Trp®] LHRH) direkt leszoritasi
vizsgialata a BPH szovetmintidk membranfrakciéiban elhelyezkedé LHRH-receptorok
kotési helyeirol.

V' Cetrorelix — LHRH antagonista anal6g
@®: Buserelin — LHRH agonista anal6g
@ nativ/jeldletlen peptidek:
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- EGF: epidermalis novekedési faktor (Epidermal Growth Factor)

- szomatosztatin

- [Tyr4]b0mbesin

- GH-RH: human névekedési hormon — releasing hormon (human Growth Hormone —

Releasing Hormone)

- IGF-I: inzulinszer(i novekedési faktor-1 (Insulin like Growth Factor-I)
(forrds: Rozsa B. és mtsai. Receptors for luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) in
benign prostatic hyperplasia (BPH) as potential molecular targets for therapy with LHRH
antagonist cetrorelix. The Prostate, 2010 (accepted, Article first published online: 21 SEP
2010 (56)).

A BPH szovetmintdk membranfrakciéiban az LHRH antagonista analég Cetrorelix és
az LHRH agonista analég Buserelin novekvd koncentracidi leszoritottdk a radioaktivan jelolt
LHRH-t (['*1][D-Trp°] LHRH]). Azonban mds nativ/jelsletlen peptidek, mint az EGF, a
[Tyr4]bombesin, a GH-RH és az IGF-I nem voltak képesek leszoritani a radioaktivan jelolt
LHRH ligandot (['*T][D-Trp®] LHRH]) a k6tési helyérél.
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5. Tablazat: A vizsgalt BPH szovetmintak (n=20) klinikai adatainak, a human bACT, az
LHRH-R-I F1/R1 primerparral mért LHRH-R-I és az LHRH-I ligand mRNS

expressziojanak valamint a ligand kotési assay eredményeinek osszefoglalasa

Minta 3 PSA- LHRH-R-I
Eletkor bACT Binax Kgq
azonosito (év) rtck mRNA FURI (fmol/mg protein) (nM)
szama (ng/m mRNA

1. 53 3.53 + + 425.3 1.28
2. 62 2.57 + + 344.7 2.71
3. 79 0.98 + + 495.1 6.03
4. 65 3.41 + + 352.9 3.95
5. 81 6.42 + + 721.8 5.02
6. 64 1.67 + + 581.6 4.09
7. 72 8.15 + - - -
8. 55 2.53 + + 900.2 3.61
9. 69 1.86 + + 733.4 7.26
10 71 2.32 + + 482.9 1.63
11 58 0.35 + + 640.7 6.26
12 75 0.83 + + 474.8 2.17
13 57 4.77 + + 600.5 4.00
14 74 2.26 + + 398.3 1.37
15 69 4.06 + + 415.2 4.77
16 52 0.75 + + 364.6 1.09
17 73 3.86 + + 483.7 6.20
18 66 0.49 + - - -
19 80 6.17 + + 623.9 6.26
20 76 3.78 + + 458.0 5.05

I:l : az LHRH-R-I mRNS expressziora és a ligand kotési assayre negativ mintdk
(forrds: Rozsa B. és mtsai. Receptors for luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) in
benign prostatic hyperplasia (BPH) as potential molecular targets for therapy with LHRH
antagonist cetrorelix. The Prostate, 2010 (accepted, Article first published online: 21 SEP
2010 (56)).
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6.Tablazat: A vizsgialt BPH mintak (n=35+20; n=55) Kklinikai adatainak, az mRNS
expresszio (human bACT, LHRH-R-I F1/R1 primerparral mért LHRH-R-I és LHRH-

I) és a ligand Kkotési assay eredményeinek osszefoglalasa.

Pozitiv mintaszam/

Gén Pozitivitds (%)  Eletkor (év)
Teljes mintaszam
bACT 55/55 100 51-83
LHRH-R-I F1/R1 39/55 71 51-82
LHRH-I 18/35 51 54-79
LHRH-R-I receptor kotés 18/20 90 52-81

(forrds: Rozsa B. és mtsai. Receptors for luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH) in
benign prostatic hyperplasia (BPH) as potential molecular targets for therapy with LHRH
antagonist cetrorelix. The Prostate, 2010 (accepted, Article first published online: 21 SEP
2010 (56)).
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VI. Diszkusszio

A benignus prosztata hiperplazia (BPH) az id6sebb férfiak leggyakoribb betegsége. Az
érintettek szamat tekintve a BPH-t népbetegségnek kell tekinteni. A BPH etiol6gidja
multifaktorialis, a kialakulasat elsOsorban az életkor é€s a hormonalis valtozasok hatarozzak
meg. Az epidemioldgiai tanulmdnyok alapjan a tiinetekkel érintettek szdma az életkor
eldrehaladtaval évtizedenként megdupldazédik (15). A jelenlegi irodalmi adatok, klinikai
tapasztalatok, valamint a betegség okozta komplikaciok alapjédn a betegséget progresszivnek
tekintik. A kockdzat-elemz6 és longitudidlis tanulmédnyok (Olmsted Country, PLESS) alapjin
a legfontosabb rizikéfaktorok az életkor, a PSA-szint és a prosztata volumene. Ezen tényezok
segitségével meghatdrozhaté a magasabb kockdzati csoportba sorolhaté betegek kore.

A daganatos betegségekben szenveddk szama tovabbra is évrdl évre emelkedik, ezért a
hatterében 4ll6 molekularis mechanizmusok vizsgélata €s tisztdzdsa egyre inkdbb siirgetové
valik. A daganatos betegségek sordn végbemend molekuldris mechanizmusok ismeretében
pontosabb diagnosztikai és hatékonyabb terdpids lehetdségek kifejlesztésére nyilhat lehetdség.
A 70-es évek elején két egymastdl fiiggetlen kutatdcsoport azonositota az adenohipofizis
hormon elvélasztisra haté gonadotropin termelését szabdlyoz6é Luteinizalé hormon -
releasing hormont (LH-RH, LHRH-I, GnRH, GnRH-I). A kutatdsok fontossagat jelzi, hogy
1977-ben mindkét kutatécsoport vezetdjét, Andrew V. Schallyt és Roger C.L. Guillemint is
orvosi Nobel—dijjal jutalmaztak.

Ezzel egyidében megindultak a kutatisok abba az irdnyban, hogy egyes aminosavak
kicserélésével az eredeti LHRH molekul4dndl hatdsosabb LHRH analégokat fejlesszenek ki. A
fejlesztések hatdsdra eldszor agonista LHRH analégokokat szintetizaltdk, melyek koziil tobb
viszonylag gyorsan gydgyszer formdjaban is hozzaférhetové valt. A klinikumban hasznalhaté
antagonista LHRH anal6gok kifejlesztése hosszabb 1dot vett igénybe, azonban mar néhany
éve ezek is hozzéaférhetéek gydgyszer formdjaban. Eri LM. és munkatdrsai a BPH-ban
szenvedd betegek LHRH agonista anal6gokkal torténd kezelései soran igazoltdk, hogy az
LHRH agonista terdpia hatdsaként a tesztoszteron szint jelentdsen (kasztracids szintre)
lecsokken, az alsé higyuti tiinetek (LUTS) javuldsa azonban csak csekélyebb mértékii (14).
Az adenohipofizis gonadrotrép sejtfelszini 1-es tipusi LHRH-receprorok telitddnek az LHRH
agonista analégok hatdsara, melynek kovetkezménye a receptorok deszenzitizacidja és
,downreguldcidja’/alulszabdlyozdsa. @ A  kezdeti megnovekedett LH és  FSH
elvalasztast/release-t (ugynevezett ,flare up” jelenség), majd az LH és FSH termelés

(Ie)csokkenése koveti, igy kovetkezményesen csokken a gonddok hormon termelése is.
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Az LHRH agonista anal6gok tehat kozvetve csokkentik a tesztoszteron termelddését.
A prosztata karcindma kezelésében az LHRH agonista analdgokkal torténd kezelés elonyos
vagy elonyosebb lehet mas terdpidval szemben, azonban a BPH hossziitavi kezelésében nem
bizonyultak hatékony, biztonsdgos vegyiileteknek. Bar az LHRH agonista analégokkal kezelt
BPHs betegek szérum dihidrotesztoszteron szintje €s prosztata mérete csokken, a vizelet
tiritési valamint az erektilis funkcidk rovidtavon javulnak, hat honappal az LHRH agonista
analogokkal torténd kezelést kovetden a prosztata mérete kozel azonos lesz az LHRH
agonista analdgokkal torténd kezelése elotti mérettel (32, 57).

Az LHRH antagonista anal6gok vélhatnak 1j, hatékony gyégyszermolekuldkkd a BPH
illetve a prosztata karcinéma kezelésében. Az LHRH antagonista anal6gok ,.flare up jelenség”
nélkiil, direkt moédon, reverzibilisen gétoljdk az adenohipofizis gonadotrép sejtjeinek
sejtfelszini LHRH receptorait. LHRH antagonista analégokkal torténd kezelés hatdsara
azonnal csokken az LH és FSH termelés és kovetkezményesen a gonddok hormon termelése
is (32, 33, 57). Az LHRH antagonista analégokkal torténd kezelés sordn igy nem sziikséges a
kezelést megeldzd antiandrogén kezelés sem. A BPH kezelésében alkalmazhat6 LHRH
antagonista analégok koziil a Cetrorelixet vizsgaltdk a legbehatébban (23, 24, 57), azonban a
Cetrorelix BPH-ban torténd klinikai alkalmazdsdhoz tovabbi randomizdlt 6sszehasonlitd
tanulmanyok elvégzése sziikséges.

Szdmos kisérleti és klinikai vizsgdlat eredménye igazolja, hogy kimutathaté az
LHRH-I ligand jelenléte human BPH-ban (23, 32, 58-61). A funkciondlis hipofizedlis
LHRH-R-I extrahipofizedlis expresszidjat igazol6 irodalmi adatok azonban limitdltak (12-
13). Szdmos kutatécsoport vizsgdlta a humdn LHRH-R-I mRNS expresszigjat, de az mRNS
expressziés mérésekhez hasznalt primereket altaldban nem a teljes LHRH-R-I génre
tervezték és receptoridlis fehérje vizsgalataikat a rendelkezésre 4ll6 nem minden tekintetben
specifikus antitestekkel végezték. A molekuldris bioldgiai vizsgdlatok mellett szdmos
funkciondlis vizsgélat igazolja, hogy a huméan BPH szovetmintdk membranjaban jelen vannak
a funkciondlis, ligand kotéssel rendelkez6 LHRH-receptorok. Az azonban, hogy ez a receptor
a hipofizedlis LHRH-R-I receptor vagy annak valamely izoformja, még nem tisztazott. Ezért
tizte ki célul kutatécsoportunk, hogy mind irodalomban kozolt, mind sajit tervezésu
primerparral méri az LHRH-R-I mRNS expresszidjat az irodalmi adatok Osszevetése és a
specifikusabb mRNS expresszié meghatdrozasa céljabol.

Az irodalomban eddig két humédn LHRH-R-I transzkript varidns expresszidjat
igazoltdk. A human LHRH-R-I gén 2. exonjdnak teljes delécidja (220 bp) kovetkeztében jon
létre a gén kisebb LHRH-R-I sb3 transzkript varidnsa, mig az LHRH-R-I sb2 transzkript
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varidans a 2. exon 128 bp-os delécidja kovetkeztében alakul ki (12-13). A transzkript
variansokrol transzlalodé fehérje izoformok is eltérnek a teljes LHRH-R-I génrdl atir6dé 7
TM-mel rendelkezd hipofizedlis proteintdl.

Eddigi irodalmi adatok csak az LHRH-R-I sb2 transzkript varidnsrdél igazoltak
transzlacidt. Az sb2 transzkript varidnsrol egy S TM-mel rendelkez6 fehérje izoform jon létre.
LHRH-R-I sb3 transzkript varidnsrél eddig nem igazoltak transzlaciot. Az sb3 mRNS
expresszidjat egérben mutattdk ki (40).

A humidn BPH szovetmintdkban a humdan hipofizis mintdkhoz képest vizsgéltuk a
humidn LHRH-R-I mRNS expresszidjat harom, a humdn LHRH-R-I gén kiilénb6zo
szekvencidira tervezett specifikus primerpérral.

A human LHRH-R-I mRNS expresszids vizsgdlataink céljai az alabbiak voltak:
- A vizsgalt BPH szovetmintdkban a kontrollként hasznélt hipofizis szovetekhez képest van-e
kiilonbség:

- a humén hipofizedlis 1-es tipust Luteinizadl6 hormon — releasing hormon receptor

(LHRH-R-I) mRNS expresszidjdban

- a human hipofizedlis 1-es tipusi Luteinizal6 hormon — releasing hormon receptor

(LHRH-R-I) irodalami adatok alapjan igazolt transzkript varidnsai (sb2, sb3) mRNS

expresszidjdban
- Létezik-e/léteznek-e a human hipofizedlis 1-es tipusi Luteinizdl6 Hormon — releasing
hormon receptornak (LHRH-R-I) irodalami adatok alapjan igazolt sb2 és sb3 transzkript

variansokon kiviil tobb transzkript varidnsa humén hipofizisben illetve BPH-ban.

A humédn LHRH-R-I mRNS expresszidjdnak mérését a human LHRH-R-I gén 1.
exonjara tervezett primerparral kezdtiikk, mivel erre allt rendelkezésre a legtobb irodalmi
hivatkozas. Osszesen 55 humin BPH szévetmintdban és 3 human hipofizis szovetmintiaban
mértik a human LHRH-R-I mRNS expresszigjat az LHRH-R-I F1/R1 primerpérral. A
pozitiv kontrollként hasznalt mintdk mindegyike pozitiv volt LHRH-R-I F1/R1 primerparral,
mig a vizsgélt 55 BPH mintdbdl 39 mintdban (71 %) mértiink LHRH-R—I mRNS expresszi6t.

A humdn LHRH-R-I gén 1. exonjéra tervezett primerparral végzett RT-PCR soran a
hipofizedlis LHRH-R-I, a két LHRH-R-I transzkript varidns, valamint a gDNS
kontaminécié kovetkeztében amplifikdlodé PCR termékek nagysdga azonos lesz (319 bp). A
specifikusabb mRNS expresszids eredmények mérésének céljabol a human LHRH-R-I gén 2.
és 3. exonjdra tervezett primerpdarral folytattuk méréseinket. A forward (F) primert a human

LHRH-R-I gén 2. exonjanak olyan szekvencidjara tervezték, mely az irodalomban igazolt két
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LHRH-R-I transzkript varidnsban (sb2, sb3) nincs jelen, ezért ezzel a primerparral csak a
hipofizeilis teljes hosszisagi LHRH-R-I mRNS expresszidja mérhetd (309 bp), az irodalmi

adatok alapjén igazolt sb2 és sb3 transzkript varidns mRNS expresszidja nem. Az LHRH-R-I
F2/R3 primerparral végzett RT-PCR mRNS receptoridlis vizsgédlataink célja az volt, hogy
specifikusan meghatarozzuk a hipofizedlis teljes hosszisdgi LHRH-R-I mRNS expresszijat
a vizsgalt BPH szdvetmintaban a kontroll hipofizis mintdkhoz képest. A hipofizis mintdk
pozitivitdst mutatottak ezzel a primerpdrral, azonban a vizsgalt 35 BPH szovetmintikban
nagyon alacsony mRNS LHRH-R-I pozitivitast mértiink. Mindossze 5 BPH mintdban tudtuk
az mRNS LHRH-R-I expressziét detektdlni. Ezekben a mintdkban az 1. exonra tervezett

LHRH-R-I F1/R1 primerpérral is pozitiv eredményt mértiink.

Kutatécsoportunk a human LHRH-R-I gén 1. és 2. exonjdra egy uj, irodalomban
eziddig nem kozolt LHRH-R-I primerpart tervezett. Az LHRH-R-I F1°/R2’ primerpéarral
végzett RT-PCR méréseink céljai az alabbiak voltak:

- Igazolni az LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I F2/R3 primerparokkal egyiittes LHRH—R-I
mRNS pozitivitdst mutatdé 5 BPH szovetmintdkban a human hipofizealis teljes LHRH-R-I
mRNS expresszidjat (219 bp)

- Igazolni, a csak az LHRH-R-I F1/R1 primerparral pozitivitist mutaté 16 BPH
szovetmintdkban a human LHRH-R-I sb2 mRNS expresszidjat (91 bp).

Mindharom pozitiv kontroll hipofizis mintdban kimutattuk a 219 bp-os termékkel
amplifikdlédé hipofizedlis teljes hosszisdigi LHRH-R-I mRNS expresszidjat. A 91 bp-ral
amplifikdléd6 LHRH-R-I sb2 transzkript varidns mRNS expressziéjat azonban nem
detektaltuk. A vizsgalt 35 BPH mintdban nem mértiink pozitivitast ezzel a primerpdrral, abban
az 5 BPH mintdban sem, melyek koexpressziot mutattak az LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I
F2/R3 primerparokkal.

A hdrom humidn LHRH-R-I génre specifikus primerparral mért mRNS LHRH-R-I
expresszids eredmény alapjdn kutatécsoportunk azt feltételezi, hogy a human LHRH-R-I gén
1. exonja végén is torténik deléci6 és a human LHRH-R-I génnek az irodalmi adatok alapjan
igazolt két transzkript varidnson kiviil tobb transzkript varidnsa is létezik, human BPH
szovetben. Ezen hipotézisiinket nukleotid szekvencia analizissel tervezziik a késobbiek sordn
igazolni. Amennyiben BPH-ban sikeriilne bizonyitani egy hipofizisben nem expresszal6do

huméan LHRH-R-I transzkript varidnst, az tovabbi kérdéseket vet(het)ne fel.
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Amennyiben a hipotetikus, BPH-ban expresszdl6dé ,,ij” humidn LHRH-R-- transzkript
varidnsrdl torténik transzlacid és a transzlalodé6 human LHRH-R-I izoform funkcidképes,
azaz ligandkotési tulajdonsdggal rendelkezik, lehetdség nyilik a célzott terdpia

megvaldsitasara.

Osszesen 35 huméan BPH szovetmintdban és 3 human hipofizis szovetmintdban mértiik
a humdn LHRH-I mRNS expresszigjit RT-PCR segitségével irodalomban ko6zolt
primerparral. mRNS expressziondlis vizsgalataink célja az volt, hogy meghatdrozzuk a human
LHRH-I ligand mRNS expresszidjat a human BPH szovetmintdkban a humadan hipofizis
mintdkban mért expresszidhoz képest. A human hipofizis mintdk mindegyike pozitiv volt
LHRH-I mRNS expresszidra és a vizsgalt 35 BPH mintabdl 18-ban (51 %) mértiink LHRH-I
ligand mRNS expressziot. A magas LHRH-I mRNS expresszié felveti az autokrin

szabdlyozas lehetdségét.

A BPH szovetmintdkban immunhisztokémidval ellendriztiik, hogy a hipofizedlis teljes
hosszisagi 7 TM-mel rendelkez6 LHRH receptor-1 és/vagy a receptor valamely izoformja
van-e jelen. Az ITHC mérésekhez a hipofizedlis LHRH-R-I-re specifikus monoklondlis
antitestet hasznaltunk. A pozitiv kontrollként haszndlt human hipofizis eliils6 lebenyében
taldlhat6 acidofil sejtek expresszaltdk legnagyobb mértékben az LHRH-R-I-t, ehhez képest a
hipofizis hatulsé lebenyében mért LHRH-R-I expresszié joval alacsonyabb volt. A BPH
mintdkban a hipofizedlis LHRH-R-I expresszidja a pozitiv kontollhoz viszonyitva alacsony
volt. A BPH mirigyhdmsejtek nem expresszaltdk az LHRH—R-I fehérjét. Azonban a BPH
sztrOmasejtek pozitivitdst mutattak a vizsgdlt LHRH-R-I expresszidjara. A monoklondlis,
hipofizedlis LHRH-R-I-re specifikus antitesttel mért immunhisztokémiai eredményeink
megerdsitették azt a hipotézisiinket, mely szerint extrahipofizedlisan a BPH szovetmintdkban
nem a hipofizedlis 7 TM-mel rendelkez6 LHRH-R-I, hanem ennek a receptornak valamely
izoformja expresszalodik. Az immunohisztokémia soran LHRH—-R-I pozitivitdst mutatd két
reprezentds BPH szovetminta (2. Tablazat:14. és 16.) pozitivitast mutatott LHRH-R-I F1/R1
primerparral mért LHRH-R-I mRNS expresszidra. Azonban az LHRH-R-I F2/R3 és a
sajattervezést LHRH-R-I F1°/R2’ primerparral nem mértiink ebben két BPH szovetmintdban
pozitivitdst. Az LHRH-I ligand mRNS expresszidt szintén nem mértiink ebben a két BPH

mintaban.
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A molekuléris bioldgiai vizsgélatokat funkciondlis kisérletekkel is kiegészitettiik,
amelynek sordn a BPH szovetmintdk membranfrakcigjaban elhelyezkedd LHRH-receptorok
ligand kotését tanulmanyoztuk. Ezeket a vizsgélatokat kollaboraciés munka keretében
végeztik a Miami Egyetem Patholdgiai Intézetével. Az LHRH-receptorok ligand ko&tési
tulajdonsagait 20 BPH szovetminta membranfrakcidéjdban mértiik radioaktiv joddal jelolt
LHRH anal6g ([1251[[D—Trp6] LHRH) alkalmazdsaval ligand kompeticids assay segitségével.
A vizsgalt 20 BPH szovetmintidb6l 18 membranfrakciéjaban (90 %) sikeriilt specifikus
LHRH-receptor jelenlétét igazolni. A standard leszoritdsi gorbe céljabol a ligand novekvo
koncentraciéit alkalmaztuk. A vizsgdlt BPH mintdkban meghatiroztuk a receptorok
affinitdsara utalé disszocidciés konstans értéket (Kg) és a receptor maximaélis kotési
kapacitasat (Bmax)-

Az utébbi évek sordn az egyik leginkdbb tanulmanyozott LHRH antagonista
Cetrorelix és emellett egy ismert LHRH agonista (Buserelin) human BPH szovetekben
expresszalod6 LHRH receptorokhoz torténd kotésének affinitdsat is meghataroztuk.
Vizsgélatainkban az LHRH antagonista Cetrorelix nagy affinitdssal leszoritotta a radioaktivan
jelolt [D-Trp®] LHRH-t igy meghatdroztuk az 50 %-os receptor leszoritdshoz/gatlashoz
tartoz6 koncentraciot (ICsp) is. Az LHRH-receptorok funkciondlis eredményei arra utalnak,
hogy a BPH szdvetmintadkban expresszdlodé LHRH receptorok erds ligandkotési affinitdssal
rendelkeznek és a humdan terdpidban potencidlisan alkalmazhaté és kiprébalds alatt 4ll6
Cetrorelix specifikusan és nagy affinitassal kot a BPH szovetek LHRH receptoraihoz.

A fenti 20 BPH szovetmintdban vizsgdltuk az LHRH-R-I mRNS expresszi6jat a
human LHRH-R-I gén 1. exonjéra tervezett LHRH-R-I F1/R1 primerpédrral. A 20 BPH
mintdbdl 18 minta mutatott pozitivitast (90 %). Az LHRH—R-I F1/R1 primerpérral pozitiv 18
BPH minta egyiittes pozitivitdst mutatott a ligand kotési assay sordn is. Az a két BPH
szovetminta, amely negativ volt LHRH-R-I F1/R1 mRNS expressziora, a ligand kotési
tanulmanyokban is negativitast mutatott.

A vizsgdlt BPH mintak klinikai adatai, az mRNS expresszié és/vagy a ligand kotési

tanulmanyok kozott nem taldltunk korrelacio.
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VII. Kovetkeztetések

Molekularis bioldgiai vizsgalataink eredményei alapjan feltételezziik, hogy a human
LHRH-R-I-nek az irodalomi adatok altal igazolt két transzkript varidnsdn kiviil tovabbi
transzkript varidnsai is lehetnek. Ezen hipotézisiink igazoldsdra a jovOben tovdbbi a humén
LHRH-R-I génre specifikus primerparok tervezése sziikséges. Munkacsoportunk célkitiizése,
hogy nukleotid szekvencia analizissel meghatarozza az 1. exonra tervezett LHRH-R-I F1/R1
primerpérral pozitiv 16 BPH minta, valamint az LHRH-R-I F1/R1 és LHRH-R-I F2/R3
primerpérral egyiittes pozitivitdst mutaté 5 BPH minta pontos nukleotid szekvencidjat. A
vizsgdlt BPH mintdkban mért LHRH-R-I transzkript varidnsok pontos nukleotid
szekvencidjanak ismeretében tervezziik vizsgalni a transzkript varidnsokrdl torténd transzlacié
mértékét. Amennyiben sikeriil ezen uj LHRH-R-I transzkript varidnsokrdl transzldciot
igazolni, ligand kotési tanulményokat terveziink a transzlalod6 LHRH-R-I izoformok
funkcioképességének vizsgélatara.

Tervezziik a Miami Egyetem Patholdgiai Intézetével kialakult kollaboracié folytatdsat,
melynek sordn mérni kivanjuk BPH szovetmintdkban a human LHRH-R-I mRNS szintii
expresszidjat a sajat tervezéslt LHRH-R-I F1’/R2’ és a 2. és 3. exonra tervezett LHRH-R-I
F2/R3 primerparokkal is,valamint immunhisztokémiai mddszerrel a humdn LHRH-R-I-re
specifikus monoklondlis antitesttel vizsgdlni szeretnénk, hogy a funkciondlisan vizsgalt 20
BPH mintdban a hipofizedlis 7 TM-mel rendelkez6 LHRH-R-I expresszidja igazolhat6-e,
vagy a ligandkotési assay sordn pozitiv 18 BPH mintdban a funkcid képességért azaz a
ligandkotésért valamely LHRH—R-I izoform a felelds.

Nem tisztazott, hogy a humdn 1-es tipusi Luteinizal6 hormon — releasing hormon
receptor transzkript varidnsoknak milyen fizioldgids illetve patoldgids szerepe lehet. Azonban
amennyiben malignus illetve benignus betegségek sordn a hipofizedlis 1-es tipusu Luteinizal6
hormon — releasing rormon receptor valamely transzkript varidnsdnak az expresszidja megno,
illetve err6l a transzkript varidnsrél transzlacié torténik, ez lehetdséget teremthet uj
farmakonok tervezésére, mely célzottan fejtheti ki hatdsat a benignus illetve malignus
szovetekben expresszalodo 1-es tipusu Luteinizdl6 hormon — releasing hormon receptor

1izoformokra.
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Magyar Urolégusok Térsasdganak 2009. évi Kongresszusa

2009. oktéber 01-03. Keszthely

Norbert Potari, Istvan Kertész, Melinda Mile, Bernadett Rézsa, Laszl6 Galuska and Gabor
Halmos

F-fluoro-deoxyglucose, a putative prosthetic group for peptide labeling

85



Seventh International Conference on Nuclear and Radiochemistry
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Rézsa Bernadett, T6th Gyorgy, T6th Csaba, Flaské Tibor, Dezso Balazs és Halmos Géabor
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