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1 BEVEZETES

A szervezet anyagcseréjének iranyitasa rendkivul dsszetett folyamat. Az egyik legfontosabb
szabalyozo a hypophysis, amely nyolc kiilonb6z6 hormon segitségével kozvetleniil vagy egy
célszerven keresztiul hat a sejtek anyagcsere-szabalyozasara. Kutatasaimat az endokrinoldgia
teruletén a novekedési hormon (GH) regulacidjanak vizsgalatdval kezdtem, és valamennyi

ebben az értekezésben 0Osszegytijtott munkam ehhez a kezdeti témahoz kapcsolodik. A

sz

Ve

glukokortikoidok az AMPK (adenozin monofoszfat altal indukalt protein kinaz) enzimre
gyakorolt hatdsanak felismerésérdl szolo vizsgalataimat, valamint 3) az agyalapi mirigy
tumorgenezisével foglalkoz6 munkassagom eredményeit. A mellékelt eredeti kdzlemények
abraira a jelen értekezés oldalszdmozasa szerint utalok. Az irodalmi hivatkozéasok
megvalasztasanal igyekeztem a rovid ertekezés formai kdvetelményeinek megfeleléen

elsésorban 0sszefoglald kdzleményeket idézni.

2 Roviditések

2-AG 2-arachidinoil-glicerin

ACC, pACC acetil-CoA karboxilaz, foszforilalt ACC

ACTH adrenokortikotropin

AIP aryl hydrocarbon-interacting protein

AMPK adenozin monofoszfat altal indukalt protein kinéz

ATP, AMP, cCAMP adenozin-trifoszfat, adenozin-monofoszfat, ciklikus AMP
BMI testtomeg-index

CB1 1-es tipust kannabinoid-receptor

CRH kortikotrop-releasing hormon

DAG diacil-glicerin

DNS, gDNS, cDNS
ERK

dezoxiribonukleinsav, genomialis DNS, komplementaris DNS
extracellular signal-regulated kinase



FIPA
GC

GH
GHRH
GHS
GHS-R
GNAS1
HOMA
icv

IFS
IGF-I
ip

KO
Leu
LOD

MAPK
MEN1
Met
PAP
PCR
PEPCK
PKC
PLC
PPARYy
PWS
Q, GIn
QTL

R, Arg
RNS
RT-PCR
SNP
T2D
VT

izolalt familiaris hypophysis adenoma
glukokortikoid

ndvekedési hormon

GH serkent6 hormon

GH szekretag6g

GH szekretagog-receptor

G; protein a alegységének génje
homeostasis model insulin resistance
intracerebroventriculéris

izolalt familiaris szomatotropinoma
inzulinszeri novekedési faktor I
intraperitonedlis

knockout

leucin

logarhithmic odds ratio

mol/I

mitogen-activated protein kinase

1-es tipust multiplex endokrin neoplazia
metionin

hypophysis adenoma prediszpozicid
polimeraz lancreakcio

foszfoenolpiruvat karboxikinaz

protein kinaz C

foszfolipaz C

peroxisome proliferatorral aktivalt receptor-y
Prader-Willi-szindroma

glutamin

mennyiségi jellegekért felelds lokusz, quantitative trait locus
arginin

ribonukleinsav

reverse transzkripcio-PCR

single (egypontos) nukleotid-polimorfizmus
2-es tipusu cukorbetegség

vad tipust

stop kodon



3 GHRELIN

A ghrelin felfedezéséhez az emberi hypophysisbél elballitott GH korlatozott elérhet6sége,
illetve az alkalmazasanak ritka, de halalos szévédménye, a Creutzfeld-Jacob-betegség
kialakulasa kovetkeztében beindult kutatasok vezettek. Prof. Bowers uttoré munkassaga soran
met-encephalinbdl kiindulva egy hat aminosavbol all6 GH felszabadit6 molekuldhoz jutott
(Korbonits et al., 2004). A GH szekretagogokkal (GHS) kapcsolatos eredményeimet a PhD
dolgozatomban 6sszegeztem. A Merck gydgyszergyar kutatdi Prof. Smith vezetésével szamos
peptid és nem-peptid analogot allitottak eld, és 1996-ban izolaltdk e mesterseges molekulak
specifikus receptorat, a G-fehérjéhez kotott hét transzmembran doménnel rendelkez6 GH
szekretagog-receptort (GHS-R) (Smith, 2005). Miutan a GHS-ek és a GHS-R legf6bb hatasat
a hypothalamus és a hypophysis serkentése révén a GH felszabaditasban lattak, ezért némileg
meglepd volt, hogy a GHS-R endogen ligandjat, a ghrelint, Kojima és munkatarsai a
gyomorbol izolaltdk (Kojima et al., 1999). A ghrelin felfedezése tehat, a morfinhoz és a

kannabinoid rendszerhez hasonloan, a retrograd farmakoldgiahoz kotodott.

Ghrelin
3. kromoszéma
3p25-26
Feltételezettexon 1. Exon 2.Exon 3. Exon 4.Exon  3UTR
5UTR

3 \ \ I s

T-227C C-BGT\ Cl44G \ | G325A / G131A / C469T

DQB864723DQ864724 DQBE4T25 \ \ D0864726 / DQ864727 DQB864728
AR LI 217 AT |

A-604G C-501A \ GigsA Leu72Met GIn90Leu Ge2T

rs27647 rs26802 Arg51GIn  rs696217 + rs4684677 rs35683

\ 1/

Szignal peptid
Preproghrelin peptid

Ghrelin peptid Obestatin peptid

1.1 4bra A ghrelin és GHS-R gének felépitése és polimorfizmusaik. A félkovér betiivel szedett SNP-eket
genoatipizaltuk (5'UTR, nem transzlalddo szakasz az 5' végen).

A ghrelin gén egy 117 aminosavbol all6 preproghrelin molekulat kodol, melynek a 24 és az 51

szamu aminosav kozotti szakasza a vegleges ghrelin molekula (1.1 abra). Nemrégiben a C-



terminalis régioban egy masik vérben keringé hormon, az obestatin szekvenciajat irtak le
(Zhang et al., 2005). Ennek a 23 aminosavbdl allé fehérjének egyes vizsgalatok szerint a
ghrelinnel ellentétes hatdsai vannak a taplalékfelvételre (Gibson & Korbonits, 2008).

A ghrelin a GH felszabaditaséan tul az adrenokortikotropin és a prolaktin elvalasztasat,
a gyomor-bélrendszer motilitasat, az immunrendszert és a sejtproliferaciot is befolyasolja, de
ugy tinik, hogy elsddleges fiziologids jelentOsége az étvagy, a szénhidrathdztartds és a
zsiranyagcsere szabalyozésdban van. A ghrelin molekulahoz N-termindlisan egy nyolc
szénatombol all6 zsirsav (oktanoil csoport) kapcsolddik. A vérben keringé ghrelin mintegy
10%-a az oktanoil csoporttal rendelkez6 tigynevezett aktiv ghrelin, mig nagyobb része az
oktanoil modifikaciot nem tartalmazé dezacil-ghrelin. A dezacil-ghrelin nem aktivalja a GHS-
R-t és nincsenek hormonalis, illetve étvaggyal kapcsolatos hatasai, a sejtproliferaciét azonban

tobb sejttipusban is befolyasolja (Korbonits et al., 2004).

Célkitiizések
1. A ghrelin és receptora szdveti eloszlasanak meghatarozasa, a receptor deszenzitizacio

mechanizmusanak vizsgélata.
2. A ghrelin hypothalamusra és hypophysisre kifejtett hatdsanak elemzése.
3. Ghrelinszintek valtozasanak vizsgalata extrém testsulyl betegeknél.

4. Ghrelin gén variaciok testfelépitésre kifejtett hatasanak elemzése.

3.1 Ghrelin és GHS-R szdveti eloszlasa és a receptor deszenzitizacidja
Kutatocsoportunk elséként vizsgalta a ghrelin és a GHS-R mRNS expresszidjat human

hypothalamusban, valamint normélis és patoldgias agyalapi mirigy szévetben (Korbonits et



al., 1998; Korbonits et al., 2001b). El6szor duplex polimeraz lancreakcio (PCR) révén, majd
real-time reverse transzkripci6-PCR (RT-PCR) technikéat alkalmazva kiilonboz6 tipusa
hypophysis adenoma, valamint neuroendokrin tumor ghrelin és GHS-R expressziojat
hasonlitottuk normalis hypophysis szdvethez. Friss miitéti anyagbol RNS preparatumot
készitettink. Real-time PCR primereket és probe-okat terveztiink a ghrelin molekula és a
GHS-R két ismert splice-variansara (GHS-R1a és 1b). Miutan a GHS-R1b intron nélkdli
transzkript, kettds dezoxiribonukleaz kezelést végeztiink az RNS mintakon. Acromegalias
betegek kifejezett GH-valaszt adnak in vivo GHS stimulélasra, és az altalunk talalt 2-10-
szeres GHS-R expresszié magyarazatot adhat erre a valaszkészségre [(Korbonits et al., 2001b)
4. dbra az értekezés 69. oldalan]. A Cushing-koros betegekrél is kimutattak, hogy GHS
stimulalasra kifejezett ACTH és Kkortizol valaszt adnak, ez alapjan javasoltidk, hogy ez
tesztként hasznalhaté lenne a hypophysis és ektopias eredeti ACTH hiperszekrécio
differencialdiagnosztikajaban (Ghigo et al., 1997). Eredményeink azonban azt mutattak, hogy
mig néhany Kkortikotrop adenoma valdban kifejezett GHS-R expresszidét mutatott, egyes
ACTH-termel6 neuroendokrin tumorok szintén magas szinten expresszaltak a GHS-R-t.
Ugyanakkor mas kortikotrop adenoméakban GHS-R expresszié nem volt kimutathatd. Azt a
kodvetkeztetést vontuk le, hogy ilyen receptor eloszlasi adatok mellett a GHS-teszt nem
megbizhat6 differencidldiagnosztikai eszkdz. Késébb Klinikai vizsgalat is igazolta, hogy a
GHS-teszt nem alkalmazhat6 e differencialdiagnosztikai probléma megoldasara (Korbonits et
al., 2004).

Kutatdcsoportunk felismerte, hogy a ghrelinnek és receptoranak feltehetdleg szélesebb
korti hatasa van, mint korabban gondoltuk, és ezért human mintakat véve meghataroztuk
ezeknek a fehérjéknek a génexpresszidjat valamennyi szamunkra elérheté normalis emberi
szovetbol. Megallapitottuk, hogy a ghrelin és a GHS-R1b az A&ltalunk vizsgalt Osszes

szOvetben expresszalodik [(Gnanapavan et al., 2002) 2. es 3. abra, 73.oldal], mig a
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funkcionalis, teljes hosszisagl GHS-R1a csak korlatozottan, példaul a hypothalamusban,
hypophysisben, a szivizomban és egyes endokrin mirigyekben [(Gnanapavan et al., 2002) 1.
abra, 73.oldal]. A GHS-R1b széleskorti expresszidja meglepetés volt, de miutan eddig nem
bizonyitott, hogy az RNS expresszidja valoban fehérje szintézishez is vezet, ennek a ténynek a
jelentdsége mindezidaig ismeretlen. Ujabb vizsgalatok néhany tovabbi mas szévetekben is
jeleznek alacsony-szintli GHS-R1a expressziot (Higgins et al., 2007). Ezek az adatok arra
engedtek kovetkeztetni, hogy a ghrelinnek szélesebb korli szerepe van, €s hatdsa nemcsak
endokrin, hanem a ghrelin-szintézis helyén parakrin és autokrin jellegti is lehet. A ghrelin és
funkcionalis receptoranak eltéré eloszlasa alapjan valdsziniisithetd, hogy mas, eddig nem
ismert ghrelin-receptorok is léteznek. Ezt a feltételezést szamos kutatocsoport adatai is
alatdmasztjak (Korbonits et al., 2004; Higgins et al., 2007).

In vivo és sejtkulturan végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a GHS-R, a legtobb G-
fehérjéhez kotott receptorhoz hasonldan, ismételt stimulacio hataséra jellegzetesen elvesziti a
jelatviteli képességét. Ezt a jelenséget vizsgaltuk human GHS-R1a plazmiddal transzfektalt
kinai horcsdg ovarium sejtekben (Orkin et al., 2003). RT-PCR reakcioval bizonyitottuk a
GHS-R mRNS jelenlétét, mig az al-transzfektalt sejtekben humén GHS-R nem volt
kimutathatd. Miutan e vizsgalatok még a ghrelin felfedezése el6tt kezdddtek, stimulusként a
GHS hexarelin molekulat hasznaltuk. A GHS-R1a a foszfolipdz C—diacil glicerin (DAG)-
protein kindz C (PKC)-kalcium masodik hirvivé rendszert serkenti, ezért a receptor
aktivalddasat az intracellularis kalcium valasz alapjan kovettik fluroeszcens Fura-2 festék
segitségével. A transzfektalt sejtek specifikus kalcium vélaszt mutattak 10™° és 107 M
hexarelin stimulacio utan. Kifejezett deszenzitizaciot tapasztaltunk 2-5 perccel az elsé
hexarelin kezelés utan alkalmazott ismételt stimulusnal [(Orkin et al., 2003) 2. abra, 96.
oldal]. Ezek az adatok els6ként bizonyitottdk a GHS-R deszenzitizaciojat a masodlagos

hirvivé rendszer szintjén.



3.2 Ghrelin hatasa a hypothalamusra és a hypophysisre

Mar korabbi vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy a GHS-ok nemcsak GH, hanem
prolaktin, ACTH és kortizol felszabadulassal is jarnak (Korbonits et al., 1995). A ghrelin sem
csupan a GH-kibocsatast fokozza, hanem az ACTH-szekrécidt is. Utobbi mechanizmusat

vizsgaltuk ex vivo patkany hypothalamusokon. Elészor kimutattuk, hogy a ghrelin mRNS és

GHS-R
receptor

.~z

ghrelin “Timzi_ . . | fehérje jelen van a hypothalamus szOvetben, és

I__MM M' Cell membran
v — | !

nyesztéshez hasznalt oldat tovabbi ghrelin
PLC

szekréciot indukal. A hypothalamus ghrelin

il — QD --———»-
- stimulalasa kortikotropin-felszabadité hormon és
- é-

arginin-vazopresszin  felszabadulédshoz  vezet.

Sejtmag membrin
h Tehat, a GHS-hez hasonldan, a ghrelin is hat a
ERK

D hypothalamus—hypophysis—mellékvese  tengel
Transzkripcios faktorok yp ypopny gely

1.2 abra A ghrelin serkenti a GHS-R-t, mely a
Gayg fehérjén keresztil serkenti a foszfolipaz C-t
(PLC), a diacil-glicerin (DAG), PKC, Raf, MEK . . . i
rendszeren  keresztiil  serkenti az ERK A ghrelin egyik jellegzetes hatésa a

foszforilaciojat. A receptor stimulalasa a Py
alegységek transzaktivacios hatésa révén a tirozin sejtproliferaciot befolyasold effektus. Mig egyes
kinaz-receptorokon keresztil is ki tudja fejteni a

hatasat a Ras—Raf-MEK-ERK jelpalyara (Nanzer - . . ‘- p
et al., 2004) sejttipusokat serkent, mint példaul a maj, zsir

mukodésére.

szivizom €és prosztata sejtvonalakat, addig emld, tidé és pajzsmirigy sejteket gatol.
Kutatocsoportunk a GH3 patkany hypophysis sejtvonalon vizsgalta a ghrelin hatasat. Miutan
bizonyitottuk, hogy GHS-R expresszalddik a sejtekben, ghrelin stimulaciot alkalmaztunk 10°
10.10° M koncentracioban. Sejtszam meghatarozassal és [*H]-timidin beépiilési teszttel
mértiik a sejtproliferaciot, valamint immunoblotting technikdval a MAPK csoportba tartozo
ERK1/2 fehérje foszforilaciojat (Nanzer et al., 2004). 10° M ghrelin hatasara szignifikans
sejtproliferaciot észleltiink, és a dezacil-ghrelin (10 M) szintén stimulélta a sejtproliferaciot

[(Nanzer et al., 2004) 2. abra, 101. oldal]. A foszforilalt ERK1/2 szintje szintén emelkedett
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[(Nanzer et al., 2004) 6. abra, 103. oldal]. A sejtproliferaciés és az ERK1/2 hatas feltehet6leg
tobb szekunder messenger rendszeren keresztul zajlik, miutan az ERK1/2 gatlé U0126,
valamint a PKC géatld GF-X és egy tirozin kinaz gatl6 tyrphostin is csokkentette a hatast (1.2
abra). Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a lokalisan szintetizalt

ghrelinnek parakrin/autokrin médon szerepe lehet a hypophysis adenoméak névekedésére.

3.3 Ghrelinszintek valtozasa extrem testsulyu betegeknél

A keringé ghrelin szintjét szdmos faktor befolyasolja. A legfontosabb akut regulator a
taplalékfelvétel, a legjelentésebb hosszi tavl regulator pedig a testtémeg-index (BMI).
Rovidtavon az éhezés emelkedett endogén ghrelinszintet eredményez, mig a taplalékbevitel
gyors ghrelinszint csdkkenést okoz. Hosszabb tavon az alacsony BMI emelkedett, mig az
obesitas illetve a jellegzetesen magas inzulinszinttel jar6 betegségek alacsony
ghrelinszintekhez vezetnek. A Prader-Willi-szindroma (PWS) egy komplex betegség,
melynek szamos tiinete (extrém obesitas, hypothalamicus hypogonadismus, GH-hiany, alvasi
zavarok) hypothalamicus kéarosodasra utal. A betegség a 15. kromoszoman elhelyezkedd
imprinted géncsoporthoz kothet6, mely nem tartalmazza sem a ghrelin, sem a GHS-R génjét.
Ellentétben a kornyezeti vagy mas genetikus faktorokhoz kotddd obesitas szindromakkal a
PWS betegeknek emelkedett a ghrelinszintje, tébb mint kétszerese a hasonlé BMI-i egyedek
ghrelin szintjének.

Elészor azt vizsgaltuk, hogy ez a magas ghrelinszint magyarazhaté-e a BMI-hoz
képest alacsonyabb visceralis zsirszovet mennyiségével ill. inzulin rezisztenciajaval
(Goldstone et al., 2004; Goldstone et al., 2005). PWS betegek ghrelinszintjét vetettik ¢ssze a
teljes test MRI-vel mért visceralis zsirszovet mennyiséggel, és ezt hasonlitottuk 0Ossze

normalis egyének és elhizott betegek adataival. Mind a betegekben, mind a kontrollokban a
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ghrelinszint forditottan volt ardnyos a visceralis zsirszovet mennyisegével, az éhgyomri
inzulin értékkel és a HOMA- (homeostasis model insulin resistance) indexszel. Ha a PWS
betegek ghrelin értékeit az inzulinszintnek vagy a HOMA-indexnek megfelel6en korrigaltuk,
akkor is egy 1,3-1,6-szoros eéhgyomri emelkedett ghrelinszintet kapunk. Tehat a PWS-ben
mért emelkedett ghrelinszintek részben, de nem teljes egészében magyarazhatok a PWS
betegek relativ hypoinsulinaemidjaval. A kovetkez6 vizsgélatban arra kerestink vélaszt, hogy
taplalékbevitelre ghrelinszint csokkenéssel reagalnak-e a PWS betegek (Goldstone et al.,
2005). A magasabb éhgyomri plazma ghrelinszint normalisan csokkent étkezés hatasara PWS
betegekben és a normalsulyu kontroll csoporthoz viszonyitott 1,2-1,5-sz6rds postprandialis
ghrelinszintet mértink [(Goldstone et al., 2005) 2. dbra, 116. oldal]. A patoldgias kdverség és
hyperphagia a hypothalamust roncsolé folyamatok (pl. craniopharyngeoma) gyakori
velejarodja, és ezért arra kerestiink valaszt, hogy vajon ezekben a betegekben is jelen van-e a
paradox hyperghrelinaemia. Az  éhgyomri  ghrelin  szignifikansan  alacsonyabb
craniopharyngeomés betegekben a normal egyének és a PWS betegekhez képest, és nem
kilénbozik a hasonl6 BMI-ii elhizott betegek értékeit6l [(Goldstone et al., 2005) 1C. abra,
113. oldal]. Tehat a tumor okozta hypothalamus karosodas nem okoz magas ghrelinszintet és
relativ hypoinsulinaemiat.

Rovid tdvl (12-16 0Orés) éhezés 2-3-szorosara emeli a plazma ghrelinszintet. Egy
kildnleges eset kapcsan alkalmunk nyilt a hossz( tdv( éhezés soran kialakulé metabolikus
eltéréseket vizsgalni (Korbonits et al., 2005; Korbonits et al., 2007). Egy 30 éves egészséges
fiatalember 44 napon keresztlil csak vizet vett magdhoz. Az eredeti 96 kg testsulyabol
(testmagassag 184 cm, BMI 29) 24,5 kg-ot fogyott (BMI 21,6). A taplalkozas Gjrakezdése
soran szigoruan kontrollaltuk a kaldriabevitelt [(Korbonits et al., 2005) 1. abra, 127. oldal].
Ennek ellenére hypophosphataemia alakult ki, melyet intravénas foszfatpétlassal korrigaltunk.

Majfunkcios eltéréseket, B1 es B6 vitaminhianyt és — az alacsony sobevitel ellenére —
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periférids 0démat észleltiink. Az éhezésnek megfelel6en csdkkent pajzsmirigy és gonadélis
funkciot valamint rendkivil alacsony IGF-1 (inzulinszeri novekedési faktor I) értékeket
mértink. Csokkent volt a leptin és a ghrelin szintje is. Az el6bbi az erésen csokkent
zsirszovetmennyiségnek és a hypoinsulinaemianak, az utébbi feltehetéleg az emelkedett
szomatosztatinszintnek koszonheté [(Korbonits et al., 2007) 3. abra, 156. oldal]. A beteg
éhségérzete az elsé néhany napon alacsony volt, majd ennek a hatarozott emelkedését a
kering0 resistin és orexin A-szint névekedése el6zte meg, aminek a jelentésége azonban ezzel

az egyedi vizsgalattal nem értékelhetd.

3.4 Ghrelin gén variaciok hatasa a testfelépitésre

Mar 1996-ban felfigyeltek egyes GHS-analégok orexigén hatdsara, de az igazan nagy
figyelmet kelt6 kdzlemény a ghrelinnel kapcsolatban jelent meg 2000-ben (Tschop et al.,
2000). Ez a vizsgalat arrol tantskodott, hogy a ghrelinnek a GH hatastdl fiiggetlen, kdzvetlen
orexigén hatdsa van. Hamarosan leirtdk a ghrelin zsirszovet lerakodast serkentd, valamint
diabetogén hatasat is (Higgins et al., 2007). Logikus Iépés volt tehat azt a kérdést felvetni,
hogy vajon a ghrelin vagy a ghrelin-receptor génjében talalhatd variaciok [single (egypontos)
nukleotid-polimorfizmusok, SNP] befolyasoljak-e a testmagassag, a testsily vagy a 2-es
tipust cukorbetegség (T2D) kialakuldsat. Prof. Froguel munkacsoportjaval kollaboraciéban
szekvenaltuk a ghrelin és a ghrelin-receptor gén exon, exon-intron talalkozési és promoter
tertileteit 72 elhizott gyermekben. 12 SNP-t talaltunk a ghrelin génben és 8 SNP-t a GHS-R
génben (1.1 abra). Ezutan kivalasztottuk a haplotipust meghatarozo SNP-eket, és ezeket
hasznaltuk a kllonboz6 betegesoportok karakterizalasara. EgQy gyerekkori obesitasban
szenvedé populaciot (Gueorguiev et al., 2003; Gueorguiev et al., 2008), egy felnéttkori

elhizott (Zavarella et al., 2008) és ket feln6tt diabetes populaciot (Garcia et al., 2005;
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Gueorguiev et al., 2007), valamint 3 normél (két felnétt és egy gyerek) populacios kohortot
(Garcia et al., 2008) vizsgéltunk a testfelépités és a szénhidrat anyagcsere paramétereinek a
szempontjabol.

Az els6 vizsgalatban elhizott gyerekekben tanulmanyoztuk a preproghrelin fehérje C-
termindlis felében elhelyezked6 gyakori SNP (Leu72Met) hatdsat. A metionin allél magasabb
BMI és alacsonyabb postprandialis inzulinszinttel korrelalt (Korbonits et al., 2002b), és ez az
eredmény osszhangban volt egy feln6ttekbdl allo csoport vizsgalatanak adataival (Ukkola et
al., 2001). Ezzel szemben egy 1420 feln6ttb6l allo kohortban a metionin allél alacsonyabb
éhgyomri inzulin, HOMA-index és trigliceridszinttel jart (Zavarella et al., 2008). Hasonld
kedvez6 hatést irtak le egy mésik vizsgalatban is (Ukkola et al., 2002).

A ghrelin és GHS-R gének regulacidjat vizsgaltuk a promoter régidkban talalt SNP-ek
segitségevel. A ghrelin és GHS-R promoter SNP-eket pGL3 plazmidba épitettiik, és ezek
aktivitasat vizsgaltuk luciferaz esszé segitségével két kiilonb6zé sejtvonalban hidrokortizon,
dsztradiol és trijod-tironin stimulacié hatasara [(Garcia et al., 2005) és Garcia & Korbonits,
nem publikalt megfigyelés]. A ghrelin promoter régidjdban hat kiilonb6z6 haplotipust
kilénboztettiink meg, mig a vizsgalt egyedek 96%-a egy GHS-R promoter haplotipussal
rendelkezett. A kiilonboz6 ghrelin és GHS-R promoter haplotipusok bazélis aktivitasa
jelentésen eltért a leggyakoribb haplotipus (vad tipus) aktivitasatol. Az altalunk GHRL3-nek
jelzett haplotipus mintegy 50%-kal csokkent aktivitast mutatott, ami arra enged kdvetkeztetni,
hogy ez a promoter csokkent ghrelin expresszioval és hatassal jar. Ez a haplotipus
Osszefliggésben volt a 72Met alléllel, tehat az eredmény 6sszhangban volt a fentebb emlitett
két vizsgalattal, miszerint a metionin allél a diabetes és az obesitas szempontjabol elényos
(Ukkola et al., 2002; Zavarella et al., 2008). Ez az 6sszefiiggés azonban nem bizonyosodott be
egy 612 betegbdl allo T2D csoportban, ahol a ghrelin és a GHS-R gén, valamint a BMI és a

szénhidrat anyagcsere komponensei kozott kerestunk asszociaciot (Garcia et al., 2005).
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Negativ eredményt hozott a BMI és a GHS-R gén kapcsolatar6l harom nagy normalis
populécids kohortot, 6sszesen 5807 felnbttet és 843 gyereket magaban foglalo vizsgalatunk is
(Garcia et al., 2008).

A ghrelin testmagassagra kifejtett hatasat tamasztotta ald az a megfigyelés, hogy a
Warren 2 T2D kohortban egy mennyiségi jellegekért felelos lokuszra (quantitative trait locus,
QTL) figyeltek fel a 3p26 kromoszdéman, azon a lokuszon, ahol a ghrelin gén helyezkedik el
(Wiltshire et al., 2002). [Ekkor még nem volt ismert, hogy a GHS-R knockout (KO) egérnek
20%-kal alacsonyabb az IGF-1 szintje (Sun et al., 2004)]. Feltételeztiik, hogy a ghrelin felelds
lehet e megfigyelt QTL-ért. A ghrelin gén korili linkage-et microsatellita vizsgalattal
erGsitettiik meg, igy Osszesen 27 markeriink volt az adott teriiletre. Ezek 0sszevetése a
felnéttkori testmagassag adatokkal egy 2.58-as LOD (logarithm of the odds ratio) score-t
eredményezett. Ot gyakori SNP genotipizalasa azonban nem mutatott szignifikans
Osszefuiggest a testmagassag e€s a SNP-k kdzott, azt sugallva, hogy a ghrelin gén nem fontos
tényez6je a felnbttkori testmagassag kialakulasanak. Egy elhizott gyerekekbdl, illetve a
csaladjukbdl (263 csalad, 1275 egyén) alld csoportban szintén a testmagassagot vizsgaltuk a
ghrelin és GHS-R SNP-ekkel kapcsolatban, és @sszevetettiik adataikat egy normalis
populécidval (287 csalad, 1072 egyén). Bar talaltunk bizonyos dsszefliggést a testmagassag és
az egyik GHS-R SNP kozott, amikor azonban a tobbszoros tesztek elvégzése miatt korrigaltuk
az adatokat a szignifikancia eltiint. A harom nagy normalis populaciét magaban foglald
vizsgalat szintén nem talélt asszociaciot a GHS-R és a testmagassag kozott (Garcia et al.,
2008). Vizsgalatainkban sem célzott beteg populaciokban (elhizott vagy diabeteszes), sem
pedig normalis populaciokban nem talaltunk megbizhatd 6sszefliggést a testfelépités és a
ghrelin vagy GHS-R SNP-jei kodzott. Ugyan kezdeti adataink tébb izben is mutattak pozitiv

Osszefiiggéseket, megerdsitd vizsgalatok végzésekor ezek az asszociaciok eltlintek, azt a jol
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ismert megfigyelést bizonyitva, hogy genetikai vizsgalatoknal sokszor rendkivil nagy

populdcid és ismételt vizsgalat sziikséges a megbizhat6 eredmények eléréséhez.

4 AMPK

Minden sejt talélésének fontos feltétele, hogy megfeleld6 mennyiségii energia alljon a
rendelkezésére a kiillonbozé sejtfunkciok elvégzésére. Az energiahaztartds egyik fontos
szabalyozdja az AMPK enzim. Ez a harom alegységbdl felépiild kinaz a célfehérjéinek a
foszforilacidjaval valtoztatja meg azok enzimatikus vagy transzkripcids aktivitasat. Az
AMPK-t szamos hatas aktivéalja, példaul a hipoxia, az ozmotikus stressz vagy a sejt AMP/ATP
ardnyanak novekedése. Az AMPK aktivalodasa az ATP termel6 katabolikus folyamatok
glikoneogenezis és a zsirsavszintézis gatlédik, mig a sejtek glukdz felvétele, és a
mitokondrialis biogenezis szintje né. Az elsdvonalbeli T2D gyogyszerként alkalmazott
metforminrdl feltételezzik, hogy az AMPK aktivalasan keresztiil fejti ki elény0s hatésait.
Eredetileg az AMPK hatasanak fontossagat csak az egyes sejtek szintjén ismerték fel, de
amiota a hypothalamicus étvagyszabalyozasban betdltott szerepét is felismerték, tgy tiinik,
hogy az egész szervezet energiaellatdsanak szabalyozéasaban szerepet jatszik. Az emelkedett
hypothalamicus AMPK aktivitds ndvekedett étvagyhoz és ezaltal kaloria-bevitelhez vezet.
Kutatdcsoportunk 2003-ban kezdett foglalkozni az AMPK hormonalis szabalyozésaval és a
jelen dolgozatban a ghrelin, a kannabinoidok és a gliikokortikoidok centrélis és periférias

AMPK hatasairol sz616 eredményeinket mutatjuk be.
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Célkitizések

1. A ghrelin hatdsanak a vizsgalata a centralis és periférids AMPK aktivitasra.
2. A kannabinoidok hatasanak a vizsgalata a centrélis és periféridss AMPK aktivitasra.
3. A ghrelin és kannabinoidok interakcioi.

4. A glikokortikoidok hatasanak vizsgalata az AMPK aktivitasra.

4.1 A ghrelin hatéasa a centralis és periférias AMPK aktivitasra

A ghrelin jelentésen befolyasolja az étvagyat és a periférias metabolizmust. Feltételeztiik,
hogy hatésa lehet az AMPK enzimre, és ezt el6szor in vivo patkdny kisérletben vizsgaltuk
intraperitonealis (ip., 100 ug) és intracerebroventricularis (icv., 1 ug) human ghrelin beadésa
utdn egy o6raval. A szOveteket foszfatdzgatld anyagot tartalmazé lizis oldatban
homogenizéltuk, majd immunprecipitaltuk al- és a2AMPK-t felismeré ellenanyaggal, igy
eltavolitva az egyéb kinazokat és foszforilalhaté fehérjéket. A precipitdtumot magnézium,
adenozin-monofoszfat (AMP) és 3P-vel jelslt adenozin-trifoszfat (ATP), valamint
celfehérjének hasznalt SAMS peptid jelenlétében inkubaltuk, majd a folyamatot erésen savas
kdzegben leéllitottuk. Az oldatot foszfocellul6z papirra pipettaztuk, majd ismételt éblités utan
a radioaktivitast szcintillacids szdmlaloban mértiik. A duplikat pozitiv reakcio mellett negativ
kontrollként minden mintahoz SAMS peptidet nem tartalmazé inkubaciés oldatot is
hasznaltunk. A kinaz teszt eredményét foszfospecifikus AMPK antitestet alkalmazo
immunoblotting technikaval erdsitettik meg mind a pAMPK, mind pedig a célmolekula
pACC (foszforilalt acetil-CoA karboxilaz) esetében.

Mind az icv., mind az ip. ghrelin szignifikansan novelte a hypothalamicus AMPK

aktivitast [(Kola et al., 2005) 1. dbra A&B, 122. oldal]. A 6ssz-AMPK illetve 6ssz-ACC
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szintjéhez normalizalt pAMPK és pACC fehérjék mennyisége is emelkedett, mig a dezacil-
ghrelinnek nem volt szignifikéns hatasa [(Kola et al., 2005) 1. &bra C-G, 122. oldal]. Ezek az
eredmények 6sszhangban &llnak a ghrelin orexigén hatdséval (Andersson et al., 2004;
Minokoshi et al., 2004).

A ghrelinnek régota ismertek a kozvetlen szivhatasai, tobbek kozott az ischaemia-
reperflzids karosodas csokkentése. A kozelmultban klinikai vizsgéalatok azt mutattak, hogy
megfeleld analdgoknak potencialis szerepe lehet a szivelégtelenség kezelésében (Garcia &
bar egyes vizsgalatok szerint a zsirsavégetés tulzott ndvekedésének karos hatésa is lehet (Dyck
& Lopaschuk, 2002). Kisérletinkben ghrelin hatéséra szignifikans myocardialis AMPK
aktivitas novekedést es emelkedett pAMPK és pACC-szintet észleltink [(Kola et al., 2005) 3.
abra, 124. oldal], mely magyaréazatot adhat a ghrelin kisérletes infarktus soran tapasztalt
elényos hatasaira (Chang et al., 2004).

A ghrelin jelentds szerepét a szénhidrat haztartasban szamos vizsgalat tAmasztja ala.
Ghrelin adagolésa allat- és huméan vizsgalatokban roml6 inzulin-érzékenyseghez vezet. A
leptin-ghrelin dupla KO egerek ugyan megtartjadk a leptin-hianyos ob/ob egerekre jellemz6
kovérséget, de jellegzetes sulyos diabetestiket a ghrelin hiany orvosolja (Sun et al., 2006).
Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a ghrelinnek fontos szerepe van a szénhidrat haztartas
szabalyozaséban. Az AMPK enzim szdmos a glukoneogenezissel és glikogénszintézissel
kapcsolatos fehérjet szabalyoz a majban, tobbek kozott a foszfoenolpiruvat karboxikinaz
(PEPCK) enzimet. Eredményeink szerint ghrelin hatasara csokken a maj AMPK aktivitasa,
ami a PEPCK aktivalédasan keresztiil magasabb glikoneogenezishez vezet [(Kola et al.,
2005) 4. abra, 125. oldal].

GHS vagy ghrelin adagolas noveli a zsirszovet mennyiségét (Tschdp et al., 2000; Lall

et al., 2001). Kiserletiinkben ghrelin adagolasa soran csokkent AMPK aktivitast talaltunk a
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visceralis zsirszovetben [(Kola et al., 2005) 5. abra, 125. oldal]. Az AMPK aktivaci6 gatolja a
lipogenezist és stimulalja a lipid oxidaciot. Az AMPK gétlasa novekvo zsirraktarakhoz vezet,
igy eredményeink szerint az AMPK géatlasa magyarazatul szolgal a ghrelin lipogenikus
hatéaséara.

A kovetkezOkben GHS-R-KO és vad tipusu (VT) egereken végzett kisérleteinkkel arra
kerestuk a valaszt, hogy vajon ezek az AMPK hatadsok a GHS-R receptoron keresztul hatnak-
e? Mig 500 pg/kg ip. ghrelin a VT egereken hasonld6 AMPK eltérést okozott, mint
amilyeneket a patkanykisérletben észleltiink, a GHS-R-KO egerekben nem észleltiink AMPK
valtozast egyik szovetben sem [(Kola et al., 2008c) 1B. abra, 186. oldal és (Kola et al.,
2008d)]. Ebbdl arra a kdvetkezetésre jutottunk, hogy a ghrelin a GHS-R receptoron fejti ki az

AMPK szabalyoz6 hatésat.

4.2 Kannabinoidok hatasa a centralis és periférias AMPK aktivitasra

Az étvagyszabalyozést szamos hormon és neurotranszmitter befolyésolja, tébbek kozott az
endokannabinoidok, mint példaul a 2-arachidonoylglycerol (2-AG) és az anandamid. Ezek a
lipid jellegli neurotranszmitterek nem hormonok, hanem helyben — legt6bbszor, de nem
kizarolagosan, a posztszinaptikus sejtben — szintetizalodo jelatvivé anyagok. Hatasukat a G-
fehérjéhez kapcsolt receptor csaladhoz tartoz6 gyakran preszinaptikusan elhelyezkedé CB1 és
CB2-receptorokon fejtik ki, majd a posztszinaptikus sejtbe val6 visszavétel utan gyorsan
lebomlanak. CB1-KO vagy a CB1 antagonista rimonabanttal kezelt allatoknak kisebb a
taplalékbevitele és a testtdbmege. Ez a hatads egyrészt a hypothalamusban igen nagy
koncentracidban talalhatd CB1-receptoron keresztiili orexigén hatasnak koszonthet6, masrészt
pedig a kannabinoidok kozvetlen periférias hatasainak. A méjban és a zsirszovetben a

kannabinoidok novelik a zsirsav szintéziset es rontjak az inzulinérzekenységet (Osei-Hyiaman
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et al., 2005). Fontos hatasai vannak a kannabinoidoknak a szivizomban. Patk&ny szivinfarktus
modellben csokkentik az elhalt teriilet méretét, igy fontos szerepet tulajdonitanak az 4tmeneti
ischaemia sordn felszabadulé endokannabinoidoknak a myocardium prekondicionalasaban
(Kola et al., 2006).

Feltételeztiik, hogy a kannabinoidok befolyasoljak az AMPK aktivitdsat a kiillonboz6
szOvetekben. A fentebb emlitett patkanykisérletekben kannabinoid agonistakat adagoltunk icv.
(50 pg 2-AG) vagy ip. ([2 mg/kg A®-tetrahydrocannabinol]. A kannabinoid agonisték, a
ghrelinhez hasonldan, ndvelték a hypothalamicus és myocardialis AMPK aktivitést és gatoltak
a méj és zsirszovet AMPK aktivitast [(Kola et al., 2005) 1-5. abra, 122-125. oldal]. Ezek az
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az AMPK fontos szerepet jatszik a
kannabinoidok orexigen, lipogenikus, diabetogén és kardialis hatdsainak kialakul&saban.

A kannabinoidok hatasait tobb receptor is medialja: a CB1, a CB2, vanilloid-
receptorok és egy vagy tobb tovéabbi receptor. CB1-KO egerek és a CB1 antagonista
rimonabant segitségével arra kerestilk a valaszt, hogy az AMPK-val kapcsolatos hatasokért
melyik receptor a felelés. VT és CB1-KO egereknek ip. 500 pg/kg A’-tetrahydrocannabinolt
adagoltunk. Mig a VT egerek a patkdnykisérlethez hasonléan hypothalamicus és myocardialis
AMPK emelkedéssel és méj és zsirszoveti AMPK aktivitas csokkenéssel valaszoltak, addig a
CB1-KO egerekben AMPK véltozast nem észleltiink [(Kola et al., 2008c) 1B. abra, 186. oldal
és (Kola et al., 2008b)]. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a kannabinoidok AMPK hatasait a

CB1-receptor mediélja.

4.3 A ghrelin és kannabinoidok interakcioi

Miutan mindkét anyagnak jellegzetes hatdsa van az étvagyra, és mindketté receptora nagy

szamban megtalalhatd egyes hypothalamus magokban, igy feltételeztik, hogy esetleg
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interakcid van a két rendszer kozott. A hypothalamus nucleus paraventricularisaba adagolt
0,3 ug ghrelin és a 30 perccel kordbban ip. adott 1 mg/kg rimonabant vagy fizioldgiés sooldat
hatasat figyeltik az egy 6ran bellli taplalekfelvételre [(Tucci et al., 2004) 2. dbra, 109. old.].
A ghrelin megkétszerezte az allatok taplalékfelvételét, mig rimonabant elékezelés gatolta ezt a
hatast. Az 1 mg/kg rimonabant olyan alacsony dézis, hogy 6nmagaban nem véltoztatta meg a
taplalékfelvételt (Tucci et al., 2004). Ezt a kérdést genetikai modellinkén is megvizsgaltuk,
ahol VT egerek icv. 1 pg ghrelin hatasara kozel kétszeresére ndvelték a taplalékfelvételt, mig
a CB1-KO egerek nem reagéltak [(Kola et al., 2008c) 1A. abra, 186. oldal]. Ez a két kisérlet
arra utal, hogy a CB1-receptor blokkolasa vagy hianya géatolja a ghrelin orexigén hataséat, és
felkeltette érdeklodésiinket, hogy részletesebben vizsgaljuk a két rendszer interakciojat
nemcsak a taplalékbevitel, hanem az AMPK vonatkozasaban is.

VT és CB1-KO egerek ip. 500 pg/kg ghrelin kezelése utdn a VT allatokban emelkedett
az AMPK aktivitas a hypothalamusban, de a CB1-KO egerekben az aktivitas nem valtozott
[(Kola et al., 2008c) 1B. abra, 186. oldal]. A KO egerekkel végzett kisérletek egyik
problémdja, hogy az embrionalis fejlddés sordn hidnyzo gén kovetkeztében esetleg olyan
és a Kkisérleti eredmények nem alkalmazhatdéak kozvetlenil a normalis szervezet
folyamatainak magyarazatara. Ezért megvizsgaltuk a CB1l-receptor szerepét a ghrelin
hatdséban akut rimonabant kezelés kovetden. Az allatok a ghrelin beadasa el6tt 10 perccel
3 mg/kg ip. rimonabantot kaptak. A gyogyszeres receptor blokkolas hasonld eredmenyt
mutatott mint a CB1-KO modell, és megerdsitette, hogy a CB1-receptor szignalatvitele
szilkséges a ghrelin étvagynovelé és AMPK stimulald hatasahoz [(Kola et al., 2008c) 1B.
abra, 186. oldal].

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az endogen hypothalamicus kannabinoidszint

emelkedett éhezo allatban és gyorsan csokkent az evés folyaman (Kirkham et al., 2002), azt
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sugallva, hogy szerepe van az éhség és jollakottsag szabalyozéasaban. Hypothalamus szdvet
homogenizélasa és kloroformos kivonésa utan Prof. Kunos laboratériuméval kollaboracioban,
megmeértlik az endogén kannabinoidszintet a folyadékkromatografias/tomeg spektrofotometri-
as technikaval. VT &llatokban a ghrelin ndvelte az endokannabinoid 2-AG szdveti szintjét
[(Kola et al., 2008c) 1C. abra, 186. oldal]. Ez azt jelezheti, hogy a ghrelin endokannabinoid-
szint emelkedéshez vezet — vagy a novekvé szintézis vagy a csOkkent lebontas Gtjan —, és ez
okozhatja az orexigén és AMPK-t aktivalo hatast, és egyben megmagyardzza, miért elenged-
hetetlen a ghrelin hatdsahoz az ép CB1-receptor. A varakozassal ellentétben azonban a CB1-
KO és a rimonabanttal kezelt VT allatokban nem volt szdveti kannabinoidszint emelkedés.
Ennek magyaréazata az lehet, hogy a CB1-receptorra szilkség van a megfelel6 mennyiségii
endokannabinoid képz6déséhez, azaz egy pozitiv visszacsatolas all fenn. Ezt a hipotézist
alatdmasztja egy kodzelmultban megjelent kdzlemény a hypothalamicus CB1 altal medialt
endokannabinoid szintézis szabalyozasrol (Bequet et al., 2007). A ghrelin tehat nem serkenti
az étvagyat, és nem emeli a hypothalamicus AMPK aktivitast rimonabanttal kezelt vagy CB1
hianyos allatokban. Dr. Fekete és munkacsoportja ezeket az adatokat aladtamasztd
eredményeket taldlt nucleus paraventricularis sejteken végzett elektrofizioldgiai
vizsgalatokban [(Kola et al., 2008c) 2. és 3. &bra, 187-188. oldal]. A ghrelin és a

kannabinoidok hatasmechanizmuséval kapcsolatos hipotézisiinket a 2.1 abra szemlélteti.
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Ghrelin Kannabinoidok

S

‘ Endokannabinoidok‘
—— |CB1 receptor

Al 4.4 A glukokortikoidok hatasa az AMPK
aktivitasra

a

2.1 &bra A ghrelin serkenti a széveti | A glikokortikoidok (GC) rendkiviil fontos szerepet
kannabinoidok szintézisét, mely a CB1-
receptor aktivalddasan keresztil AMPK
aktivalodashoz és ennek kovetkeztében
étvagynodvekedéshez vezet.

jatszanak a metabolizmus, az immunvélasz, a

kardiovaszkularis és a kozponti idegrendszeri funkciok
szabalyozésaban. Ha tdlsagosan magas a vérben a GC aktivitads — peldaul endogen Cushing-
szindromaban, vagy gyogyszeres GC kezelés sordn —, akkor a széleskorti hatdsoknak
megfelelden, szdmos sulyos szovédmeny alakulhat ki. Kutatécsoportunk a GC-ok és az
AMPK hatésaiban tobb parhuzamot vélt felfedezni, ezért az a hipotézis mertlt fel, hogy a GC-
ok befolyasoljak az AMPK aktivitasat.

Allatokban a Cushing-szindroma egyes tiinetei jelentésen killénbdznek a human
betegségtdl, ezért nem egyszerii feladat metabolikus szempontbdl megfeleld allatmodellt
felallitani. Mi a Dallman és munkatarsai altal leirt patkdny modellt kdvettik (Bell et al.,
2000), amely szerint a bedltetett kortikoszteron (100 mg) mellett 30%-o0s szachardz-oldatot is
adunk a mellékvese-irtott allatoknak, hogy az emelkedett szénhidrat bevitel ellensulyozza a
nagydozisi GC-ok katabolikus hatasat. Kontrollként két al-operalt placebo-belltetett
csoportot alkalmaztunk: egy fiziologias séoldatot ivd (NaCl) és egy szachar6z kiegészitést
kapo (Sucr) allatokcsoportot. Két héttel a beliltetés utan az allatok plazma és szévetmintaibol
biokémiai paramétereket, hormonszinteket, szdveti endokannabinoid tartalmat, valamint
fehérje, mMRNS és AMPK aktivitasi meréseket vegeztiink. Az emelkedett kortikoszteron,
alacsony ACTH, magas koleszterin-, triglicerid-, inzulin- és leptinszintek, valamint a
megndvekedett visceralis zsirszovet tdmege bizonyitotta, hogy a Cushing-szindroma legtobb
jele kialakult [(Christ-Crain et al., 2008) 1. abra, 164. oldal]. A Cushing-szindromas
allatokban a visceralis zsirszovet AMPK aktivitasa szignifikansan alacsonyabb volt, mint a
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Sucr vagy NaCl csoportba tartoz6 allatoké [(Christ-Crain et al., 2008) 2. abra, 166. oldal]. Az
AMPK dltal gatolt gének (PEPCK, hormon szenzitiv lipdz, a zsirsav-szintetaz és a sterol
regulatory element-binding protein-1) expresszidja is novekedett, és ezek a valtozasok
magyardzhatjdk a GC-ok hatésra kialakuld visceralis zsirtomeg novekedést, bar a GC-
receptorok AMPK-t6] fiiggetlen kozvetlen hatasat is figyelembe kell venni. Elsédleges human
mesenchyma sejtekbdl szarmazd zsirsejt kultdran in vitro kortilmények kozott is vizsgaltuk a
GC-ok hatasat, és itt is megfigyelheté volt az AMPK aktivitds csokkenése [(Christ-Crain et
al., 2008) 2H. &bra, 166. oldal].

A zsirszdvethez hasonldan a myocardium AMPK aktivitasa is csokkent [(Christ-Crain
et al., 2008) 5. &bra, 168. oldal]. Ennek egyrészt szerepe lehet a hyperlipidaemia és a magas
vérnyomas miatt mar amugy is fokozott atherosclerosis &ltal okozott ischaemiara adott
valaszban, masrészt a Cushing-szindromas betegek jellegzetes cardiomyopathiajaban. Miutan
a betegség kardiovaszkularis halédlozéasa igen magas, az AMPK gatléas szivhatasai kulénosen
jelentdsek lehetnek.

A maj erbs zsirfelhalmozassal reagalt a hypercorticosteronaemiara, és a zsirsav-
szintetdz expresszidja is megnovekedett. VVarakozasainkkal ellentétben azonban a méajszdvet
AMPK aktivitdsa nem csokkent, hanem emelkedett [(Christ-Crain et al., 2008) 3. abra, 167.
oldal]. Ezt a paradox jelenséget azzal magyardzzuk, hogy a vérben nagy mennyiségben
kering0 szabad zsirsav a majba kerilt, és kozvetve ez aktivalja az AMPK enzimet.

A Cushing-szindromas betegek étvagya jellegzetesen megndvekedett, és feltételeztiik,
hogy a GC-ok serkentik a hypothalamicus AMPK aktivitast. Valoban: mind az in vivo
vizsgalatbdl szarmazo hypothalamus szdveten, mind pedig in vitro embrionalis patkany
hypothalamusbol szarmazd primer sejttenyészetben kimutattuk az AMPK aktivitas
novekedeset [(Christ-Crain et al., 2008) 4A&C. abra, 167. oldal]. Korabbi in vitro vizsgalatok

nucleus paraventricularisbdl szarmazé hypothalamus sejtekkel kimutattak, hogy a GC-ok

23



serkentik az endogén kannabinoidok felszabaduldsat. Mi most in vivo kérnyezetben mutattuk
ki ugyanezt a hatéast [(Christ-Crain et al., 2008) 4B. abra, 167. oldal], ami megmagyarazhatja
a GC-ok orexigén hatasat.

Kordbban emlitettem, hogy a metformin az AMPK aktivalasan keresztil fejti ki a
hatasat a majban, mig a hypothalamusban az AMPK aktivitas csokkenést okoz (Chau-Van et
al., 2007), tehadt hatdsai pontosan ellentétesek a GC-okéval. Az alabbi kisérletben azt
vizsgaltuk, hogy vajon a metformin meg tudja-e akadalyozni a GC-ok altal okozott AMPK
aktivitas valtozast. A sejtkultira vizsgélatok szerint metformin kezeléssel megakadalyozhatjuk
az 1 uM dexamethason hypothalamus sejttenyészetben mutatkoz6 AMPK aktivalé hatasat,
illetve a zsirsejttenyészetben mutatkoz6 AMPK gatl6 hatdsat [(Christ-Crain et al., 2008)
4D&2I. dbra, 167 és 166. oldal]. El6zetes adataink szerint a metforminnal kezelt patkanyok
szOveteiben a metformin megakadalyozta a GC-ok AMPK aktivitast befolyasol6 hatésat (Kola

& Korbonits, nem publikalt adatok).

~= hypothalamilus AMPK
hﬂ. :“\

megnovekedett taplalék fetvetel

/ fschaeia riziks
GC tabl canfiomyopathia

T méy aMPK Zsirszoveti AMPK
C G :
s - 21| 1 mpogenezis
zsirmaj ‘QO
1 polizs
Tszabad Zsirsavak kidramkisa

2.2 abra A GC-ok serkentik a hypothalamicus
AMPK-t, ezéltal nbvelve az étvagyat. Gatoljak a
szivizom AMPK  aktivitdésdt, aminek karos
kdvetkezményei lehetnek az ischaemias stimulusra
adott valaszban. Gatoljak a zsirszOveti AMPK-t,
amely egyidejiileg lipogenezishez és lipolizishez
vezet, és a felszabadulé nagy mennyiségl zsirsavat
a maj veszi fel, melynek AMPK aktivitisa
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novekszik. A fenti in vivo allatkisérletek és in vitro

sejtkultdra eredmények azonban nem feltétlenll érvényesek huméan vonatkozasban. Ezért
periadrenalis zsirszovetmintakat gyijtottink olyan betegekbdl, akik mellékvese tumor
miitéten estek at. Tizenegy Cushing-szindromas beteg és kilenc kor, nem és testsuly adatokra
egyeztetett mellékvese incidentalomas beteg (véletlenszeriien talalt mellékvese tumoros
betegek, akiknek nincsenek hormontermeléssel kapcsolatos klinikai tuneteik, bar biokémiai
tesztekkel hiperszekréciora utalo eltérések néha taldlhatdk), valamint négy nem endokrin
betegségben szenvedd beteg mintainak AMPK aktivitadsat hasonlitottuk 0ssze. Igen jelentds
kildonbségeket taldltunk: a Cushing-szindromés betegek zsirszévetmintdjdnak AMPK
aktivitdsa alig negyede volt az incidentalomas (0,08+0,03 vs. 0,3+0,07 nmol/min/mg,
P=0,007) és 15-a a kontroll betegek eértékeinek (0,08+0,03 vs. 0,56+0,1 nmol/min/mg,
P<0,001) [(Kola et al., 2008a) 1A. abra, 249. oldal]. Az AMPK aktivitds negativ mddon
korrelalt a kortizol talsuly mértékével (vizelet szabad kortizol és reggeli szérum kortizol)
[(Kola et al., 2008a) 1B&C. abra, 249. oldal]. Ezek az adatok tehat egy Uj magyarazatot adnak
a GC-ok altal Kkifejtett metabolikus hatdsok mechanizmusara. A GC-ok AMPK-val

kapcsolatos hatésait a 2.2 abran foglaltuk dssze.

5 HYPOPHYSIS TUMORGENEZIS

Autopszias és MRI vizsgalatok szerint az agyalapi mirigy adenomaja rendkivil gyakori,
prevalencidja az atlagos lakossagban akar 20-25% is lehet. Ezen esetek legnagyobb részének
ugyan nincs klinikai jelentésége, de legujabb gondos vizsgalatok szerint a normal lakossagban
1000 fore esik egy klinikailag is jelentds hypophysis adenoma (Daly et al., 2006). A tiineteket

mutatd betegek komplex kezelésre, és legtobbszor egész életen at tartd endokrin gondozasra
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szorulnak. A hypophysis adenomak fobb tipusai a kovetkezOk: prolaktin-termeld laktotrop
adenoma, GH-termel6 szomatotrop adenoma, ACTH-termelé kortikotrop adenoma és
hormont klinikailag nem termelé nem funkcionalé adenoma (NFPA), amely gyakran
gonadotrop sejt eredetii. A hypophysis tumorok legtobbszor sporadikus betegségként
fordulnak el6, néha azonban 6rokl6dé szindroma részét képezhetik. Az agyalapi mirigy
adenomai — nehany ritka kivételtdl eltekintve — szOvettani szempontbdl benignus daganatok,
és feltehetéleg a Hanahan & Weinberger szerinti tobblépcsés karcinogenezis folyamat kezdeti
stddiuméat képviselik (Hanahan & Weinberg, 2000). Harom alapvet tedria létezik a
hypophysis  tumorok patogenezisével kapcsolatban: 1) hormonalis  (rendszerint
hypothalamicus faktorok &ltal Kivaltott) tdlstimulacio vagy gatlashiany jatszik els6dleges
szerepet, 2) a novekedési faktorok tultermelése okozza a tumorokat, vagy 3) a szdvet
molekularis defektusa miatt alakulnak ki az adenomak. Az agyalapi tumorokkal kapcsolatos
munkéssdgom mindharom tedriaval kapcsolatos kutatasokra kiterjedt. A kovetkezd
célkitiizések els6 harom pontjarol csak Osszefoglaldlag irok, mig a nemrégiben felismert
familiaris izolalt agyalapi tumort okoz6 AIP génnel kapcsolatos vizsgalati eredményeinket

részletesebben fejtem ki.

Célkitiizések

1. Hypophysis tumorok gén- és fehérje-expresszios feldolgozésa.
2. Hormonalis feedback szerepe a hypophysis tumorgenezisében.
3. Sejtciklus és jelatviteli fehérjék szerepe a hypophysis tumorgenezisében.

4. Oroklédd hypophysis tumorokat okoz6 gének szerepe a sporadikus hypophysis

adenomak tumorgenezisében.

5. Az AIP szerepe a familiaris izolalt hypophysis adenomakban.
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5.1 Hypophysis tumorok gen és fehérje expresszios feldolgozésa

A szoveti array technikak az elmult idészakban igen széles teret nyertek a biologiai kutatasok
valamennyi terlletén. Munkaink soran elészor az Affymetrix cég 14500 gént magaba foglald
microarray kitjét alkalmaztuk a négy 6 hypophysis tumor mRNS expresszionak vizsgalatara
(Morris et al., 2005), majd néhany évvel késébb a BD Bioscience cég fehérje array-ét, amely
1005 ellenanyagot hasznél fel két-dimenzids immunoblotting vizsgalatra (Ribeiro-Oliveira et
al., 2008). Az ilyen tipusu vizsgalatbdl nyert adatok sokszor nem vart jel6lt (candidate) gének,
illetve fehérjék kimutatasahoz vezetnek. Rendkivul fontos eleme a vizsgalatnak azonban az,
hogy az array adatait mas, konvenciondlis modszerekkel ellendrizziik. Igy példaul a
microarray-bol kivalasztott transzkriptek expresszidjat real-time PCR reakcidval is vizsgaltuk,
mig a fehérje array adatait konvencionalis immunoblottinggal és szdveti immunfestéssel is
ellenériztiik (Morris et al., 2005; Ribeiro-Oliveira et al., 2008). A microarray és a fehérje
array vizsgalatban legigéretesebbnek tiné géneket az 1. tablazatban 0Osszegeztem. A
kulcskérdés azonban az, hogy vajon ezek a gének elsGdleges szerepet jatszanak-e a
tumorgenezisben, vagy csak masodlagosan valtozik-e a szintjik? Erre a kérdésre az array
vizsgalatok nem adnak vélaszt, de felhivjak a figyelmet (j mechanizmusokra és esetleges
kiaknézatlan terapias Utvonalakra.

1. tAblazat: Az mRNS és fehérje array technikaval talalt legigéretesebb gének

Név Jellemz6 Talalt eltérés Teszt
lysosomal-associated hepatocellularis magasabb expresszid6 ACTH- | microarray
protein transmembrane- | karcindbmékban termel6 adenomaban €s
4-b tllexpresszalt NFPA-ben

fehérje
Bcl-2-associated anti-apoptozis emelkedett expresszio GH-, | microarray
athanogene protein prolaktin és nem funkcionald

adenomakban
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cyclin-fliggd kinaz gatlé | p18 hianyaban alacsony expresszio microarray
p18 ACTH-termel6 ACTH-termel6 adenomaban
tumor 1ép fel
egerekben
hésokk protein 110 molekularis kiséré | magasabb expresszio fehérje array
(chaperone) valamennyi adenoma
tipusban
B2 bradykinin-receptor | a prolaktin magasabb expresszid fehérje array
szekréciot valamennyi adenoma
szabalyozza tipushan
C-terminal Src kinaz onkogén enzimek | alacsony expresszio fehérje array
gatldja valamennyi adenoma
tipusban
annexin 11 kalcium-fiiggd alacsony expresszid fehérje array
kotéfehérje valamennyi adenoma
tipusban

5.2 A hormonalis feedback szerepe a hypophysis tumorgenezisében

Tdlzottan magas stimuldld hormonszintek hypophysis sejtszdm- és meéret-ndvekedéshez
vezethetnek, mint példaul terhességben a laktotrop sejtek, hypothyreoidismusban a TSH
sejtek, Addison-kdrban a kortikotrop sejtek és a GH serkent6 hormon (GHRH) termel6
tumoroknal a szomatotrop sejtek. Mig allatmodellben ilyen esetekben valodi adenoma is
kialakulhat, emberben ez nem jellemz6. Laboratériumunkban szamos hormonalis faktor
szerepét vizsgaltuk, mint példaul a GH-receptor, az IGF-I-receptor (Kola et al., 2003), az
ACTH-receptor (Morris et al., 2003), a leptin (Korbonits et al., 2001c) és a peroxisome
proliferatorral aktivalt receptor (PPAR)y-receptor (Emery et al., 2006), valamint a kortizol
prereceptor metabolizmusaban szerepet jatszo 11B-hydroxysteroid-dehydrogenaz-1 és -2
szerepét (Korbonits et al., 2001a). A hypophysis adenomak monoklonalis eredete alapjan nem
valoszintisithetd, hogy hypothalamicus faktorok inditanak el a hypophysis sejtek
transzforméaciojat. Adatainkbdl azonban azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy talstimulalt
hypophysis sejtekben nagyobb eséllyel alakulhat ki tumort okozé mutacid, és az ilyen

kornyezet elésegitheti a mar mutalt sejt névekedéseét.
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5.3 Sejtciklus és jelatviteli feherjék szerepe a hypophysis
tumorgenezisében

A sejtciklus G; fazisat szabalyoz6 gének koziil haromnak— retinoblastoma, p27 és p18 —is a
hianya hypophysis tumor kialakulasahoz vezet. Ez arra 6sztonzott minket, hogy human
hypophysis tumorokban részletesebben vizsgaljuk a sejtciklust kdzvetlenul vagy kozvetve
befolyasolo géneket, tobbek kdzott a p27 (Lidhar et al., 1999; Korbonits et al., 2002a; Hubina
et al., 2006), a cyclin-fiiggé kinaz 4 (Vax et al., 2003a), a cyclin D (Jordan et al., 2000), a
macrophage migration inhibitory factor (Pyle et al., 2003), a Krlppel-like transcription factor
6 (Vax et al., 2003b), az S-phase kinase-interacting protein 2 (Musat et al., 2002), a protein
kinaz B/Akt (Musat et al., 2005) és a BRAF (Ewing et al., 2007) fehérjéket. Ezek kozul a p27-
tel kapcsolatos munkékat emelném ki, ahol kettés immunfestés segitségével leirtuk, hogy
valamennyi tipust hypophysis adenoma csokkent p27 fehérje expressziét mutat, kilénosen a
ACTH-termel6 tumorok és az igen ritka hypophysis karcinomak (Lidhar et al., 1999). A p27
szintjének regulacidja a fehérje lebomlas szabalyozasan keresztil zajlik: a p27 Thrl87
foszforilalodas utan kilép a sejtmagbdl, és az ubiquitin-ligdz enzimkomplex ubiquitin
molekulakat kot a p27 fehérjére, mely ezutdn gyors lebontasra kertil a proteoszomaban.
Human adenomékban foszfospecifikus ellenanyaggal végzett immunfestéssel emelkedett
foszfo-Thrl87 p27-szintet talaltunk (Korbonits et al., 2002a). Fontos szerepet jatszanak a
szomatosztatin analogok a hypophysis adenomak kezelésében. Human adenoma szévet in
vitro szomatosztatin anal0g octreotide es paseriotide (SOM230) kezelése soran p27-szint
novekedést és foszfo-ERK1/2-szint csokkenest tapasztaltunk [(Hubina et al., 2006) 3.&4.
abra, 141-142. oldal]. In vivo vizsgalat soran szintén valtozast eszleltink p27 fehérje

expresszidban octreotiddal kezelt betegek és kezeletlen betegek tumormintaiban [(Hubina et
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al., 2006) 5. &bra, 142. oldal]. Ezek az eredmények a szomatosztatin analogok egy korabban

nem ismert, Uj hatasmechanizmuséra engednek kdvetkeztetni.

5.4 Oroklédé hypophysis adenoméakat okoz6 gének szerepe a sporadikus
adenomak tumorgenezisében

A hypophysis adenomak tulnyomo tobbsége sporadikusan fordul el6, a legutobbi adatok a
genetikus eredetii adenomakat mintegy 5%-ra becsulik. Kilén kell megemliteni a McCune-
Albright-szindromaban el6fordulé szomatotrop hiperplaziat — ritkan valdédi adenomat —, mert
ez a betegség genetikus eredetii, de nem 6roklédik. A G protein a alegység génjének (GNASL,
az ugynevezett gsp onkogén) az embrionalis fejlodés igen korai szakaszaban fellépett
mutacioja okozza a betegséget, amelynek szamos és igen valtozatos tiinete kozul az egyik a
GHRH-receptorhoz tartozd Gs fehérje allando aktivitasa és ebbdl adodoan a szomatotrop
sejtek proliferacioja, illetve adenomaja. A GNASL gén a 20913 kromoszoman helyezkedik el
és egyike a szdvet-specifikusan imprinted géneknek. Kutatocsoportunk résztvevéje volt annak
a kollaboraciés munkanak, amely felismerte, hogy normalis hypophysisben a GNAS1
maternalisan expresszalddik, és ugyan a tumorokban az imprinting gyakran relaxalodik, a
sporadikus szomatotrop adenomék 30-40%-ban jellegzetesen el6forduld gsp mutacio
legnagyobb részben a maternalis kromoszoman torténik (Hayward et al., 2001).

Oroklédé agyalapi mirigy betegséget négy ismert gén muticidja okozhat: a protein
kinaz A (PKA) regulécios alegységet kodolo PRKAR1A gén, az 1-es tipusi multiplex
endokrin neoplaziat (MEN1) okozo két gén, az MEN1 és a CDKN1B (p27) gén valamint az
izolalt familiaris hypophysis adenoméat (FIPA) okozo AIP (aryl hydrocarbon-interacting
protein) gén. Feltételeztik, hogy ezeknek a géneknek szerepiik lehet a sporadikus hypophysis

adenomak kialakulasaban is.
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PRKAR1A — A Carney-komplex betegség fibrosus dysplasia, cafe au lait foltokkal és
kiilonb6zé endokrin abnormalitasokkal, mint példaul korai pubertassal, hyperthyreosissal,
mellékvese hiperplaziaval és az esetek 70%-ban szomatotrop hiperplaziaval. Az betegek 10%-
aban valddi GH-termelé adenoma alakul ki. A betegseget okozd gén az esetek kozel 60%-
aban a 17g22-24 terlleten elhelyezked6 PRKAR1A mutacidja okozza, mig az esetek masik
40%-&ban betegséget okozé — eddig ismeretlen — gén a 2pl6 teriletre lokalizalodik.
Munkénkban azt vizsgaltuk, hogy van-e szerepe a PRKAR1A gén eltéréseinek illetve
abnormalis expresszidjanak a sporadikus szomatotrop tumorok patogenezisében. Tizenhét
GH-termel6 és 17 mas tipusi adenomat szekvenaltunk. Nem taldltunk mutacios eltérést az
exonokban és az exon-intron taldlkozéasi terlleteken (Kaltsas et al., 2002). Az mRNS
expresszio vizsgélatnal cycloheximiddal kezelt mutans limfocitakbol eldallitott RNS-t
hasznéltunk kontrollként, hogy az esetleges mutacio kovetkezményeként kialakul6 ,,nonsense
mediated decay” jelenség ne zavarja meg az eredményeket. Nem volt szignifikans eltérés a
PKA expresszidjaban, ezért azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a PKA eltérései nem
jatszanak jelentOs szerepet a sporadikus hypophysis adenomak tumorgenezisében.

MEN1 és CDKN1B — Orokl6dé agyalapi mirigy tumorok az MENZ1 szindréma
részeként jelentkezhetnek. A szindroméat a betegek kozel 80%-aban a menin tumor
szupresszor fehérje génjének a mutécidja okozza. A sporadikus hypophysis tumorokban
jatszott esetleges szerepének tisztdzasara mRNS expresszids vizsgalatot végeztiink. Nem
talaltunk eltérést a MEN1 gen expressziojaban (Satta et al., 1999). A kozelmultban egy
természetben el6fordulé mutans patkanytorzset vizsgaltak, amelynek fenotipusaban mind az
MEN1, mind az MEN2 betegségre jellemz6 tumorok eléfordultak. A hibas génnek a mar
korébban emlitett p27 bizonyult (CDKN1B). Két olyan beteget is leirtak, akiknek MEN1
mutécié negativ MEN1-szindromajuk volt és a CDKN1B génben eltérés volt tapasztalhatd

(Pellegata et al., 2006; Georgitsi et al., 2007). Kutatocsoportunk 18 sporadikus és harom
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familiaris MEN1-szindromas betegben szekvenalta a CDKN1B gént és nem talalt egyetlenegy
mutéciét sem (Igreja et al., 2008). Sajat vizsgalatunkbdl és két kdzelmultban kézdlt masik
publikéciobol 6sszesen 87 sporadikus és 37 familiaris eset adatai ismertek (Ozawa et al.,
2007; Igreja et al., 2008; Owens et al., 2008), és ezek alapjan kijelenhetjik, hogy a p27
mutacio MEN1 mutacio-negativ MEN1-szindromas betegekben rendkivil ritka.

AIP — A FIPA patomechanizmuséban fontos szerepet jatszik az AIP gén mutéacidja. A
FIPA esetek mintegy 30%-&ban talalhato eltérés ebben a génben. A kovetkezd fejezetben
részletesen beszamolok az familiéris esetekkel kapcsolatos munkankrol, de a gén esetleges
vizsgaltuk. Hét gyerekkorban fellép6 acromegalids (gigantismus) és 30 felnéttkori
acromegalias esetet vizsgaltunk genomialis (JDNS) eltérésre és 48 hypophysis adenomabdl
kivont komplementaris DNS (cDNS) szomatikus AIP szekvencia eltérésre. AIP mutaciot nem
talaltunk. Més kutatocsoportok is vizsgaltak az AIP szekvenciajat sporadikus betegekben, és
szomatikus mutaciét (ahol a mutécié a tumorban alakult ki és a csiravonal DNS nem
tartalmazza) nem kozoltek, mig gDNS eltérést a vizsgalt 1100 esetb6l 24 esetben irtak le.
Valamennyi esetben azonban az egyik szil6 is hordozta az eltérést, ami arra utal, hogy
ezekben az esetekben is 6rokl6dé a mutacio, és a betegség alacsony penetranciaja vagy a
hianyz6 genealdgiai adatok miatt tiinik a beteg sporadikus esetnek (Chahal et al., 2008). Real-
time PCR mddszerrel vizsgaltuk az AIP mRNS expressziojat és normalis vagy emelkedett
szintet lattunk a kiilonboz6 adenomékban [(Leontiou et al., 2008) 4A. abra, 199. oldal és
Kiegészité I. dbra, 215. oldal]. Immunfestés soran igen kilénleges megfigyelést tettiink: a
normalis hypophysisben kettés immunofluorescens festéssel csak a GH és prolaktin sejtekben
fedeztiink fel AIP pozitivitast [(Leontiou et al., 2008) 2. és 4. abra, 197 és 199. oldal]. Ezzel
megegyezden, mind a sporadikus, mind a vizsgalt familiaris esetek szomatotrop adenomaiban

(AIP mutacioval vagy anélkil) kimutattuk az AIP fehérjét. Szemben a normalis ACTH és
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gonadotrop sejtekkel, a sporadikus kortikotrop adenomak és NFPA-k szintén expresszaltak az
AIP fehérjét [(Leontiou et al., 2008) 2. és 4. abra, 197 és 199. oldal]. E két utobbi adenoma
tipusban a szubcellularis lokalizaci6 megvaltozott. Mig az immunelektromikroszkopos
vizsgalat soradn a normalis sejtekben AIP festédést a szekrécios vezikulumban taldltunk, addig
a tumorokban az AIP a citoplazméban szabadon volt megtalalhat6 [(Leontiou et al., 2008) 5.
és 6. abra, 200. oldal]. Ezekre az egyediilallo megfigyelésekre egyelére nincsen megfeleld
magyarazatunk, de az bizonyos, hogy az AIP hianya nem jatszik szerepet a sporadikus

hypophysis adenomak kialakulasaban.

5.5 Az AIP szerepe a familiaris izolalt hypophysis adenomakban

Mar a XIX. szazadban leirtak gigantismusban szenvedé testvérparokat, de az izolalt familiéris

szomatotrop adenomas betegeknek els6 orvosi leirasa csak 1974-re tehet6. Prof. Frohman
munkacsoportja a 11q13 kromoszoman, a MEN1 lokusztél elkiiloniil6 elhelyezkedésben adta
meg a lehetséges gén lokaciojat (Soares et al., 2005) — ebben a vizsgalatban tébbek kozott a
mi kutatdcsoportunk altal kovetett egyik csaladot is felhasznaltdk —, de az AIP gént végll egy
finn kutatdcsoport lokalizalta (Vierimaa et al., 2006). Az AIP tumorszuppresszor génként
viselkedik, és az érintett egyedek heterozigdta formaban hordozzak az eltérést. A Knudson
hipotézisnek megfeleléen a betegek egy normalis és egy mutans gént 6rokolnek, és mivel a
tumorszdvetben a normalis gén a szomatikus mutacio miatt elveszik, igy csak a mutans,
funkcionalis sérult AIP kdpia expresszaloédhat. A betegségnek tobb elnevezése is kialakult,
tapasztalataink és az elérhet6 adatok tiikkrében az 3.1 abran lathato feloszlast tartjuk

megfelelonek.
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Kutatocsoportunk sz&mos, a vilag

legkiilonboz6bb  orszagaibol — szarmazd,  kitiing
kollaborator segitségével egy rendkivil nagy FIPA
csaladokbol  illetve  gigantismusban  szenvedd

betegekbdl allo kohortot gyiijtott 6ssze, és abban az

izgalmas helyzetben van, hogy az elsék kozott

3.1 abra Valamennyi izolalt familiaris
hypophysis adenomaban szenvedd beteget
a FIPA csoportba soroljuk. Ezen beldl,
azok a betegek, akikben AIP mutécio o L L L
talalhato, a hypophys|s adenoma genetlkal Jellemzélt, illetve a hattérben allo gen(ek)
prediszpozicié (PAP) csoportha tartoznak.
Valamennyi AIP muticioval rendelkezé | tylajdonsagait. A 35 csaladbol tizenegy esetben
beteg esetében, igy a latszélag sporadikus
betegeknél is, a sziil6i DNS-ben a mutacio
megtalalhaté volt, tehat nem helytelen
ezeket a betegeket is a FIPA csoportba
osztani. Azok a csalddok, ahol az dsszes | Chahal & Korbonits, nem publikalt megfigyelés] ezek
érintett betegnek acromegalidja volt, az IFS
(izoldlt  familidris  szomatotropinoma)
csoportba oszthatok. Az eddigi adatok
szerint az IFS betegek mintegy felének van ) .
AIP mutéci6ja, a FIPA betegek ~30%-anak | kOzott az elsé promoter mutacié [(Leontiou et al.,
van AIP mutacitja és a PAP betegek 87%-

anak van IFS-je. 2008) 1. tablazat, 194. oldal és ,,Kiegészit6 adatok™ 1.

vizsgélhatja ennek az ,,4j” betegségnek a Klinikai és

talaltunk AIP mutéciét [(Leontiou et al., 2008) és

kozul 7 kordbban nem ismert mutéacié volt, tobbek

abra, 214. oldal]. A 3.2 dbran az egyik FIPA csalad mutacidja és csaladfaja lathat6. Az AIP
304-es aminosavjat kodol6 triplet négy csaladnal is az érintett. Szokatlan mddon két
jelen, mig a masik kettdben a R304Q, ¢.911G>A mutacio. Miutan a négy csalad nincs rokoni
kapcsolatban egymassal és ezeket az eltéréseket még harom masik csaladban is leirték, ezt a
régiot mutacios forré pontnak (hotspotnak) mindsithetjiik. Egy masik altalunk megfigyelt
jellemz6je az AIP mutacioknak az, hogy az Osszes aminosavcsere (missense) MUtacio a
fehérje C-terminalis szakaszat érinti, mig a fehérje struktarajat sulyosan karosité mutaciok a
gén teljes hosszaban megtalalhatok. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az AIP fehérje C-
terminalis végének fontos szerepe van az AIP funkcidjaban. A betegség penetrancidja

alacsony, a legmegbizhatobb adatok szerint a hordozd egyének mintegy 30-40%-aban
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alakulnak ki a tunetek. A klinikai jellemzok eltérnek a sporadikus és az AIP mutacidoval nem
rendelkez6é betegek fenotipusatol. A betegség fiatalabb életkorban, gyakran gyerekkorban
kezdddik, és a tumorok rendszerint agresszivan viselked6 macroadenomak, melyek tébbnyire
nem reagalnak szomatosztatin analog kezelésre.

Kivancsiak voltunk, hogy

| %-EOO-%SDD ot éﬁééﬂmﬁél vajon a betegekben talélt

50y 15y 41y 5ly

mutaciok megvaltoztatjdk-e az

B Acromegalia 5y 2ry

e

. Gigantismus Szegmentélisdupliké(zi/é_ \ , . . , . ,
O Hordozs Exon 6 i | AIP fehérje tulajdonsagait, ezért
Exon 6 [ NN |

az aminosav sorrend célzott

vadtipus ) . ] T 0ot
o o ann A A A M it A il |

megvaltoztatasdval  létrehozott

muténs

LMt o0 Jw';v“;‘ o o hne Whfaael ’¢‘“~¢"/\\.
VIV T I VIR VAR YAy VWA VY

3.2 dbra Az é4brén lathatd csalad 6t €16 tagja hordoz AIP mutéciét. mutans AIP fehérjevel vegeztink

Ketten gigantismusban szenvednek, mig egynél felnéttkorban 1épett
fel az acromegalia. Az AIP fehérje szerkezetében megfigyelhetjik a | funkcionalis vizsgalatokat. Az
fehérje—fehérje  kapcsolddasban fontos tetratricopeptide (TPR)
egysegeket. Az AIP gén hatodik exonjidban egy szegmentalis 4
duplikacié lépett fel. A 30 bazispar ismételt beilleszkedésének AlP gen szekvenciajat
kezdetét a fekete nyil jelzi. Feltehetdleg a harmadik TPR egység B
megvaltozott szerkezete vezet az AIP molekula funkcidvesztéséhez. tartalmaz6  pCl-neoAIP-FLAG

vagy pCl-neocAlP-myc plazmidba hely-specifikus (site-directed) mutagenezis segitségével hét
kalonb6z6 mutaciot iltettiink. A mutans plazmidokat transzfekcid vagy retrovirus
segitségével human fibroblaszt eredeti (HEK293 ¢és TIG3), illetve patkany
szomatomammotrop (GH3) sejtvonalba juttattuk és kovettilk a sejtek proliferaciéjat. A VT
AIP mindegyik esetben csokkentette a sejtproliferaciot [(Leontiou et al., 2008) 1A, B és C.
abra, 196 oldal], ami 06sszhangban van a klinikai adatok alapjan feltételezett tumor
szupresszios tulajdonsagaval. A mutéciét tartalmazé plazmidok azonban nem valtoztattdk meg
a sejtproliferaciot, és ennek a tulajdonsagnak az elvesztése magyarazatot adhat a tumor
kialakuléséra.

Az altalunk leirt mutaciok az AIP fehérje egy mésik tulajdonsagat is megvaltoztatjak. Az

AIP szamos proteinnel képes kapcsolodni, ezek kozil az egyik a foszfodieszteraz-4A5, mely a
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cAMP lebontasat végzo enzimcsalad egyik tagja. Dr. Bolgerrel kollaboracioban kimutattuk,
hogy a foszfodieszteraz-4A5-AIP interakcio is karosodik mutans AIP molekulak esetében
[(Leontiou et al., 2008) 1D. abra, 196. oldal]. Miutan a cAMP jelatvivé rendszerének fontos
szerepe van a szomatotrop sejtek milkodésében és tumorgenezisében (I. gsp mutacio,
McCune-Albright-szindroma és  Carney-komplex), feltételezhetd, hogy az AlIP—
foszfodieszterdz interakcionak meghatarozo szerepe lehet az AIP hianya miatt fellépd

agyalapi mirigy tumorgenezisben.
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6 ALEGFONTOSABB UJEREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

1. A ghrelinnek és a GHS-R1b-nek rendkivil széles szdveti eloszlasa van, mig a GHS-R1a
expresszidja csak nehany szdvetben mutathatd ki.

2. A GHS-Rla wvaltozatos expressziot mutat a kiilonboz6é tipusti agyalapi mirigy
tumorokban.

3. A GHS-R ismételt stimulus hatasara deszenzitizalodik.

4. A ghrelin serkenti a hypophysis sejtek proliferaciojat.

5. PWS betegeknek magasabb az éhgyomri ghrelin szintje, amely normaélisan csdkken
taplalékbevitel utan. A magas ghrelinszint csak részben magyarazhat6 a viszonylag alacsony
visceralis zsirszovet-tartalommal vagy a megtartott inzulin-érzékenységgel.

6. A craniopharyngeomaés, hypothalamus-sérilt betegeknek alacsony ghrelinszintje van,
tehat a hypothalamus sériilés Gnmagéaban nem vezet magas ghrelinszinthez.

7. Extrém hosszu teljes éhezés alacsony ghrelinszintet okoz. Koriiltekinté lassu feltaplalas
sordn is ugyelni kell a folyadék- és sbhaztartds eltéréseinek potencialisan sulyos
szovodményeire.

8. Annak ellenére, hogy a ghrelin és a GHS-R igéretes funkcionalis jelolt géneknek tiintek a
testsuly és a testmagassag szabalyozéaséra, valamint a 2-es tipusu diabetes kialakulasara,
szamos felnétt és gyermekpopulaciot magaba foglald vizsgalatunk soran nem talaltunk
ismételten megerdsithetd szignifikans kapcsolatot a ghrelin és GHS-R gén variaciokkal.

9. A ghrelin és a kannabinoidok szdvetspecifikusan szabdlyozzak az AMPK aktivitasat.

10. A ghrelin étvagyserkentd és AMPK-szabalyoz6 hatdsaihoz sziikség van miikodé CB1-
receptorra.

11. A ghrelin szdveti kannabinoidszint emelkedéshez vezet.

12. Felvetjiik egy ghrelin — endokannabinoid — CB1 — AMPK — étvagy tengely 1étezését.

13. A GC-ok szovetspecifikusan szabalyozzak az AMPK aktivitasat.
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14. A GC-ok emelik a hypothalamusban a szOveti endokannabinoid szintet, ami a CB1-
receptorok aktivalasan keresztil étvagyndvekedéshez vezethet.

15. A metformin kezelés megakadélyozza a GC-ok AMPK hatasait.

16. Az RNS és fehérje array technikdk nem vart jel6lt génekre hivhatjak fel a figyelmet, de
rendkiviil koriiltekinté és tobbszords kontrollal biztositott vizsgédlatok hozhatnak csak
megbizhat6 eredményeket.

17. Nem tartjuk valésziniinek, hogy a hypothalamicus faktorok inditjdk el a hypophysis
sejtek transzformaciojat, de adataink arra utalnak, hogy a talstimulalt kérnyezet nagyobb
esellyel vezet egy tumort okoz6 mutacio kialakulasahoz és a mutans sejt névekedéséhez.

18. A sejtciklus fehérjék vizsgalata soran szdmos esetben talaltunk eltér6 mRNS vagy protein
expressziot, amely nagymértékben befolyasolja a sejtek proliferacidjat, bar a legtobb esetben
nem valo6szind, hogy a tumor kialakuldasadban elsédleges szerepet jatszik. A p27 kifejezetten
alacsony expresszidja €s a szomatosztatin kezelés utdn fellépd szintemelkedése uj
mechanizmusra hivja fel a figyelmet az agyalapi tumorok tumorgenezisében és kezelésében.
19. A PRKARI1A, a MENL1 és a AIP 6rokl6dé agyalapi tumort okozd gének nem jatszanak
jelentds szerepet a sporadikus adenomak kialakulasaban.

20. A CDKN1B (p27) gén mutécioi rendkivil ritkan jatszanak szerepet a MEN1 mutacio-
negativ MEN1-szindroma kialakulaséban.

21. Az AIP mutaci6-negativ FIPA- és az MEN1 mutacio-negativ MEN1-szindromas betegek
Uj agyalapi tumort okozo gének lokalizadlasanak a lehetdségét vetik fel.

22. A FIPA-szindrémas betegeink adatainak klinikai és genetikai feldolgozasa soran ennek
az ,,1)” szindromanak szdmos 11j jellemzdjét ismertiik fel.

23. Tizenegy csaladban talaltunk AIP mutaciot, ezek kozil hét korabban nem ismert mutécio
volt.

24. Funkcionalis vizsgalataink elséként bizonyitottak az AIP tumor szupresSzor szerepét és a

mutans fehérje inaktivitasat.
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