A kutatasok célpontjat a gliikokortikoid hatas pre-receptor szabdlyozasaban kulcsszerepet
jatsz6  11B-hidoxiszteroid dehidrogenaz (11B-HSD) enzimet kodolo, illetve a
gliikokortikoidok hatasat kozvetitd gliikokortikoid-receptort kodold gének természetes
variansai képezték. A kortikoszteroid bioszintézis ¢és metabolizmus faj-specifikus
jellegzetességei €s a humdan adatok feltételezett fontossdga miatt a vizsgalatokat human
mintakon, illetve human cDNS-t expresszalo in vitro rendszerekben végeztiik.

A kutatasok alapvetd célja annak a hypothezisnek a vizsgalata volt, hogy a kortizol
hatds, metabolizmus, ill. érzékenység valtozasaval jard betegségek hatterében komplex
genetikai tényezOk allnak ¢€s a klinikai fenotipus kialakitdsaban a 11B3-HSD enzimet ¢s GR-t
kodold gének polimorfizmusai egylittes szereppel birnak. A kutatasok legfontosabb
eredményeit

I. A kortizol-metabolizmus ) mérémodszerei a gliikkokortikoid hatas, metabolizmus,

vagy érzékenység valtozasaval jard betegségekben szenvedd betegekben

II. Glukokortikoid receptor gén polimorfizmusok fiziologids és pathofiziologids

szerepének vizsgalata

III. HSDI11B1 gén polimorfizmusok fiziologids és pathofiziologids szerepének

vizsgalata
cimszavak alatt mutatjuk be.

I. A kortizol-metabolizmus j méromodszerei a gliikokortikoid hatis, metabolizmus,

vagy érzékenység valtozasaval jaro betegségekben szenvedé betegekben
I.1. Az utobbi évek nemzetkodzi vizsgalatai alapjan a szérumban nagyrészt fehérjéhez
koncentracidja pontosabban jelzi a bioldgiailag aktiv kortizol mennyiségét, ezért
vizsgélatainkban fontosnak tartottuk klinikai mintdkban a nyal kortizol vizsgalat
alkalmazhat6saganak ¢és eldonyeinek pontosabb felmérését. Endogén Cushing-
szindromédban (n=9) és egyéb endokrin betegségben szenved betegekben (n=117)
kétféle modszerrel elemeztiik a nyal kortizol vizsgéalat diagnosztikai értékét és a
gliikokortikoid aktivitas felméréséhez hasznalt konvencionalis tesztekhez viszonyitott
eldnyeit. Megallapitottuk, hogy a nyal kortizol vizsgélat feliilmilja az endogén
Cushing-szindroma korismézésére hasznalt konvencionalis tesztek diagnosztikai
értekét, azonban a nyal kortizol vizsgalat cut-off érteke modszerfiiggo.

[.2. A 11B-hidoxiszteroid dehidrogenaz (11B-HSDI1) enzim aktivitdsit mind a
novekedési hormon (GH), mind az inzulin szabélyozza, azonban a GH-taltermeléssel
jar6  acromegalidban gyakran eléforduld hyperinsulinismusnak a  kortizol
metabolizmuséara kifejtett hatdsat még nem vizsgaltdk. 76 aktiv acromegalidban
szenvedd ¢és kezelés hatdsara gyogyult 68 acromegalids beteg nagyszdmu szérum
mintdjanak (562 minta) vizsgalataval kimutattuk, hogy a 11B-HSD11 aktivitast jelzd
szérum F/E hanyados aktiv betegségben szignifikansan alacsonyabb, mint a kezelés
hatdsdra gyogyult acromeglias betegekben. Kimutattuk tovabba, hogy inzulin
rezisztenciaval és hyperinsulinismussal jardé 2. tipusu diabetesben vagy csokkent
glukoz tolerancidban szenvedd aktiv acromegalids betegekben az F/E héanyados
szignifikansan alacsonyabb volt a normalis szénhidrat anyagcseréjii esetekben észlelt
F/E hanyadoshoz képest. Ezek a megfigyelések a nemzetkdzi irodalomban elséként
mutatnak ra arra, hogy a betegség aktiv stddiumaban levé acromegalids betegekben
gyakran észlelhetd szénhidrat-anyagcsere zavarnak jelentds szerepe lehet a kortizol
metabolizmus modulédlasaban.



[.3. Nemzetkozi szaklapban felkérésre késziilt Osszefoglaldo kozleményben
attekintettilk a szteroid bioszintézis zavarral és egyéb korallapotokkal Osszefliggd
androgén-tultermelés farmakoldgiai gatlasanak lehetdségeit és elemeztiik a terdpidban
hasznalt pharmaconok szerkezet-hatas Gsszefiiggéseit.

II. Glukokortikoid receptor gén polimorfizmusok fiziologias és pathofiziologias

szerepének vizsgalata
II.1. Cushing szindromaban szenvedd betegekben (35 ACTH-termeld hypophysis
adenoma ¢és 25 kortizol-termeld mellékvese adenomas beteg) meghataroztuk a
gliikokortikoid receptor (GR) gén négy funkciondlis variansanak (Bcll, N363S,
ER22/23EK, A3669G) allél-gyakorisagat és osszefliggést kerestiink az allél-variansok
jelenléte €és a klinikai/hormondlis paraméterek kozott. Megallapitottuk, hogy a 4
funkcionalis GR gén varians gyakorisaga nem kiilonbozott a kontroll csoportban (129
egészséges egyeén) észlelt gyakorisagtol. A klinikai paraméterekkel vald 0sszefiiggések
tanulméanyozéasaval azonban kimutattuk, hogy a Bcll allélt homozigota formaban
hordoz6 Cushing szindromas betegekben a combnyak régioban a csont asvanyianyag
tartalma szignifikdnsan kisebb, mig a csontbontast jelz6 szérum beta-Crosslaps
koncentracio szignifikansan nagyobb volt a vad tipust hordoz6 betegekben mért
adatokhoz képest. Az N363S, ER22/23EK ¢és A3669G polimorfizmusok esetében nem
talaltunk Osszefiiggést a csontanyagcsere paraméterekkel vagy egyéb klinikai
jellemzokkel. Az eredmények kozlésével a nemzetkézi irodalomban elséként
mutattunk r4, hogy Cushing szindromas betegekben a Bcll polimorfizmus
modosithatja a csontszovet gliikokortikoidok iranti érzékenységét.

I1.2. Hormontultermelés klasszikus tlineteivel nem jar6 mellékvesekéreg adenomas
betegekben a gliikokortikoidok iranti érzékenység novekedésével jard6 GR gén N363S
polimorfizmus nagy allél-gyakorisagat korabbi vizsgalatainkban mutattuk ki. E
betegekben a mellékvesekéreg daganat enyhe gliikokortikoid taltermelése ¢és az
atheroscleroticus kockdzati tényezOk gyakori el6fordulasa kozotti  kapcesolat
vizsgalatara 47 mellékvese mitéttel kezelt és 78 miitéttel nem kezelt betegben
atlagosan 9,1 éves kovetési id6 alatt elemeztiik a hypertonia, csokkent gliikkdz
tolerancia, 2. tipusu diabetes, hyperlipidaemia ¢és elhizds gyakorisdganak valtozasat.
Megallapitottuk, hogy a kovetési id6 kezdetén és végén a mitéttel kezelt és nem kezelt
betegekben nem kiilonb6zott az atheroscleroticus kockazati tényezdk gyakorisdga. A
kovetési 1dO alatt a két betegcsoportban hasonld gyakorisaggal jelentkezett angina
pectoris, szivizom infarktus, &és cerebrovascularis stroke. Eredményeink nem
tamasztottdk ald az enyhe gliikkokortikoid tultermelés pathogenetikai szerepét az e
betegekben nagy gyakorisaggal észlelt atheroscleticus kockdzati tényezOk és
komplikaciok kialakuldsaban, ugyanakkor mas tényezdk, mint pl. a gliikokortikoidok
iranti fokozottabb érzékenység lehetséges szerepét vetették fel.

I1.3. Klinikai megfigyelések szerint a terhesség alatti tilzott teststly és testtomeg
index (BMI) novekedés eldrejelzdje lehet a testsuly és BMI hossza tava
novekedésének €s a metabolikus szovédmények kialakulasanak. 300 egészséges terhes
nében a GR gén funkcionalis polimorfizmusainak vizsgélataval kimutattuk, hogy az
ER22/23EK polimorfizmus jelenléte esetén a terhességi alatti testsuly és BMI
novekedése szignifikansan kisebb a polimorfizmust nem hordozé terhesekhez képest.
Ez a megfigyelés a nemzetkdzi irodalomban els6ként utal az ER22/23EK
polimorfizmus védo szerepére a terhesség alatti tulzott testsuly és BMI novekedéssel
szemben.



Il. 4. A GR gén 4 funkciondlis polimorfizmusanak all¢l-gyakorisagat és a klinikai
paraméterekkel valo lehetséges 0sszefiiggéseket 150 preeclampsiaban szenvedd terhes
nében ¢és a preeclampsia stlyos formdjanak tekintett HELLP szindromaban szenvedd
17 terhes ndében vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a Bcll polimorfizmus
szignifikansabb gyakoribb HELLP szindromas ndékben a preeclampsias ndkben
valamint 300 egészséges terhes nében észlelt allél-gyakorisdghoz viszonyitva. Az
N363S, ER22/23EK ¢és A3669G polimorfizmusok esetében nem talaltunk
Osszefliggést a preeclampsia vagy a HELLP szindroma el6forduldsa kozott.
Eredményeink a nemzetkozi irodalomban els6 utalnak arra, hogy a Bell polimorfizmus
hordozéas kockazati tényez6t jelenthet a HELLP szindroma kialakuldsdban. A Bcll
polimorfizmus lehetséges jelentdsége mellett sz616 adatnak tekintjiik, hogy 6 tovéabbi
emlds fajban a GR gén Bcll polimorfizmusanak megfeleld szakasz nemzetkozi
adatbankokban kozzétett nukleotid szekvencidjanak elemzésekor egyetlen fajban sem
mutattuk ki a Bcll polimorfizmus jelenlétét. Utobbi megfigyelésiinket azért tekintjiik
figyelemre méltonak, mert a preeclampsia €és a HELLP szindroéma emberen kiviil mas
emldsben nem fordul eld.

III. HSD11B1 gén polimorfizmusok fiziologias és pathofiziologias szerepének vizsgalata
A GR gén funkciondlis polimorfizmusaival ellentétben a gliikokortikoid hatds pre-receptor
szabalyozasaban kulcsszerepet jatszo 11B-hidoxiszteroid dehidrogenéaz 1. tipusat (11p-HSDI
kodolo6 HSDIIBI gén polimorfizmusok spektruma, eléforduldsuk gyakorisdga ¢és
funkcionalis jelentdsége kevésbé ismert. A kutatasok fobb eredményeit az alabbi pontokban
foglaltuk ossze.
III.1. In silico kutatasokat végeztink a HSDI1/BI gén variansok feltérképezésére.
Online adatbézis segitségével (NCB1 SNP, Hapmap, www.hapmap.org) a HSDI11BI
génen, ill. annak 15 kb promoter szakaszan Osszesen 65 polimorfizmust
azonositottunk. Ezek koziil a tovabbi vizsgalatokban kiilon figyelmet forditottunk
azokra a polimorfizmusokra, amelyek transzkripcios faktorok kotohelyein
helyezkednek el és ezaltal befolyasolhatjak a transzkripcids aktivitast.

2. Az in silico kutatdsok alapjan kivélasztott 12 HSDI1B1 gén polimorfizmus (Abra A
panel) allél-gyakorisaganak meghatarozdsara 129 egészséges egyén genotipus
vizsgalatat végeztiik el. A vizsgalt 12 polimorfizmus koziil 3 polimorfizmust kordbban
még nem tanulmanyoztak (rs4844880, rs173089418 ¢és rs12143228). A genotipus
vizsgélatokhoz az oligonukleotid probdkat a Primer3 sofware Input 0.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) program segitségével terveztiik. A DNS mintdkban
a genotipus vizsgélatokat allél-specifikus PCR, restrikcidés enzim emésztés, Tagman
allél-diszkriminacios assay ¢és direkt DNS szekvendlds segitségével végeztiik.
Megallapitottuk, hogy a vizsgalt HSD11B1 gén polimorfizmusok koziil a 83,557insA
varians 18%, az 1s846910 varians 4% gyakorisdggal fordul eld, mig mas
populacidkkal ellentétben az rs846911 varians jelenlétét nem lehetett kimutatnia. A
nemzetkozi irodalomban kordbban mar publikalt tobbi HSD/IB1 gén polimorfizmus
allél-gyakorisaga hazai egészséges ndkben megegyezett a nemzetkodzi irodalomban
kozzétett allél-gyakorsagi adatokkal. A masok altal korabban még nem vizsgalt 3
polimorfizmussal kapcsolatos eredményeink pedig 1) adattal szolgaltak ezen
polimorfizmusok populécié-szintli el6fordulasarol.

3. A HSD11B1 gén polimorfizmusok és a gliikkokortikoid hatas kozotti kapcsolat
vizsgélatara 62 Cushing-szindroméas né (35 betegben Cushing-kor, 27 betegben


http://www.hapmap.org/
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

kortizol-termeld mellékvesekéreg adenoma) genotipizalasat végeztik el és 94
egészséges nd genotipus adatainak felhasznalasdval bioinformatikai moddszerek
segitségével komplex haplotipus elemzést végeztiink. A betegek klinikai adatai koziil
a gliikokortikoid hatassal, ill. annak stlyossagaval 0sszefiiggd klinikai tiineteken és a
hormonvizsgélatok eredményein kiviil a gliikokortikoid hatasra rendkiviil érzékeny
csontanyagcsere paramétereket (szérum csontmarker koncentracid, csontdenzités,
csonttorések) elemeztiik. Megallapitottuk, hogy a vizsgélt polimorfizmusok koziil az
rs17389016 polimorfizmus allél-gyakorisdga Cushing-szindromds betegekben
szignifikansan kisebb volt a kontroll egyénekhez képest, mig a tobbi polimorfizmus
gyakorisdga nem kiilonbozott a Cushing-szindromas és kontroll csoport kozott.
Kimutattuk, hogy az rs83557insA, rs12086634 ¢és rs11807619 kapcsoltak, egy
haplotipusban fordulnak el6. Ez a haplotipus kortizol-termeld mellékvesekéreg
adenoma okozta Cushing-szindrémas ndkben és egészséges ndkben nagyobb csont
asvanyianyag tartalommal és szérum osteokalcin szinttel jar egyiitt. Kimutattuk
tovabba, hogy a HSD11B1 gén promoter szakaszan lokalizalt rs4844880 polimorf allél
jelenléte kedvezObb csont dsvanyianyag tartalommal, valamint Cushing-koros
betegekben magasabb testtomeg index-el, magasabb szérum osteokalcin szinttel,
tovabbd magasabb reggeli, ¢jjeli €s kis adag dexamethason utdni szérum kortizol
szinttel jar egylitt. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a gliikokortikoid hatas pre-
receptor szabalyozasaban kulcsszerepet jatsz6 HSDI1BI gén polimorfizmusai mind
egészséges egyénekben, mind koérosan fokozott gliikokortikoid termelés esetén
befolyasoljak a csontanyagcserét.

A HSDI1BI1 gén promoter szakaszan lokalizalt rs4844880 polimorf allél kedvezdbb
csont dsvanyianyag tartalommal vald Osszefliggését hormonalisan inaktiv
mellékvesekéreg adenomds betegekben is igazoltuk. 71 hormondlisan inaktiv
mellékvesekéreg adenomas betegben az rs4844880 polimorfizmust hordozdk korében
az osteodensitometrias vizsgélattal mért lumbalis gerinc BMD és t-score értékeket
szignifikansan magasabbnak talaltuk a polimorf allélt nem hordoz6 betegekhez
lumbalis gerinc BMD és t-score értékeihez képest.

4. A HSDI11B1 gén promoter szakaszan lokalizalt rs4844880 polimorf allél jelenléte
¢és a kedvezObb csont asvanyianyag tartalom kozotti Osszefiiggés tanulmanyozéasara
sejttenyészeteket fejlesztettiink ki és vektorok konstrukcidjaval luciferaz expresszios
rendszerben tanulmanyoztuk az rs4844880 polimorfizmus gén-transzkripciora
kifejtett hatasat. A HSDI/IBI gén rs4844880 polimorfizmust tartalmazd régidjat
pGL3 expresszios vektorba klonoztuk. Kontroll vektorként a gén start kodon eldtti -
vad alléljait hordoz6 expresszids vektorok csak az rs4844880 szekvencidjaban tértek
el egymastol. Az expresszids vektorokat Hela sejtbe transzfektaltuk majd promoter
aktivitdsokat luciferdz aktivitas mérésével hataroztuk meg. Az 154844880
polimorfizmust tartalmazoé régi6 luciferaz aktivitasa kisebb volt, mint a kontroll régid
aktivitasa, ami feltehetden egy represszor régio jelenlétére utal. A polimorf mutans
allél kisebb luciferaz aktivitassal jart, mint a vad allél (Abra C panel. Az rs4844880
kisebb transzkripcids hatdsa kevesebb mRNS atirast és végiil kisebb HSD11Bl1
aktivitds eredményez, ami magyardzhatja a rs4844880 polimorfizmust hordozoknal
észlelt kedvezdbb csontanyagcsere adatokat.
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II. 5. A HSDI11BI gén polimorfizmusok, hormonszintek, illetve a gliikkokortikoid
hatast jelz0 biokémiai és klinikai paraméterek kozotti osszefiiggéseket Cushing-
szindromas betegekben tanulméanyoztuk. Kimutattuk, hogy a heterozigota 83,557insA
varianst hordozokban a nem hordozokhoz képest az ACTH-szekrécid gliikokortikoid
feed-back irdnti érzékenysége csokken ¢és a gliikokortikoidok irdnti csokkent
érzekenység az rs846910 gén-varianst hordozok esetében a gliikokortikoid hatasra
érzékenyen reagald szérum csontmarker (osteokalcin, beta-crosslaps) koncentracidkon
i1s kimutathatd. Ezek az eredmények elsOként utaltak arra, hogy a HSDIIBI gén
83,557insA ¢és rs846910 variansai endogén gliikkokortikoid taltermeléssel jaro
allapotokban befolyasolhatjak a gliikokortikoid feed-back mechanizmust ¢és a
gliikokortikoid hatés irant kifejezetten érzékeny csontanyagcserét.



