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2. Abrak és tablazatok jegyzéke
Abrik:

Nincs abrajegyzék-bejegyzés.
Tablazatok:

Nincs abrajegyzék-bejegyzés.
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2DM
ACTH
ACS
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BMD
BMI
BMPs
C/EBP
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CRH
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DHT
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3. Roviditések jegyzéke

11-beta-hidroxiszteroid  dehidrogenaz  (11-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase)

2-es tipust diabetes mellitus (diabetes mellitus type 2)
adrenocorticotrop hormon (adrenocorticotropic hormone)

mellékvese eredeti Cushing szindréma (Adrenal Cushing’s
Syndrome)

allo-tetrahidrokortizol (allo-tetrahydrocorisol)

alkalikus foszfataz (alcalic phosphatase)

csont asvanyi anyag tartalom (bone mineral content)
csontstiriség (bone mineral density)

testtomegindex (body mass index)

csont morfogenetikai fehérjék (bone morphogenetic proteins)
CAAT/enhancer binding protein

kortizol kot6 globulin (cortisol binding globulin)
carbenoxolon (carbenoxolone)

Cushing-kor (Cushing’s disease)

citoszolicus karbonil reduktaz (cytosolic carbonyl reductase)
cortisone reductase deficiency

corticotrop releasing hormon (corticotropin-releasing hormone)
computed tomography

kettds  rontgen  foton—abszorpciometria  (dual-energy  x-ray
absorptiometry)

dehidroepiandroszteron-szulfat (dehydroepiandrosterone sulfate)
dihidrotesztoszteron (dihydrotestosterone)
kortizon (cortisone)

endoplazmas retikulum (endoplasmic reticulum)



ERE
ERa, ERB
=

F24

F8

GH

GR
H6PDH
HbA1c
HPA

HSD11B1
HU
IGF-1
IL
KO
L1-L4
LD
MIBG
MR
MRI
MS
NAD

NADP

NF1
NFAA
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Osztrogén-reszponziv elem (Estrogen Responsive Element)
Osztrogén receptor a és P (estrogen receptor o and 3)

kortizol (cortisol)

¢éjfélkor mért kortizol szint (midnight serum cortisol)

reggel, 08.00-kor mért kortizol szint (serum cortizol at 08:00 am)
novekedési hormon (growth hormone)

gliikokortikoid receptor (glucocorticoid receptor)

hex6z-6-foszfat dehidrogenaz (hexose-6-phosphate-dehydrogenase)
hemoglobin-Alc (glycated hemoglobin)

hypothalamus - hypophysis - mellékvesekéreg (hypothalamic -
pituitary - adrenal)

11-beta-hidroxiszteroid dehidrogenazt kodolo gén

Hounsfield Unit

inzulinszer(i névekedési faktor 1 (insulin-like growth factor-1)
interleukin

génkiiitott (knockout)

agyéki (lumbaris) gerinc

kapcsoltsag (linkage disequlibrium)

meta-jodo-benzil-guanidin (iodine-131-meta-iodobenzylguanidine)
mineralokortikoid receptor (mineralocorticoid receptor)
magneses rezonancia képalkotas (magnetic resonance imaging)
metabolikus szindroma (metabolic syndrome)

nikotinsavamid-adenin-dinukleotid (nicotinamide adenine
dinucleotide)

nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat (nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

nuklearis faktor 1 (nuclear factor I)

hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenoma (non-functioning
adrenal incidentaloma)



NNK

oC
OGTT
PCOS
PCR
PET
PRL
RA
RANK

RANKL

Real Time
(RT) PCR

SAGH

SAP
SDR

SNP
BCTx
TF
THE
THF
UFE
UFF
VDR
VDRE
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4-metilnitrézamino-1-(3-piridil)-1-butanon (4-(methylnitrosamino)-
1-(3-pyridyl)-1-butanone)

osteocalcin

oralis gliikoz tolerancia teszt (oral glucose tolerance test)
polycystas ovarium szindroma (polycystic ovary syndrome)
polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

pozitron emisszids tomografia (positron emission tomography)
prolaktin (prolactin)

rheumatoid arthritis

nuklearis-faktor-kB receptor aktivator molekula (receptor activator
of nuclear factor kappa B)

nuklearis-faktor-kB receptor aktivator molekula ligandja (receptor
activator of nuclear factor kappa B ligand)

valos idejii polimeraz lancreakcio (real-time polymerase chain
reaction)

szubklinikus autoném gliikokortikoid taltermelés (Subclinical
autonomous glucocorticoid hypersecretion)

shrimp alkalikus foszfataz (shrimp alkaline phosphatase)

Short-Chain Dehidrogenaz/Reduktaz (short-chain
dehydrogenase/reductase

egypontos nukleotidvariacio (single nucleotide polymorphism)
beta-crosslaps

transzkripcios faktor (transcription factor)

tetrahidro-kortizon (tetrahydro cortisone)

tetrahidro-kortizol (tetrahydro cortisol)

szabad vizelet kortizon (urinary free cortison)

szabad vizelet kortizol (urinary free cortisol)

D-vitamin receptor (vitamin D receptor)

D-vitamin reaktiv elem (vitamin D response element)
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4. Bevezetés

A gliikkokortikoidok szabalyozzak a szénhidrat, aminosav anyagcserét, fontos
szerepiik van a stresszre adott valaszreakciok kialakulasaban és gatoljak az immunrend-
szer miikodését. Jelentds €lettani szerepiik mellett kiemelkedd korélettani jelentoséggel
rinolédgiai betegségektdl kezdve, a csontanyagcsere-zavarokon at az allergias folyama-
tokig. Tultermelddésiik hozzajarulhat olyan népbetegségek kialakulasdhoz, mint a
hypertonia, a 2-es tipust diabetes mellitus (2DM), a hyperlipidaemia vagy az obesitas,
melyek amellett, hogy 6nmagukban is kdrosak lehetnek, jelentds rizikofaktorai kiilonfé-
le cardiovascularis korképeknek, mint pl. a myocardialis infarctus vagy a stroke. A
gliikkokortikoid tulsuly egyik gyakori, sok beteget érintd, ezért sokat vizsgalt szovodmé-
nye az osteoporosis, mely egyarant kialakulhat valamilyen endogén folyamat kovet-

kezményeként vagy gliikokortikoid terapia mellékhatasaként is.

A gliikokortikoidok szintje a szervezetben szigorian szabalyozott, és az ebben
bekovetkezd, akar aprobb zavarok a fenti betegségek ¢és allapotok kialakuldsdhoz vezet-
hetnek. A betegek mind eredményesebb kezelése és a megeldzés szempontjabol kiilono-
sen fontos e szabalyozas részleteinek minél jobb megismerése, mely 0j utakat nyithat

nem csak a kezelés, hanem a diagnosztika és megeldzés terén is.

A gliikokortikoidok hatdsainak és kiilondsen az aktiv gliikokortikoid hormon, a
kortizol (F) szovetekben valo elérhetdségének a szabalyozasa kettds. Egyik eleme a
hypothalamus—hypophysis—mellékvese tengely altal torténd, altalanossagban is jobban
ismert kdzponti szabalyozas, mely alapvetden az Ossz-szervezeti gliikokortikoid kinala-
tot befolyasolja. Masrészt a szabalyozasnak létezik egy altalaban kevésbé ismert, loka-
lis, szoveti szintje is, mely az adott szovet sejtjeire nézve specifikusan képes az 6ssz-
szervezeti gliikokortikoid kinalat finomhangolasara, a ténylegesen elérhetd kortizol
szintjének beallitasara. Ez a helyi finomhangolas altal beallitott aktiv kortizol szint lesz
az, amely kozvetleniil a sejtekre hatva azok gliikkokortikoid-fiiggd folyamatait vezérli.
Ezért egyes betegségek illetve az élettani miikodések megértése szempontjabol kiilono-
sen fontos az Ossz-szervezeti, kdzponti szabalyozasok mellett a helyi folyamatok vizs-

galata is.
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A gliikkokortikoidok szoveti szintli szabalyozasanak fontos szerepldi a sejtek
endoplazmatikus retikulumaban elhelyezkedd 11-B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11p-
HSD) izoenzimek, melyek kulcsfontossagu szerepet toltenek be a gliikkokortikoid hor-
monok atalakitasaban. Az altalam vizsgalt 1-es izoforma (11B-HSD1) az inaktiv korti-
zonnak (E) az aktiv hormonna, a kortizolla torténd atalakitasat végzi. Az enzimaktivitas
iranya feltételezhetéen az endoplazmatikus retikulum (ER) belsejében mérhetd6 NADPH
szinttdl fligg, ami a hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz (H6PDH) miikodésének eredménye-
ként képzOdik. Az enzim elsésorban a majban, gonadokban, zsirszovetben illetve az
agyban, csontban taldlhato6 meg nagyobb mennyiségben. Miikodése kozvetve vagy
kozvetleniil befolyasolhatja ezeknek a szerveknek az allapotat, mikodését. A jelen
dolgozatban bemutatott munka soran az emlitett szovetek koziil a csontban vizsgéltam a
11B-HSD1 miikodését és kiilondsen az enzim génjét érintd variansok lehetséges szere-
pét. Az enzim miikodését pozitivan vagy negativan befolyasold genetikai valtozatok
vizsgalata egyrészt Gijabb rizikofaktorok azonositasahoz vezethet, melyek a késébbiek-

ben akar diagnosztikus erdvel is birhatnak.
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5. Irodalmi attekintés

5.1. Gliikokortikoid hormonok és hatasaik

Az 1940-es években, amikor felismerték a neuroszekrécio jelentdségét, megkez-
dddhetett az idegrendszer és a belsd elvalasztasu mirigyek kozotti bonyolult kapcsolat
felderitése [1]. A hypothalamusban talalhaté nucleus paraventricularis kissejtes neuron-
jai corticotropin-releasing hormont (CRH) termelnek, amely a hipofizis portalis érrend-
szerén keresztiil a hipofizis mells¢ lebenyében talalhatdo adrenocorticotrop hormon
(ACTH) termel6 corticotrop sejtek miikodését szabalyozza [2]. A mellékvesét egy kiilsé
kéreg és egy belsé veldallomany alkotja. Az ACTH célszerve a mellékvesekéreg. A
mellékvesekéreg harom részre tagolddik: a zona glomerulosa (a kéreg kiilsd rétege) az
aldoszteron, a zona fasciculata (a kdzépsoé réteg) a kortizol, a zona reticularis (bels6
réteg) pedig az androgének termelddéséért felelds. A mellékveseveld katecholaminokat

és peptid hormonokat termel [3].

A bioldgiailag aktiv mellékvesekéreg hormonok eléanyagukbdl, a koleszterinbdl
képzddnek. A kortizol szekrécigjat az ACTH szabéalyozza, a hormon szintje koveti az
ACTH diurnalis ritmusat: vérben mérhetd koncentracidja ébredés utan a legmagasabb
(8-25 png/dl), ¢éjfél koril pedig a legalacsonyabb (<2 ug/dl). A kortizol gatolja a
hypothalamus CRH és a hypophysis ACTH termelését ezzel pedig kozvetve a sajat

termelddését gatld un. negativ visszacsatolasos (feedback) szabalyozé kort hoz 1étre.

A plazma kortizol 75-80%-a a kortizolk6té fehérjéhez (transcortin, cortisol
binding globulin, CBG) kotédik nagy affinitassal, 10-15%-a albuminhoz. A hormon
biologiai hatasat a szabad kortizol fejti ki, ami, miutan bejut a sejtekbe, az intracellularis
gliikkokortikoid receptorokhoz kapcsolodik, és végiil transzkripcids faktorként egyes

gének atirasat serkenti, illetve gatolja [2].

A kortizol fontos a szénhidrat-, a fehérje- és zsiranyagcsere szabalyozasaban, ha-
tasa elengedhetetlen a szervezet homeosztazisanak fenntartasaban [4]. Ez az egyik
,inzulin-antagonista” hormonunk, emellett a zsirsavak és fehérjék lebontasaban, illetve
mobilizalasaban van kiemelt szerepe. A glilkokortikoidok hatékonyan gatoljak az im-
munrendszer miitkodését, a gyulladas kialakulasat, melynek igen jelentds terapias kon-

zekvenciaja is van [3].
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A szekretalt kortizol 50%-a a vizeletben tetrahidrokortizon (THE), allo-
tetrahidrokortizol (allo-THF) és tetrahidrokortizol (THF) forméajaban talalhaté meg. A
kortizol lebontéasa soran 25%-ban cortol/cortolsav, 10%-ban C19 szteroid, illetve 10%-

ban corton/cortonsav és szabad, nem konjugalt szteroidok keletkeznek [5].

Az 1935-6s év folyaman Edward Kendallnak és Tadeus Reichsteinek sikeriilt el-
soként a mellékvesekéregbdl kivonnia a kortizont, melyet valamivel késébb, 1948-ban a
Mayo Klinikan hasznaltak el6szor a rheumatoid arthritis (RA) kezelésére [6]. Felfede-

zéstikért Philip Hench-el megosztva 1950-ben orvosi Nobel-dijat kaptak.

5.2. A 11-g-hidroxiszteroid-dehidrogendz (11$-HSD) enzimek

A gliikokortikoidok szoveti szintii szabalyozasanak fontos szerepldi a sejtek
endoplazmatikus retikulumaban elhelyezkedé 11BHSD izoenzimek, melyek kulcsfon-
tossagu szerepet toltenek be a gliikokortikoid hormonok interkonverzigjdban. Az 1-es
izoforma (11B-HSD1) az inaktiv kortizont alakitja at aktiv kortizolla. A lokalisan terme-
16d6 kortizolnak patologiai szerepe lehet az elhizés, cukorbetegség ¢és egyéb, foleg az
anyagcserét érint0 betegségek patogenézisében. Az enzim miikodésének gatlasa szinte-
tikus vegytiletekkel a gyogyszeripar egyik legintenzivebben kutatott teriilete. A szelek-
tiv 11B-HSD1 gatloszerekkel végzett klinikai vizsgalatok kezdeti adatai alapjan ezek a
szerek biztatdak lehetnek a jovOoben a metabolikus megbetegedések kezelésében. Az
enzim szintetikus gatlasa mellett az enzimet kodoldo gén polimorfizmusainak fontos
szerepe lehet szamos betegségben. A klinikai eredmények Osszefoglaldsabol és azok
részleges ellentmondésaibdl azonban kitlinik, hogy a 11B-HSD1-t kdédoldo gén a

HSD11B1 genetikai variansainak hatasa kiilonb6z6 populaciokban eltéré lehet.

5.2.1. Torténeti attekintés

Kendall irta le elséként, hogy a kortizon igen erés gyulladasgatld hatassal bir
rheumatoid arthritises betegekben. Késobb ismerték fel, hogy az altala felfedezett ve-
gyiilet tulajdonképpen egy inaktiv hormon, a gyullad4sgatld hatdsokért annak ,aktiv
formdja”, a kortizol a felelés. A betegeknek a kezelés soran oralisan adott kortizon
ugyanis a majban 11p-HSD-fiiggé moddon kortizolla alakul. Ezutan tobb szovetrdl is
bebizonyosodott, hogy kortizon—kortizol atalakulas mehet végbe benniik: igy a vesében

[7], a placentaban [8] és a majban is [9]. Az emlitett szervekben azonban az atalakulas
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iranya ellentétes volt, a placentdban és a vesében elsdsorban oxidativ, dehidrogenaz
aktivitast tapasztaltak (kortizol — kortizon = F — E), mig a majban a reduktaz aktivitas
(E — F) dominalt, melyet a vesevéndkban illetve a v. portae-ban mért F/E hanyados az
artérias vérhez viszonyitott jelentds eltérései igazoltak [10-13]. A latszolagos ellent-
mondast sokkal késébb sikeriilt feloldani a két kiilonboz6 izoenzim azonositasaval. A
redukalt nikotinamid adenozin dinukleotid foszfat-fiiggé (NADPH) 11B-HSD1
reduktazként miikodik, a kortizont kortizolla alakitja, ezért ,,maj” izoenzimnek nevezik,
mig a Kortizolt inaktivald, kortizonna alakité ,vese” izoenzim a NAD-fliggd

dehidrogenaz, a 11p-HSD2 [9].

5.2.2. A 2-es tipusu 11p-HSD (11p-HSD?2)

Bar ezt az izoenzimet irtdk le késobb, a funkcidja mégis ennek valt hamarabb
nyilvanvalova. Az enzim egy NAD-fiiggé dehidrogenaz, mely nagy affinitassal koti a
kortizolt és azt gyorsan inaktiv kortizonna alakitja [14, 15]. Felfedezése segitett megol-
dani az ugynevezett mineralokortikoid receptor paradoxont. A mineralokortikoid recep-
tor ugyanis nem szelektiv, az aldoszteron és a kortizol iranti affinitasa kozel azonos in
vitro. In vivo ugyanakkor a vesében a magas kortizol szint nem okoz aldoszteron-szeri
hatasokat. Az in vitro és in vivo megfigyelések kozott fesziilé ellentmondas megoldasat
a 11B-HSD2 felfedezése jelentette, ez az enzim ugyanis a vesében lebontja a kortizolt,
ezaltal megvédi a mineralokortikoid receptort a kortizol altal torténd aktivalodastol [16,
17]. A vese vénakban ezért jelentésen kevesebb kortizol van, az F/E hanyados jelento-

sen kisebb, mint az artérias vérben [13].

A 11B-HSD2 embriondlis korban a magzati szovetekben és a placentaban feje-
z6dik ki [18], ahol a f6 feladata a magzat védelme az anyai gliikokortikoidok hatasatol

azaltal, hogy azokat nagyon hatékonyan kortizonna alakitja, és igy inaktivalja [19, 20].

Felndttben elsésorban a klasszikus aldoszteron célszervekben taldlhaté meg: a
disztalis nephronban, a verejték- és nyalmirigyekben és a vastagbél nyéalkahartydjaban
[21, 22]. Emellett kisebb mennyiségben a tiidoben [23] és az endotheliumban [24, 25] is

kimutathato.

Az enzim gyogyszeres gatlasa [26], egerekben a gén kiiitése [27] vagy emberben
valamely genetikai hibabol ered6 alulmiikodése [28, 29] latszolagos mineralokortikoid-

tobblet szindréméhoz (apparent mineralocorticoid excess syndrome, AME) vezet. A
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gliikokortikoidok csokkent lebomlasa miatt ilyenkor azok hatnak a mineralokortikoid
receptorokra és az igy létrejovo aldoszteron-hatasok feleldsek a betegség tiineteiért: a
natrium retencidért, hipokalémidért, illetve a magas vérnyomasért. Magzati korban az

enzim gatlasa fejlédési zavarokhoz vezet [30, 31].

5.2.3. Az l-es tipusu 11p-HSD (11p-HSD1)

Annak ellenére, hogy ez volt az elsdként felfedezett izoenzim, a pontos funkci6-

jéra csak joval a 11B-HSD2 utan deriilt fény.

Amelung és munkatarsai 1953-ban fedezték fel patkanyban annak az enzimnek a
létezését, amely a 11-hidroxi-gliikokortikoidok (kortizol, kortikoszteron) és a 11-keto
formai (kortizon, 11-dehidrokortikoszteron) kozotti atalakitast végzi [32]. Kezdetben

csupan ugy tekintettek erre az enzimre, mint a kortizol lebontasanak egyik utjara [9].

Késobb, a mérési modszerek fejlodésével felismerték, hogy a szajon at adott kor-
tizon csak nagyon kis mennyiségben jelenik meg a vérben, kortizon formdjadban. A
bélben val6 felszivodas utan ugyanis a majban dontden kortizolla alakul. Az ezért fele-
16s enzimet Monder és kollégai 1988-ban patkany majbol izolaltak [33]. Késébb valt
iIsmertté, hogy ez az enzim felelds a szervezetben tobb helyen is megtalalhatd 11-

ketoredukcidért, azaz a kortizon kortizolla térténd reaktivaciojaért [9].
5.2.3.1. 11B-HSD1 szerkezete, enzimologiai tulajdonsagai

5.2.3.1.1. Szerkezet
A 11B-HSD1 enzim az SDR (Short-Chain Dehydrogenases/Reductases) szuper-

csalad tagja [34]. Az enzimcsaladba eredetileg 250-300 aminosavbol allo, az
aminotermindlisan nukleotid-kofaktor kotohelyet, a fehérje kozepe tajan pedig aktiv
centrumot tartalmaz6 enzimek tartoztak (klasszikus beosztas) [9]. Jelenleg kb. 3000
enzimet sorolunk ide, melyek kozott talalunk 400 aminosavnal hosszabbakat is (kiter-
jesztett csalad) [9]. A csalad tagjait egyes konzervalt doménjeik alapjan soroljak ide,

melyek kozott egyesek a kofaktor-kotéhelyben masok az aktiv centrumban talalhatok.
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A Aminosav 1 28 29 7374 110 111 173174 223 224 291
|
Funkcié szubsztratkotés

1. abra: A 11B-HSD fehérje szerkezete és az enzimmiikodésben fontos szerepet
jatsz6 aminosavak (A), a dimer szerkezete (B), valamint a ligand-koté zseb 3-
dimenziés modellje (C).

A nukleotid-kofaktor kotéhely GXXXGXG szekvenciaja jelentésen konzervalt a
csalad tagjai kozott, ez felelés a NADPH kofaktor-specificitasért [35]. A csalad
epimeraz illetve dehidrogenaz enzimei azonban mas nukleotid kofaktort hasznalnak,
ezért ebben a szekvenciaban nem minden egyes aminosav teljes mértékben konzervalt
[36]. A kotdhely masodlagos szerkezetét a-hélixek és B-redézetek meghatarozott sor-
rendje alkotja, melyek tgynevezett Rossmann-zsebet hoznak 1étre [37]. Az SDR enzi-
mek aktiv része egy invariabilis tirozint és lizint tartalmaz (1. abra C panel), illetve
gyakran ezek mellett joI meghatarozott helyen egy szerint is [38]. In silico szilirés segit-
ségével a szubsztratkotd-zseb szelektiv, természetesen eléforduld gatloszereit azonosi-

tottak [39].

Az SDR csalad nagy részétdl eltéréen a 113-HSD enzimek transzmembran fe-
hérjék [40]. Aminoterminalisan egy rovid citoszolikus domént tartalmaznak, ezt koveti
egy transzmembran domén, végiil az enzim nagy része, igy a kofaktor-kotdhely és az
aktiv centrum is az endoplazmas retikulum lumenében talalhato [9]. A transzmembran
domén 2 pozitiv toltésii lizint tartalmaz a citoplazma feldli oldalon, ezen kiviil 2 negativ
zasaban fontosak. Mutécid analizis alapjan az 5-6s pozicidban talalhat6 lizin aminosav

fehérjelancon beliili elhelyezkedése és toltése elengedhetetlen az enzim megfeleld topo-
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vizsgaltak, az eredmények azonban nem teljesen egyértelmiiek. Az aminotermindlisan
trunkalt fehérje heterolég expresszios rendszerekben talalt alacsonyabb aktivitasaért

elsédleges és masodlagos hatasok egyarant felelések lehetnek [9].

A 11B-HSD1 aktiv formaja homodimer szerkezeti [40], ennek végleges kialaku-
lasahoz elengedhetetlen szerepe van az enzim C-terminalisanak: ehhez a régiohoz Kii-
16nb6z6 mddon fehérjéket kapcsolva (pl. fuzids fehérjék formajaban) az enzim aktivita-

sa jelentésen csokkenthet6 [42].

A human 11B-HSDI fehérjeszerkezetében 3 glikolizacios helyet azonositottak,
ezek valoszinlileg az endoplazmatikus retikulum  belsejében  stabilizalo-,
fehérjeaggregacio-gatlo hatassal birnak, az enzim aktivitasahoz nem feltétleniil sziiksé-
gesek [43], a glikolizacios helyek részleges gatlasa mintegy felére csokkenti az enzim
dehidrogenaz aktivitasat, de ugyanakkor a reduktdz aktivitas kimutathatoan nem karo-

sodik [44].

5.2.3.1.2. Enzimoldgia

Bar a 11B-HSDI1 izoenzimet fedezték fel korabban, mégis ma ismert funkcidjara
csak joval késobb deriilt fény, koszonhetéen annak, hogy az enzim in vitro és in vivo
miikodése meglehetésen eltér egymastol. In vitro Sejthomogenizatumokban ¢és
mikroszoma preparatumokban affinitasa nagyobb a kortizolhoz illetve a kortikoszteron-
hoz, igy dehidrogenazként mikodik, a kortizolt kortizonna alakitja [40, 45]. Ebbdl
kifolyolag sokaig a majban a kortizol inaktivalasaért és lebontasaért felelés egyik en-
zimként tartottak nyilvan [32]. Késobb heterolog expresszios rendszerekben illetve
primer sejtkultiraban vizsgalva kidertilt, hogy az enzim szinte valamennyi szvetben
11-ketoreduktazként miikodik, azaz a kordbbiakkal éppen ellenkezd a hatdsa, az inaktiv

kortizont reaktivalja kortizolla [46-49].
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kortizol kortizon
NADP* NADPH
G6P 6PG

2. abra: A 11p-HSD1 és a H6PDH egyiittmiikodése a kortizon atalakitasa soran

Az enzimmiikddés iranyat meghatarozo tényezok azonban még nem teljesen is-
mertek. A fehérje egyes poszttranszlacios modosulasainal (pl. glikozilacio) fontosabb-
nak tiinik az intakt sejt endoplazmas retikulumaban talalhat6 redox allapot [50], illetve a
11B-HSD1-gyel kolokalizalé hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz (H6PDH) miikodése [34],
amely valoszinileg a NAPDH kofaktor-ellatast biztositja [51] (2. abra). Ezeken kiviil
rovidtavu szabalyoz6 folyamatoknak, pl. a fehérje foszforilacidjanak is lehet szerepe,
mely magyarazna azt a megfigyelést, hogy az in vivo dominans reduktaz aktivitas in

vitro még nagy mennyiségii NADPH jelenlétében is instabil [32].

5.2.3.2. 11B-HSDL1 szervspecifikus hatasa és szerepe klinikai korképekben

Az obesitas, kiillondsen a visceralis obesitas ¢s a gliitkokortikoidok kapcsolatara
egyre egyértelmiibb bizonyitékaink vannak. A gliikokortikoid anyagcsere centralis, a
hypothalamus-hypophysis-mellékvese kéreg tengelyének zavara kovetkeztében kialaku-
16 obesitas jol ismert [52, 53], de elhizas alakul ki, azokban az esetekben is, amikor a
glitkokortikoid anyagcsere helyi zavara all a hattérben [54]. Az elmult évtizedekben
egyre nagyobb egészségligyi és tarsadalmi problémat okoz az elhizas és a talajan kiala-
kulo szovédmények, €s a tarsult allapotok, mint pl. az inzulin rezisztencia, a hypertonia
¢és a dyslipidaemia, amelyek egyiittesen alkotjak a metabolikus szindromaként ismert
allapotot, mely fokozott rizikot jelent atherosclerosis, cardiovascularis megbetegedések,

2-¢s tipusu diabetes mellitus, thrombosis és gyulladasok kialakulasara [52, 55].

15



DOI: 10.14753/SE.2013.1895

Hypertonia, csokkent gliikoz tolerancia és metabolikus szindroma esetén kimu-
tathatd a szérum kortizolszintjének emelkedése [56-61], amely a centralis visszacsatolo
szabalyozé kor zavarara utalhat [52, 60, 62]. A szoveti gliikokortikoid koncentraciok
eltérései azonban Kkialakulhatnak a keringé kortizol szintjének megvaltozasa nélkiil is,
amennyiben azt a kdzponti szabalyozd mechanizmus a normalis tartomanyban tartja
[63]. Ezt az allapotot a ,,cseplesz Cushingjanak” is nevezik [52]. A 11B-HSD1 fokozott
aktivitasa onmagaban képes a majban és a zsirszovetben emelkedett kortizol szintet
fenntartani, ezaltal pedig metabolikus szindromat kivaltani az Ossz-Szervezeti
gliikkokortikoid szabalyozas zavara nélkiil [63, 64]. Ezért a 11B-HSD1-t specifikusan a
zsirszovetben tulexpresszalod transzgenikus egerek a metabolikus szindroma kivalo

allatmodelljei.

5.2.3.2.1. Mdj

A majban ismerték fel eldszor, hogy a 118-HSD1 szerepe az intracellularis
kortizol-szint biztositasa és igy a lokalis gliikokortikoidvalasz kialakitasa lehet. A
gliikokortikoidok majban kifejtett hatasa elengedhetetlen az emberi szervezetben zajlo
anyagcserefolyamatok megfelelé miikodéséhez. Stressz vagy €hezés esetén a szervezet
a majbol tdpanyagokat tud mozgodsitani az optimalis vércukorszint elérésé¢hez. Ezen
valaszok létrejottében fontos szerepe van a kortizolnak, amely a madjban inzulin
antagonistaként miikodik, hatasara fokozodik a gliikkoneogenezis és a glikogén szintézis
is. A gliikoneogenezis fokozodasanak hatterében a folyamat kulcsenzimeinek, a
foszfoenolpiruvat-karboxikinaznak (PEPCK) és a gliikoz-6-fosztfataznak (G6Pase) az
expressziondvekedése all. Tulzott gliikkokortikoid hatas ezen reakcidutakon keresztiil a
majban fokozza a gliikkoneogenezist, amely emeli a vércukorszintet, ezzel pedig hozza-

jarulhat globalis inzulinrezisztencia és igy akar diabetes mellitus kialakulasahoz [9].

Osztrogén hatisara him és ndstény patkanyokban is igen jelentdsen csdkken
mind a 11B-HSD1 enzim expresszidja [65], mind pedig a PEPCK szintje. Az 6sztrogén
ezen gliikkokortikoid-fliggd génre kifejtett csendesité hatdsa azonban kozvetett, hiszen
adrenalectomizalt allatokban az Osztrogén hatastalannak bizonyult, a PEPCK szintjét
tovabb mar nem csokkentette. Az Osztrogén a PEPCK expressziojat feltételezhetden a
11B-HSD1 aktivitas vagy expresszidjanak csokkentésén keresztiil csokkenti. Ezek

alapjan a 11B-HSD1 miikddése sziikséges a mdajban egyes gliikokortikoid célgének
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megfeleld mértékli kifejezddésehez, igy biztositva a glilkoneogenezis megfeleld szaba-
lyozasat [66]. A csokkent Osztrogénszint emberben is a 113-HSD1-aktivitas emelkedé-
sével jar, amely hozzajarulhat a postmenopausalis nékben tapasztalt hypertoniahoz,

dyslipidaemiahoz, elhizashoz [67] és osteoporosis kialakulasahoz.

A kronikus majbetegségek zavart kortizol metabolizmussal jarnak. Mind az al-
koholos, mind pedig a nem-alkoholos kronikus majbetegek vizeletében jellegzetes
emelkedést mutat az iritett tetrahidro-kortizol (THF) + allo-tetrahidro-kortizol (allo-
THF) / tetrahidro-kortizon (THE) arany, ami vagy a renalis 11p- HSD2-aktivitas csok-
kenését, vagy a méj 11B-HSD1 oxidoreduktaz aktivitasanak emelkedését feltételezi
[68]. Az alkohol jelentdsen fokozza a maj HSD11B1 expresszojat, amely hozzajarulhat
az alkohol-indukalt pseudo-Cushing szindroma kialakulasdhoz. A hatdsmechanizmus
egyeldre ismeretlen, de kialakuldsaban szerepet jatszhat az alkohol kovetkeztében meg-
valtoz6 intracellularis redox potencial, illetve akar egy a maj gyulladasa elleni védekez6
mechanizmus is lehet. Ezek alapjan felmeriil, hogy szelektiv 11p-HSD1-gatlok jo esély-
lyel hasznalhatoak lennének az alkoholos eredeti pseudo-Cushing kor gyogyitasaban
[69].

5.2.3.2.2. Obesitas, diabetes mellitus és a metabolikus szindroma

Az elmult években bebizonyitottak, hogy a kortizol szérum szintje emelkedett
értékeket mutat metabolikus szindromaban, csokkent gliikoz toleranciaban (Impaired
Glucose Tolerance, IGT) és hypertoniaban az egészséges populacioban mért értékekhez

képest.

A gliikokortikoidok szerepe nélkiilozhetetlen a zsirszovet eloszldsdhoz, és a
megfeleld funkcio kialakuldsahoz is. Ennek hatterében a proliferacio/differenciacid
szabalyozésa all: a kortizol gétolja a proliferaciot és serkenti a differencidciot azéltal,
hogy indukalja a sejtciklus megallitasat a G1 fazisban [70, 71]. Alacsony helyi kortizol
okozza. A helyi kortizol szint szabalyozdsdnak kulcsfontossagli eleme itt is a 11f3-
HSDI1, mely a dominéns izoenzim human zsirszovetben, expresszidja szignifikdnsan
magasabb, mint a 11B-HSD2-¢é [72-74]. Preadipocytakban dont6éen dehidrogenaz aktivi-
tasu (kortizol — kortizon), csokkenti a kortizol mennyiségét, ezaltal facilitdlja a

proliferaciot. A sejtek érése soran eddig még részleteiben tisztdzatlan mechanizmussal
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megvaltozik a 11B-HSD1 aktivitdsdnak iranya, elkezd ketoreduktazként viselkedni
(kortizon — kortizol), igy emelkedik a helyi kortizol szint, amely fokozza ¢s fenntartja
a sejtek differencialodasat. Az enzimmiikodés irdnyanak megvaltozasaban szerepld
szabalyoz6 folyamatok pontosan még nem ismertek, szerepe lehet a HGPDH szintjének,
illetve valoszinlileg annak is, hogy a 11B-HSDI1 aktivitas gliikokortikoidok ¢és
proinflammatorikus citokinek altal indukalhato [75-80].

Bar a visceralis zsirszovetben is kimutathato 11B-HSDI1 expresszio [81], a
subcutan zsirban ez kifejezettebb [82]. Az enzim zsirszovetre kifejtett hatasanak fontos-
sagat hangsulyozza, hogy elhizott emberekben a 113-HSDI szintje szignifikdnsan ma-
gasabb a nem eclhizott egyénekhez képest. Ez az 0sszefliggés IGT esetén is fennall, sot a
HSD11B1 mRNS szintje pozitivan korrelal az ordlis gluk6z tolerancia teszt (OGTT)
altal kivaltott gluk6z vélasszal és forditottan aranyos a teljes test inzulinérzékenységével
[83-87]. Obesitashan az clhizas mértéke egyenesen aranyos Volt a 113-HSD1 reduktaz
aktivitasaval [86, 88, 89], de mas esetekben éppen ellenkezbleg, a csokkent reduktaz
aktivitas emelkedett testtomegindexszel (body mass index, BMI) jart egyiitt [85, 90].

Zsirszovet homogenizdtumokban mért dehidrogenaz aktivitas szignifikans korre-
laciot mutatott az obesitas gyakorisaganak el6fordulasaval [84-86]. Subcutan zsirszoveti
adipocytak HSD11B1 mRNS expresszidja in situ hibridizacios modszerrel egyenes
aranyossagban volt az elhizas mértékével [91]. Ezzel szemben masok RT-PCR vizsga-
lattal nem tudtak kimutatni ilyen Osszefliggést, illetve preadipocyta sejtkultirakban a
11B-HSDI1 reduktaz aktivitas az obesitas mértékével aranyosan csokkent [79]. Az ered-
mények nyilvanval6 ellentmondasait magyarazhatja, hogy mindegyik tanulmany meg-
lehetdsen kis elemszdmmal dolgozott €s alapvetden kiilonb6zo technikékat alkalmaztak
a 11B-HSD1 expresszidjanak meghatarozasdhoz. A fenti tanulmanyok egy részében a

118-HSD1 aktivitasa jol korrelal az mRNS expresszioval, de nem sikeriilt kapcsolatot

crer

Megfigyelték, hogy obesitasban a maj 11B-HSD1 aktivitasa eleve alacsony. Azt
gondoljak, hogy ez egy fontos protektiv mechanizmus lehet az obesitas karos metaboli-
kus hatasainak kivédésében [9]. Késobb ezt a megfigyelést kiegészitették azzal, hogy

emberben az obesitas soran amellett, hogy a 11B-HSD1 kifejez6dése cs6kken a majban,
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az enzim aktivitasa novekszik a zsirszovetben, ami a gliikkokortikoid receptorok aktiva-

lasahoz vezethet [93].

A gliikkokortikoid hatas modulalasa révén a 11p-HSD1-nek szerepe lehet a cu-
korbetegség kialakulasaban. A gliikokortikoidok a gliikokortikoid receptoron (GR)
keresztiil novelik a glilkkoneogenezist a majban, hatnak a gluk6z-6-foszfat és a
foszfoenolpiruvat karoboxikinaz jelatviteli utra [9]. Gliikokortikoid receptort taltermeld
transzgénikus egerekben csdkken az inzulintermelés, amely azt sugallja, hogy a
gliikokortikoidok direkt médon gatoljak a pankreasz B sejtek miikodését [9]. 11p-HSD1
a pankreasz a sejtekben regulalja a glukagon szekréciot, a keletkezett kortizol pedig
parakrin modon gatolhatja a szomszédos [ sejtek inzulin szekrécidjat igy eredményezve

csokkent inzulintermelést [94].

5.2.3.2.3. Cardiovascularis rendszer

A 11B-HSD1 enzim és a cardiovascularis rendszer kozvetlen kapcsolata még
nem teljesen tisztazott. A metabolikus szindromaval valé szoros kapcsolata miatt az
enzim miikodése Osszefliggésbe hozhatd szamos cardiovascularis korkép kialakulaséaval,

mely Osszefliggések nagy része valdszintileg indirekt.

Régcsalokban a 11B-HSD1 nagy mennyiségben van jelen a simaizmokban illet-
ve az aorta endothelialis sejtjeiben, ahol az enzim oxidoreduktdz aktivitisa dominal.
Feltéltelezik, hogy a fehérje mennyisége valtozik a sejtek ndvekedése kozben [24, 95-
98]. Egyes elméletek szerint a 11B-HSD1 érfalban valo jelenléte felveti, hogy az enzim-
nek szerepe van az akut coronariagyulladas patogenezisében [99]. Az enzim a sima-
izomszovetben részt vesz a makrofag differenciacioban, miikodése specifikus citokinek
altal szabalyozott (pl. IL-4, IL-13). A gliikkokortikoidok befolyasoljak az
immunmodulédns jelatviteli utakat, és ezaltal szerepet jatszhatnak az atherosclerosis

kialakulasaban [100].

A carbenoxolon (CBX) és egyéb 113-HSD1 inhibitorok a dehidrogenaz aktivitas
gatladsaval, a noradrenalin és angiotenzin II altal kivaltott vasoconstrictiot potencirozzak
[93, 101, 102], csokkentik az endothelium-fiiggd relaxaciot [103], és fokozzak az ér
eredetli simaizom sejtekben a Na'/H" cserét [104]. Ezen in vitro megfigyelt 11p-HSD1
hatasokat azonban in vivo sem emberben sem pedig egérben nem sikeriilt kimutatni.

Embereken in vivo végzett vizsgalatokban sem a 11B-HSDI1 gatlasaval, sem pedig
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anélkiil nem novekedett az érellenallas kortizol infiizio hatasara [105]. Emellett bar a
11B-HSD2 genetikai hidnyaban a vasoconstriCtié fokozodik és karosodik a relaxacio, a

11B-HSD1-hianyos egerekben ezen hatasok nem jonnek 1étre [106].

5.2.3.2.4. Osteoporosis

A gliikokortoikoidok fontos, de koncentraciotdl fiiggden gyakran akar ellentétes
hatasokkal birnak az emberi csontok miikodésére [9]. A lokalis gliikokortikoid-
koncentraci6 szabalyozéasa révén a 11B-HSD1 gatlasa a gliikkokortikoid-indukalt osteo-

porosis kezelésben potencidlis célpont lehet.

Az enzim jelenléte és aktivitdsa egyértelmiien kimutathatdo mind csontszovetbdl,
mind pedig primer osteoblast tenyészetbdl, illetve jelen van néhany (de nem az dsszes)
osteoclastban is [107-109]. Primer osteoblast és MG-63 osteosarcoma tenyészetekben
egyes proinflammatoricus citokinek, mint a TNF-a, és/vagy az IL-1 dozisfiiggé modon
fokozzak a 11B-HSD1 mRNS expresszidjat és az enzim aktivitasat [110]. A 11B-HSD1
gatlasa az enzim ismert gatloszerével, carbenoxolonnal nem volt hatassal a csontképzo-
dési markerekre, de csokkentette a csontrezorpcios markerek (piridinolin,

deoxipiridinolin) szintjét [108].

5.2.3.2.5. Daganatos betegségek

Human daganatok koziil els6sorban a hypophysis, mellékvese és tiidé tumorok

esetében all rendelkezésiinkre valamilyen informacio a 113-HSD1 enzim szerepérol.

A tiidédaganatok kialakuldsanak jelentds részéért a dohanyban taldlhato 4-
metilnitr6zamino-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) felelés. A 4-metilnitrézamino-1-(3-
piridil)-1-butanol (NNAL) az NNK inaktiv vegyiilete, amely a 11p-HSD illetve a
citoszolikus karbonil reduktdz (cytosolic carbonyl reductase; CR) segitségével keletke-

zik. A tiidédaganatok nagy részében a 113-HSD1 valtozo expressziot mutat, a dagana-

crer

Az enzim jelenlétét mar a felfedezése utdn nem sokkal sikertiilt patkany agybol
vett mintabol hibridizaciés €s immunhisztokémiai vizsgalatok segitségével kimutatni
[112, 113]. Egészséges, human hypophysisben 11-B-HSD1 expressziot csak somatotrop,
lactotrop és follicularis sejtekben talaltak [114]. A kortizol metabolizmusanak megval-

tozasa hozzajarulhat hypophysis tumor kialakulasahoz, ezt bizonyitja az a tény, hogy a
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neoplasticus hypophysis tumorokban az ép szovethez képest 30%-al csokkent 11B-
HSD1 és jelentésen magasabb 11B-HSD2 mRNS szintet mértek [115].

A mellékvese adenomak erdés 11B-HSD2 indukciot mutatnak a 11B-HSD1
expresszid csokkenése nélkiil. In vitro tanulmanyok alapjan azt feltételezik, hogy ¢z a
valtds az izoenzim expresszidjadban, a két enzim sejtproliferaciora és differenciaciora
kifejtett ellentétes hatasain keresztiil manifesztalodik [116]. A 11B-HSDI1 csokkenti a
sejtproliferaciot azaltal, hogy az antiproliferativ kortizol lokalis szintjét noveli, mig a

11B-HSD2 a kortizol inaktivalasaval egy proproliferativ szignalt biztosit [117].

5.2.3.2.6. Allatmodellek

A metabolikus szindroma modellezése érdekében létrehoztak egy olyan transz-
gén egértorzset, amely a zsirszovetben a normalisnal 2-5-szor nagyobb mértékben
expresszalja a 11p-HSD1-t, hasonlé mértékben, mint amekkora expressziondvekedés
tapasztalhatd az emberi fehér zsirszovetben metabolikus szindroma kapcsan. Ehhez egy
zsirszovet-specifikus promotert, az aP2 (fatty acid-binding protein) promoterét hasznal-
tak. Az igy léterhozott aP2-HSD11B1 egerekben a kortizol koncentracidja csak a zsir-
ban fokozott, a vérplazmaban normalis, amely a hypothalamus-hypophysis-mellékvese
tengely megtartott szabalyozé mitkodésére utal. Az egereken megfigyelheté a metaboli-
kus szindroméhoz térsitott valamennyi tiinet és allapot: gliikdz intolerancia, inzulinre-
zisztencia, dyslipidaemia, leptinrezisztencia, torzsi elhizas, valamint hypertonia, amely
a renin-angiotenzin rendszer aktivalodasaval hozhatd Osszefliggésbe. A 11B-HSD1
expresszid szorosan Osszefiigg az adipocytak méretével [64, 118-124]. Az enzim talter-
melésének mértéke a subcutan és a visceralis zsirszovetben megegyezett, az elhizas
mégis elsdsorban a visceralis teriileten jelentkezett, melynek az lehet az oka, hogy ezen
a terlileten fokozottabb a gliikokortikoid receptor expresszioja [63, 64, 118, 119, 122].
Tehat, a modell tantisaga szerint, ha a 11B-HSD1 aktivitisa a human obesitasban is
mérhetd szintre emelkedik, akkor az 6nmagaban is képes metabolikus szindroma létre-

hozésara [52, 64, 119, 122, 123].

A 11B-HSD1-t a méjban szelektiven tiltermelé apoE-HSDI11B1 egér sokkal
enyhébb fenotipussal rendelkezik. A vér kortikoszteron szintje ebben a modellben sem
valtozik a normalishoz képest. Az egerekben enyhe inzulinresztenciat taldlunk gliik6z

intolerancia nélkiil. A zsirszovet allapota nem valtozik, az egerek nem hiznak, ugyanak-
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kor a maj zsirtartalmanak emelkedése megfigyelhetd, amely féleg trigliceridek felhal-
mozasabol ered, de ehhez hozzajarulhat a dyslipidaemia illetve a m4j lipid clearance-
ének karosodasa is. A 11B-HSDI1 taltermelés mértékétdl fiiggden hypertonia is kialakul,
amely aranyos a m4j angiotenzinogén elvalasztasaval. Osszességében ez az allat model-
lezheti azok allapotat, akikben a mdjra korlatozodo elzsirosodas, illetve egyéb okok

metabolikus szindrémat okoznak elhizas nélkiil [52, 125].

Mivel a 11B-HSDI1 aktivitasanak névekedése 6nmagaban is képes lehet a meta-
bolikus szindroma kivaltasara, ezért gatlasa nagyon igértetes lehet ezen betegség keze-
1ése szempontjabol. A gatlas hatasara 1étrejovo valtozasok modellezésére hoztak 1étre a
funkcionalis HSD11B1-hianyos (Hsd11b1”", knockout, KO) egeret. Ezek az allatok a
periférian nem képesek a 11-dehidrokortikoszteron — kortikoszteron atalakitasra, ennek
ellenére ¢életképesek, fejlodésiik és szaporodoképességiik normalis, hypertoniajuk nincs
[126]. Az emelkedett inzulin-érzékenység hatterében a majsejtek csokkent
intracellularis gliikokortikoid termelése és ezaltal a relativ intercellularis kortizol-hiany
allhat, mely igy a gliikokortikoid célgének, pl. a G6Paz és a PEPCK expresszidjanak
csokkenéséhez vezet, annak ellenére, hogy ezekben az allatokban enyhén megnagyob-
bodott mellékvesét és jelzetten emelkedett szérum kortikoszteront talalunk. Ezaltal
pedig elmarad a stressz vagy elhizas altal kivaltott hiperglicacmias valasz. A kritikus
oxidativ valaszreakciok azonban nem érintettek. Az inzulin-érzékenység fokozodasanak
tovabbi kovetkezménye, hogy a 11B8-HSDI1 hianyaban taplalékfelvétel hatasara gyor-
sabban bekdvetkezik a lipolysis gatlasa és a lipogenesis fokozodasa. Ennek megfeleléen
a plazmaban csokken a gliik6z és n6 a trigliceridek koncentraciodja, (elsésorban HDL).
Osszességében tehat a 11B-HSD1 miikddésének hidnydban jobb a lipidprofil, né az

inzulin érzékenység, és csokken az atherosclerosis-hajlam [126, 127].

Leptin hidnyos (ob/ob) és leptin rezisztens egér obesitas modellekben a majban
1évé 11B-HSD1 expresszidjanak a csokkenését €szlelték, a leptin hidnyos egerekben
rekombinans leptin hatasara az obesitas visszafordithatd volt, mig a rezisztens torzsek-
ben nem. Leptin hatasara ezekben az allatokban megndé a 11B-HSD1 expresszidja a
majban, ezaltal csokken a hypophysis-hypothalamus tengely aktivacidja, igy a szérum
kortizol és a vércukorszint is. Ezen hatasok pedig nagyban hozzéjarulnak, hogy leptin

hatasara az obesitas ezekben az allatokban visszafordithato [128].
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5.2.3.3. AHSD11B1 gén

A humén 11B-HSD1 fehérje génje, a HSD11B1 az 1. kromoszéman helyezkedik
el (1g32-q41); 6sszesen 6 exon (rendre 182, 130, 11, 185, 143 és 617 bazispar hosszu-
saguak) és 5 intron (776, 767, 120, 25300 és 1700bp) alkotja [9] (3. abra A). A gén

azonositasa Tannin és munkatarsai nevéhez fiizédik [129].

Az enzim expresszidjanak szabalyozasaval kapcsolatban kiilonféle szoveteken
(elsésorban ragcsalokon) végzett vizsgalatok jelentds része nem tudott kiilonbséget
tenni a 11B-HSD izoenzimek kozott. A szamos, néhol akar egymasnak ellentmondd
eredményt Osszegezve ugy tiinik, hogy a gliikokortikoidok, a CAAT/enhancer binding
protein (C/EBP), a peroxisome proliferator-activated receptor-a (PPAR«) agonistak, és
egyes proinflammatoricus citokinek (TNFa, IL-1p) fokozzdk a 11B-HSD1 expresszidjat,
mig a novekedési hormon (IGF-1-en keresztiil), és a maj X-receptor agonsitak gatoljak
azt. Egyéb faktorok, mint pl. a szexualszteroidok, az inzulin vagy a pajzsmirigyhormo-

nok hatasa szévetenként eltér6 lehet [9].

Patkany Hsd11b1 promoteren végzett vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy
azt elsdsorban a C/EBP transzkripcids faktor csalad tagjai, legfoképpen a C/EBPa sza-
balyozza, mely emellett a tidpanyagok lebontdsdban kézremiikddé szdmos egyéb gén
atirodasat is vezérli [130], és mindekdzben szovet specifikus glitkokortikoid-hatas alatt
all [131]. A majban a magas bazalis C/EBPa-szint fokozott 113-HSDI1 transzkripcioval

¢és kovetkezményes magas gliikokortikoid koncentracidval jar [132].

5.2.3.3.1. A HSD11BI gén polimorfizmusai

Ismert tény, hogy a HSD11B1 gén polimorfizmusai (elméleti osszefoglalast 1.
5.3 Genetikai attekintés) befolyasolhatjak a 11B-HSD1 enzim mikodését, és ezaltal
szerepet tulajdonitanak nekik egyes (kor)allapotokban, mint pl. az elhizas (magas BMI),

az inzulinrezisztencia, a diabetes mellitus, a hypertonia, a polycystds ovarium szindro-

ma (PCOS), vagy az Alzheimer-kor [133-137] (1. tablazat).
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HSD11B1 polimorfizmusok

mutans 11p-HSD1 fehérje 3-dimenzios modellje: a 137-es pozicioban arginin (B); a
187-es poziciéban lizin (C).

A leggyakrabban tanulmanyozott polimorfizmus a HSD11B1 gén 3-as
intronjaban, a 83.557. pozicidban beékelddott adenin (83557insA). Ennek a polimor-
fizmusnak a jelenléte Osszefiiggést mutatott a nagyobb testtomeg illetve az inzulinre-
zisztencia kialakulasaval tlsulyos gyermekekben [136], és az alacsonyabb szérum
inzulin szinttel, ill. a HOMA-IR indexel (homeostasis model of assessment — insulin
resistance) [138]. Masok nem talaltak Osszefliggést a polimorfizmus eléfordulasa és a

PCOS, illetve metabolikus szindroma fenndlldsa, valamint a testtdmeg Osszetétele ko-
zOtt [139-141].
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Polimorfizmus |Esetszam | Vizsgalt csoport Hatas Referencia
83557insA 263 Kontroll, elhizott | Elhizottakban inzulin- [9, 136]
(rs45487298) rezisztencia, nagyobb
BMI
86 Kontroll, metabo-| Kontroll csoportban [138]
likus szindréma | csokkent éhomi inzulin-
szint, HOMA-IR, diasz-
tolés vérnyomas
217 Metabolikus Nincs hatas [139]
szindroma
192 Kontroll, PCOS Nincs hatas [140]
6452 Kontroll, PCOS, Nincs hatas [141]
cardiovascularis,
neurologiai,
szemészeti,
endokrin betegek
202 Kontroll, Cushing szindrémaban [142]
Cushing szind- | emelkedett osteocalcin
roma szint
rs12086634 785 Kontroll, 2DM | 2DM-es, metabolikus [143]
szindromas betegekben
ritkabb
839 Kontroll, 2DM | 2DM, inzulinreziszten- [137]
cidval fligg Gssze
600 Kontroll, PCOS | Vad allél 6sszefiiggése [144]
metabolikus szindro-
maval az rs12086634 ¢s
rs846910 polimorf
allélek egyiittes hordo-
zasakor, tobb zsirszove-
ti MRNS
3551 Kontroll, PCOS Nincs hatas [145]
¢s ACRD
200 PCOS Sovany PCOS: alacsony [135]
plazma kortizol és
ACTH-ra adott fokozott
kortizol valasz
1018 Kontroll, PCOS Nincs hatas [146]
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1208 |Kontroll, metabo- Nincs hatas [147]
likus szindréma
rs932335 1208 |Kontroll, metabo- Nincs hatas [147]
likus szindréma
1329 |Postmenopausalis| Torési kockazat nove- [148]
nok kedés
rs3753519 534 Kontroll, elhizott | Elhizassal 6sszefiiggés, [149]
csokkent kortizol szint
rs11807619 1307 |Kontroll, eml6rak| rs932335 polimorfiz- [150]
mussal egyiitt emlérak
rs1000283 1329 |Postmenopausalis| Toérési kockazat nove- [148]
nok kedés
918 Kontroll, 2DM | Emelkedett vérnyomas [134]
rs846910 1425 | Cardiovascularis | Csokkent balkamra [151]
betegek falvastagsag
600 Kontroll, PCOS | PCOS-ben metabolikus [144]
szindromaval 0sszeflig-
gés, 112086634 vad
alléljaval egyiitt, maga-
sabb zsirszoveti mRNS
szint
86 Kontroll, metabo-| alacsonyabb vérnyo- [138]
likus szindroéma | masértékek és HOMA-
IR, magasabb LDL-
koleszterin
rs701950 1329 |Postmenopausalis Csokkent BMD [148]
nék
rs4844880 363 Kontroll, osteo- | Kedevzdbb csont para- [152]
porosis méterek

HOMA-IR=homeostasis model of assessment - insulin resistance, BMD= csontsii-
riség (bone mineral density), LDL=alacsony siirliségili lipoprotein (low-density
lipoprotein), PCOS= polycystas ovarium szindréma, ACRD= apparent cortisone
reductase deficiency

A polimorfizmus 100%-ban kapcsolt egy masik genetikai varianssal az Un.
rs12086634 polimorfizmussal. Az rs12086634 guanin-timin cserét okoz; a mutans allél
a guanin, mely az europai lakossag 25%-4ban talalhaté meg. Funkcionalis analizisek
alapjan ezek az allélok csokkentik a 11B3-HSD1 transzkripcidjat, a klinikai vonzataik
azonban nem egyértelmiiek. Az rs12086634 allél gyakorisdga szignifikdnsan alacso-

nyabb volt olyan diabetes mellitusban szenvedd betegekben, akik metabolikus szindro-
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maban is szenvedtek [143], azonban egy masik vizsgalatnak nem sikeriilt kapcsolatot
kimutatnia Eurdpai populacioban a testtomeg, a gliikoz anyagcsere és az InsA jelenléte
kozott [139-141]. Pima indianokban az rs12086634 polimorfizmus gyakrabban fordult
el6 2-es tipusu diabetes mellitusban szenved6 egyénekben, mint egészségesekben [137].
A PCOS és az rs12086634 kozotti lehetséges kapcesolatarol kozolt adatok ellentmondé-
ak. Sovany PCOS-s betegekben kapcsolatba hoztdk ezt a polimorfizmust az alacsony
plazma kortizol szinttel és ACTH-ra adott fokozott kortizol valasz eléfordulasaval, még
egy masik, nagy populéacid vizsgalatan alapuld tanulmanyban White nem talalt kapcso-
latot a polimorfizmus és kortizon reduktaz elégtelenség kozott, ill. a polimorfizmus
hordozasa e tanulmanyban nem jart egyiitt PCOS-el [135, 145]. Nem sikeriilt kiilonbsé-
get kimutatni az rs12086634 eldéfordulési gyakorisagaban 256 PCOS csalad, 213 spora-
dikus el6fordulasit PCOS-s beteg és 549 egészséges egyén kozott [146]. Az rs12086634
polimorfizmus 100%-os kapcsoltsagban all az rs932335 polimorfizmussal (+27447 G>
C). Egy Japan tanulmanyban nem sikeriilt szignifikdns Osszefiiggést kimutatni e két
polimorfizmus el6fordulasa és a metabolikus szindroma megjelenése kozott [147]. Az
rs3753519 polimorfizmus elhizott gyerekekben 0sszefiiggést mutatott az elhizds mérté-
kével és egyes tarsuld metabolikus jellemzokkel, a hordozok korében ugyanakkor csok-

kent kortizol szintet igazoltak [149].

Munkacsoportunk endogén hiperkortizolizmusban szenvedd betegekben hataroz-
ta meg az InsA allélgyakorisagat és kimutatta, hogy a polimorfizmust hordozé betegek-
ben szignifikdinsan magasabb a szérum osteocalcin szint [142]. Ez arra utal, hogy a
gliikokortikoid hatds szempontjabdl jelentds célszervben, a csontszovetben a polimor-
fizmus jelenlétével egyiittjard csokkent 113-HSD1 aktivitds szerepet jatszhat a lokalis

gliikokortikoid hat4ds modulalasaban.

Az rs11807619 polimorfizmus egy guanin-timin csere. A mutans allél a timin,
mely az eurdpai lakossag 16,7%-aban fordul eld. Ezt és a 1s932335 polimorfizmust az
emlorak eléfordulasaval hoztak kapcsolatba; a T all¢l jelenléte 40%-os kockazatnove-
kedést jelentett az emldrak kialakuldsara. Tovabbi vizsgalatok azonban azt mutattik,
hogy az rs1187619 nem fiiggetlen kockazati faktor. Haplotipus modellezés szerint csak
azok a haplotipusok hozhatdk Gsszefliggésbe az emlordk kialakulaséval, amelyek tar-
talmazzak az rs932335 C alléljat is [150]. Ez a polimorfizmus a 4. intronban talalhato és

citozin-guanin cserével jar. A polimorfizmus ugyanakkor véddfaktornak bizonyult az
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osteoporosissal szemben és csokkentette a csigolyatorés kockazatat postmenopausalis

ndkben [148].

A csontslirliség genetikai determinaltsdga jol ismert, €s szdmos egyéb gén kii-
16nb6z6 polimorfizmusai mellett a HSD11B1 gén polimorfizmusainak eléfordulasat is
szamos tanulméanyban vizsgaltak. A timin-citozin cserével jaré rs1000283 polimorfiz-
mus kedvezd hatastinak bizonyult a csont metabolizmusra postmenopausalis nékben
[148]. A HSD11B1 promoterében guanin-adenin cserét okozo rs846908 polimorfizmus
korrelaciot mutatott a Sox5 transzkripcids faktor mennyiségével, ami a porcképzésben
jatszhat szerepet [153]. Hwang és mtsai postmenopausalis osteoporosisban szenvedd
noket vizsgalva szignifikdns kapcsolatot talaltak a disztalis promoterben (rs701950) és
az 5-0s intronban (rs1000283 és 1s932335) talalhatd polimorfizmusok el6fordulasa és a

gerinc torési kockazata, ill. egyes csontanyagcserére jellemz6 paraméterek kozott [148].

A sziv-érrendszert érint betegségek koziil Pima indianokban az rs846910 poli-
morfizmus egyértelmii Gsszefiiggést mutatott a hypertonia eldfordulédsi gyakorisagaval
[134]. Heterozigéta gén-hordozokban szignifikansan csokkent a bal kamra falvastagsa-
ga [151] és PCOS-ben szenvedd betegek korében a polimorf allél jelenléte metabolikus
szindromaval jart egyiitt [144]. Dujic és mtsai alacsonyabb vérnyomasértékeket és
HOMA-IR-t, valamint magasabb LDL-koleszterin szintet talaltak polimorfizmust hor-
dozdkban [138].

5.2.3.3.2. HSD11BI és H6PD gének mutacioi

A H6PDH és a 11B3-HSD1 enzimek az endoplazmatikus retikulumban szorosan
egytttmiikodnek, biztositva egymasnak a megfeleld kofaktorellatast (1. 0 p.14). A szim-
bidzis miatt felmeriilt, hogy egyes betegségek kialakulasédban szerepe lehet olyan gene-
tikai kombinacioknak, amikor ezen enzimek egyes polimofizmusai egyiittesen fordul-
nak el6. Az 1. Tablazat mutatja be a jelenleg ismert HSD11B1 gént érinté mutaciokat, a
leggyakrabban vizsgalt polimorfizmusokat illetve a hozzajuk tarsitott fenotipus jegye-
ket.
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A HSD11B1 korabban mar emlitett 83557insA polimorfizmusénak és a H6PD
gén rs6688832 (R453Q)-as variansanak egyiittes el6fordulasat illetden, azonban az
eredmények részben ellentmondéak. Onmagaban mindegyik polimorfizmus képes
csokkenteni in vitro a sajat génjének expresszidjat, egylittes el6fordulasukat pedig
részben az endoplazmas retikulum csokkent NADPH-szintjén keresztiil csokkent 113-
HSD1-miikddéssel hoztak kapcsolatba, és felvetették lehetséges koroki szerepét a korti-
zon reduktaz elégtelenség (cortisone reductase deficiency, CRD) kialakulasaban [51].
Ugyanakkor ezen két polimorfizmus egylittes el6forduldsa nem minden esetben vezet
CRD-hez, illetve nem talaltak osszefiiggést az SNP-k egyiittes hordozasa és a vizelettel
tiritett kortizon-kortizol szarmazékok, a BMI, a hypertonia el6fordulasa, illetve a szé-

rum gliik6z és inzulin szintek kozott [140, 145].

Mindemellett mind a HSD11B1, mind a H6PD gén mutaciéi onmagukban is ve-
zethetnek CRD-hez. Lavery és munkatarsai 4 CRD-ben szenved$ beteg HSD11B1 és
H6PD génjeit megszekvenalva a HSD11B1 esetében sem intronikus sem exonikus
mutacidkat nem taldltak. Ezzel szemben 3 esetben homozigéta 1 esetben pedig hetero-
zigbta mutaciot talaltak a HGPD génben. A mutaciok in vitro csokkentették a transz-
kripciot és ennek megfeleléen a mikroszomalis preparatumokban a NADPH szintjét is.
Ezeknél a betegeknél tehat valosziniileg az azonositott HGPD mutaciok okozhatjak a
H6PDH enzim alulmiikodését, a 11p-HSD1- azaz a kortizonreduktaz-funkcio elégtelen-
sége pedig ennek a kovetkezménye [154]. Egy ujabb vizsgalatban két beteget elemez-
tek, akikben a vizelet szteroid profil mérések CRD gyanujat vetették fel. Mindkét be-
tegben két-két mutaciot igazoltak homozigdta formaban. Az egyik betegben a 325.
pozicioban taldlhatd C nukleotid deléciojat (c.325delC; R109AfsX3) €és az wjabban
felfedezett P146L mutaciodt, mig a masik betegben csonkolt fehérjelancot eredményezd
két mutaciot (Q325X-t és Y446X) azonositottak. In vitro heteroldg expresszids vizsga-
latok alapjan mindkeét parositds a HOPDH enzim milkddésének jelentds csokkenésével
jart egyiitt.

Lawson €és munkatarsai ugyanakkor olyan CRD-s gyermekeket vizsgaltak, akik-
nél a H6PD gén szekvencidjaban nem taldltak eltérést a normalhoz képest, mig a
HSD11B1 gén exonjaiban 2 mutaciot is azonositottak. A 4-es exonban talalhatd 409C-T

(R137C) aminosav cserével jaro €s az 5-6s exonban 1év6 561G-T (K187N) mutaciokrol

in vivo bebizonyitottak, hogy valoészinilleg gatoljak az enzim megfeleld miikodését,
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ezaltal kozvetleniil vezethetnek CRD-hez [155]. Molekulamodellezéssel igazolhato,
hogy a gatlas kiilonbdz6 uton valdsulhat meg (3. abra). Az 137. pozicioban 1év arginin
molekula a sejtfelszinhez kozel talalhato €s feltehetéen a redoxpotencidlt modositja, mig

a 187. pozicioban 1év0 lizin a szubsztrat kotésben vesz részt.

Ezeket a vizsgalatokat 0sszegezve megallapithato, hogy a kortizon reduktaz hi-
any lehet egyrészrél monogénes korkép, melynek kialakulasahoz két kiillonbozd gén
eltérései is vezethetnek, de elképzelhetd az is, hogy a két génben egyiittesen eléfordulo
ci6 és a normalis mikodés fenntartdsdhoz elengedhetetlen kooperacid mindkét lehetd-

séget alatamaszthatja.

Az abdomindlis elhizas kialakuldsat gyakran hozzak kapcsolatba a kortizol
anyagcsere zavaraval, kiilonosen a 118-HSD1 mikodésében bekovetkezd valtozasok-
ban, ill. az intron-exon hatarokon bekdvetkezd genetikai eltérésekre. Ugyanakkor

Caramelli és mtsai 8 abdominalis elhizasban szenvedd beteg vizsgalata soran a gén nem

crer

1-es exon 441-451-es pozicidjaban (GenBank #M76661 exon 1) taldlhato 11 bp hossza
szakasz delécié valdszinlileg egy tandem repeat szekvencia része, és sem a gén
expresszidjaban sem pedig a splicing mechanizmusban nem okoz eltérést [156], igy

feltehetden nem jatszik szerepet az elhizas kialakulasaban.

5.2.3.4. A 11B-HSD1 gatlasa, mint terapias lehetéség

Szamos élettani és patologias folyamatban jatszott szerepe a 113-HSD1 enzimet
potencialis célpontta teszi e folyamatok farmakoldgiai kontrollja szdméra, ami megma-
gyardzza az utobbi években fellendiilé gatlo hatast vegyiiletek fejlesztését célzd6 mun-
kak nagy szamat. A 2. Tablazat vazolja ezekkel az inhibitorokkal kapcsolatos klinikai

vizsgélatok eredményeit.
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5.2.3.4.1. A 11p-HSD1 gatloszereinek hatdsa in vitro rendszerekben és dllatkisérletek-
ben

A 11B-HSD1 enzim 3D-s szerkezetének modellje ismert (1. abra C panel),
amely energetikailag és geometriailag megfelel az eredeti enzimszerkezetnek. Ezen

modell segitségével 15 kiilonb6z6 feltételezett 11B3-HSD1 inhibitort azonositottak [39].

A szulfonamid szerkezetli vegyiiletek a 11B-HSD1 szubsztratjanak kompetitiv
inhibitorai. A triazol szerkezetli vegyliletek pedig nemcsak elfoglaljak a katalitikus
helyet, hanem moddositjak is annak egy részét, illetve NADPH-t kotnek [39, 157]. Ezen
inhibitorok koziil a PF-00915275 a prednizolon generacios teszt és a vizelet metabolit
reakciok alapjan szelektiv 11B-HSD1 gatloszernek bizonyult, és alkalmazasa az Osszes

tesztelt dozisban biztonsagos volt [158].

Az oleanan és az ursan az enzim szelektiv gatloszerei mind a majban, mind pe-
dig egyéb periférids szovetekben, sot a specificitasért felelds szerkezeti részt is sikertilt

azonositani [159], de ezt klinikai vizsgalatokkal egyel6re nem bizonyitottak.

2-es tipust diabetes mellitusos transzgénikus, un. KKAy egerek 10 napos, napi
egyszeri 11B-HSD1 inhibitor BVT116429 (3, 10, 30 mg/kg) vagy rosiglitazon (5
mg/kg) kontroll kezelésének hatasara a rosiglitazonhoz képest a BVT116429 kezelés
jelentésen csokkentette a vércukorszintet [160]. Egy masik 11B-HSD1 inhibitor, a
BVT2733, javitja a HbAlc-szintet, de nincs hatassal az adiponectin szintjére [160].
Gliikokortikoidok altal indukalt diabeteses KK transzgenikus egerek 28 napos 11pB-
HSD1 antisens nukleotidokkal torténd gatlo kezelésének hatdsdra a plazma glukoz
szintje csokkent (szignifikans csokkenést csak nagyobb gatlas hatdsara tapasztaltak). A
25. napon subcutan kortizont adtak az egereknek a diabeteses fenotipus kivaltasa célja-
bol. A vizsgalat soran a vér kortizol szintje illetve a hepatikus 113-HSD1 mRNS meny-
nyisége is csokkent [161].

Az arilszulfonamidotiazolinok a 113-HSD1 szelektiv gatlasaval a majban gatol-
jak a gliilkoneogenezist, mig a 113-HSD2 izoenzim miikddésére nincs szamottevd hata-
suk [162].

HEK-293 sejtekben az adamantyl carboxamid uj, potencidlisan szelektiv 11[3-

HSD1 enzim gatloszernek bizonyult [163].
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5.2.3.4.2. Human 11p-HSDI gatloszerek

5.2.3.4.2.1. Carbenoxolon (CBX)

A carbenoxolon a 11B-HSD1 enzim gatloszere, emberi szervezetben tobben
vizsgaltak hatasmechanizmusat. Walker és munkatarsai randomizalt, keresztezett
(crossover), dupla vak vizsgalataban 7 egészséges onkéntes vett részt, 7 napig 8 oran-
ként 100mg CBX-t illetve placebot kaptak. CBX hatasara kis mértékben, de szignifi-
kansan nétt a placebohoz képest a teljes test inzulin érzékenysége. A vizsgalat soran
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a gatloszer hatasara csokken a maj kortizol szintje,

megnd az inzulin érzékenysége és csokken a gliikoz termelése [96].

Egy masik vizsgalat soran 2-es tipust cukorbetegségben szenveddket hasonlitot-
tak Ossze egészséges kontrol egyénekkel egy randomizalt, dupla vak, keresztezett
gyogyszervizsgalat soran. A cukorbetegségben szenvedodk a diétan kiviil mas kezelésben
nem részesiiltek, a CBX adagolésa és dozisa megfelelt a Walker és mtsai altal alkalma-
zottnak. A diabeteses betegekben CBX hatasara csokkent a glitkagon stimulalt gliikkoz
termelés és a glikogenolizis, mig egészségesekben ez a hatds nem volt megfigyelhetd.
Egészségesekben viszont csokkent a koleszterin szint, mig ez a hatas a beteg csoportban

elmaradt [164].

Sandeep és munkatarsai Andrewshoz hasonlé gydgyszerkisérleti kortiilmények
mellett 6 elhizott és 6 sovany férfit hasonlitottak 0ssze egyméassal. Az obes egyének
zsirszovetében a korabban tapasztaltaknak megfeleléen ([84-86, 91, 92, 165, 166] és
5.2.3.2.2: p.17) jelentésen emelkedett a 11B-HSD1 aktivitasa, az 0Ossz-Szervezeti
kortizol azonban nem valtozott. Ezt jol magyardzhatja az a tény, hogy obesitdsban
csokken a maj 11B-HSDI1 aktivitasa [85, 86, 90], és ez a két hatas Gsszességében kom-
penzélja egymast. A korabbiakkal dsszhangban a CBX mind az obes mind a sovany
egyénekben hatékonyan csokkentette a vizeletben mért metabolitok alapjan szamolt,
teljes testre vonatkoztatott kortizon-kortizol atalakulast, azaz a 11B-HSD1 mikodést.
Azonban lényegében hatastalan volt a zsirszovet 11B-HSD1 aktivitasara, €s az inzulin-
érzékenységre is. Korabban lattuk, hogy az inzulinérzékenységet a majban a
carbenoxolon hatékonyan noveli egészséges és diabeteses betegekben [96] [164],
obesitasban azonban ezek szerint hatastalan. Ennek oka valdsziniileg, hogy obesitasban

a majban csokken a 11B-HSDI aktivitdsa, és ezt a carbenoxolon hatékonyan tovabb
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csOkkenteni mar nem tudja. Ez alapvetéen megerdsiti azt az elméletet, hogy obesitasban
amaj 11B-HSD1 aktivitdsanak csokkenése jotékony hatdsu, mely az inzulinrezisztencia
kialakulasa elleni védekezés eszkoze lehet. Az obesitassal sz6vodott diabetes mellitus

kezeléséhez olyan gydgyszerre van sziikség, amely a zsirszovetben is hatékonyan tudja

gétolni a 11p-HSD1-t [167].

Ezzel egybevagd eredményre jutottak Tomlinson és munkatarsai 7 egészséges
onkéntesen végzett vizsgalatukban egyszeri 100mg illetve 72 oran keresztiili 300 mg
(napi 3x100 mg) carbanexolon adagolasaval. A mintakat vérbdl illetve mikrodializis-
katéter segitségével zsirszovetbdl gyljtotték. Egyszeri 25 mg kortizon-acetat adasat
kovetben a CBX kezelés hatasara a szérumban csak a 72 oras kezelés soran, zsirszovet-
ben az egyszeri CBX dézis hatasara is csokkent a kortizol szint. A 11B-HSD1 gatlasan

keresztiil a CBX csokkenti a kortizol és a prednizolon képzédését [168].

5.2.3.4.2.2. Egyéb gatloszerek

A szelektiv 11B3-HSD1 gatloszer PF-00915275 hatésat vizsgaltak egészséges on-
kénteseken, I. klinikai fazisu, dupla vak, placebo kontrollalt, randomizalt, t6bbszoros
dozis vizsgalat soran. A gyodgyszert 2 hétig adtak a 62 egészséges férfinak és nének. A
PF-00915275 biztonsagos ¢és toleralhatd szelektiv 113-HSD1 gatlonak bizonyult, a
hatast a vérben és a vizeletben talalhato biomarkerek igazoltak [158].

Rosentock és munkatarsai az INCB13739 11B-HSDI1 gatloszer hatasait vizsgal-
tak 12 héten at 302 olyan 2-es tipusu diabetes mellitusban szenvedé betegben, akik
metformin terdpidban részesiiltek. Szignifikdnsan csokkent a placebot hasznaldkhoz
képest az ¢homi plazma glikkoz és HbAlc szint és a HOMA-IR. A hyperlipidaemias
betegekben szignifikansan csokkent a teljes koleszterin, az LDL Koleszterin ¢és a trigli-
cerid szint, illetve a betegek testsulya. Ez a gyogyszer igéretes lehet a 2-es tipusu diabe-
tes mellitusos betegek plazma gliikkoz kontrolljaban, és hozzajarulhat a cardiovascularis

rizikotényezok csokkentéséhez is [169].

Egy masik munkacsoport szintén 2-es tipust diabetes mellitusos betegekben
vizsgalta egy masik 11B-HSDI1 gatloszer, az MK-0916 hatasat egy 12 hétig tarto,
randomizalt, placebo kontrollalt, dupla vak kisérletben. Az éhomi plazma gliikkoz érté-

kében nem volt szignifikéans kiilonbség a gyogyszert szeddk és a placebot szeddk kozott.
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A szérum HbALc, a hypertonia mértéke és a testsuly szignifikansan csokkent a gyogy-
szert szedok korében [170].

Shah és munkatarsai az MK-0736 illetve az MK-0916 szelektiv 113-HSD1 gat-
l6szerek hatasait vizsgaltak elhizott hypertonias betegekben. Az MK-0736 hatasara a

placebohoz képest szignifikdnsan csokkent az LDL és a HDL koleszterin illetve a test-

tomeg [171].

2. Tablazat: Human 11B-HSD1-gatlokkal végzett klinikai vizsgalatok

Gatloszer Esetszam | Vizsgalt csoport Hatas Referencia
Carbenoxolon 7 Kontroll Csokkent maj kortizol ter- [96]
melés, csokkent gliikdz
képzés, megndvekedett
inzulin érzékenység
12 Kontroll, 2DM | 2DM-ban csokkent gliikoz [164]
képzés és glikogenolizis,
egészségesekben csokkent
koleszterin
12 Kontroll, elhizott| Kontroll egyénekben maj [167]
11B-HSD1-gatlas
7 Kontroll Csokkent kortizolképzés [168]
(szérumban 72 6ras kezelés
soran, zsirszovetben egysze-
r1 dozis hatasara)
PF-00915275 62 2DM Szelektiv 11B3-HSDI1 gatlas [158]
INCB13739 302 2DM Csokkent HbA1C, éhomi [169]
gluk6z ¢s HOMA-IR.
Hiperlipidémids betegekben
csokkent teljes és LDL-
koleszterin, triglicerid,
testsuly
MK-0916 154 2DM, metaboli- | Csokkent HbA1C, vérnyo- [170]
kus szindréma mas, testsuly
108 Tulsulyos, elhi- Csokkent vérnyomas [171]
zott, hypertonias
MK-0736 108 Tulsulyos, elhi- | Csokkent LDL, HDL, test- [171]
zott, hypertonias tomeg

2DM=2-¢s tipusu diabetes mellitus, HOMA-IR=homeostasis model of assessment

insulin

lipoprotein), HbA1c=glikalt-hemoglobin,

resistance,

LDL=alacsony

(high-density lipoprotein)
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5.3. Genetikai attekintés

A polimorfizmus egy a kiilonb6zd, gyakran Osszetéveszthetden elnevezett fo-
galmak koziil, amelyekkel egy faj egyedeinek sokféleségét leirhatjuk. Polimorfizmusok-
rol beszélhetiink mind a megjelend tulajdonsagot, a fenotipust illetéen, mind pedig az
azt meghataroz6 mogottes genotipus, azaz a genetikai dllomany valtozatainak kapcsan
is. Ebben a dolgozatban elsésorban a masodik értelmében hasznalom a fogalmat, mint

genetikai- vagy génpolimorfizmus, a genetikai sokszinliség jellemzésére.

Egy génnek vagy génszakasznak azonos fajon beliil tobb valtozata Iétezhet. Eze-
ket a valtozatokat a populacioban valo el6fordulasi gyakorisaguk alapjan hivjuk mutaci-

onak (allélgyakorisag <1%) vagy polimorfizmusnak (allélgyakorisag> 1%).

A polimorfizmus sz6t azonban a molekularis biologidban gyakran ennél tagabb
értelmében, a felsoroltak koziil valamennyi genetikai valtozatra egyiittesen hasznaljak.
Ebben az értelmében hasznalva a polimorfizmus, mint kifejezés két nagy entitést takar.
Az egyik csoportba sorolhatéak a hosszisagpolimorfizmusok (variable number of tan-
dem repeats, VNTR), a masikba az altalunk is vizsgalt egypontos nukleotidvariaciok

(single nucleotide polymorphism, SNP).

A genetikai eredetli betegségek tobbsége poligénes, tehat valdsziniileg tobb gé-
nen egyszerre eléforduld SNP-k vagy egy génen tobb SNP hatésara alakulnak ki.

5.3.1. Polimorfizmusok hatasa

Szamos fehérje, igy a dolgozatban targyalt 113-HSD1 funkcidjanak szabalyoza-
saban is kiemelt jelentdséggel bir jelen ismereteink szerint az enzim mennyisége és
minésége, melyet elsdsorban annak génje szabalyoz. Nagyon fontosak tehat a végsé
enzimaktivitas szempontjabol a gén kiilonféle modosulasai, melyek akar pozitiv, akar
negativ iranyban befolyasoljak a keletkezett fehérjét. A polimorfizmusok génen beliili
elhelyezkedése alapjan megkiilonboztetjiik a kodolo illetve a nem kodold szakaszokat

érintd valtozasokat, amelyek igen eltéré modon hathatnak a gén miikodésére.

A nem kodolo szakaszok koziil kiemelt jelentdsége van a gén kiilonféle szaba-
lyozé régidinak, igy kiilonosen a promoternek. A promoterben talalhaté polimorfizmu-
sok pl. modosithatjak a transzkripcids faktorok kapcsolddasi pontjait, melyen keresztiil

feleldsek lehenek a gén fokozott vagy gatolt atirasaért.
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A polimorfizmusok is lehetnek deléciok, inzerciok vagy nukleotidcserék.
Amennyiben a kodolé szakaszban talalhatoak a deléciok ¢és inzerciok a
nukleotidszekvencia hosszisaganak megvaltoztatasaval eltoljadk a leolvasési keretet

(frame shift), ezzel pedig 1j, altalaban korai stop kodont ,,hoznak 1étre” az mRNS-ben,

crer

A nukleotidcserék kozott megkiilonboztetiink ,,silent”, synonymous SNP-ket,
amelyek a genetikai kod ,.hibatiirésének™ hala (egy-egy aminosavat tobb triplet kodol),
aminosavcserével nem jarnak, illetve un. replacement polimorfizmusokat, amelyek
aminosavcserével jarnak. Az utobbi kategorian beliil a missense az eredeti helyett egy
masik aminosav beépiilését, a nonsense pedig az adott aminosav helyett stop kodon

kialakulasat jelenti.

A replacement polimorfizmusok hatdsa attol fligg, hogy a fehérje mely részét
érintik. Beleszolhatnak azokba a folyamatokba, amikor a fehérje aktiv, vagy aktivalhato
konformacidja kialakul, érintheti a fehérje sejten beliili lokalizaciojaért felelds szaka-
szokat. Szamos enzimnél kritikus a nem peptid oldallancok kapcsolodasa (pl.
glikozilacio), illetve az homo- és hetero-dimerizacio. Nyilvanvaloan azok a polimorfiz-

musok, amelyek ezeket a régiokat érintik jelentésen befolyasoljak az enzim aktivitasat.

Az egyes polimorfizmusok hathatnak kozvetleniil az enzimmiikddés szintjén is.
Tipikusan az aktiv centrumot illetve a szubsztratkoto-helyet érinté mutéaciok tartoznak
ide, melyek akar pozitivan, akar negativan befolyasoljak az enzim miikodését, pl. a

szubsztrat-specificitas vagy -affinitas megvaltoztatasaval.

5.3.2. Tagging SNP-k

Egy adott génben egyszerre tobb SNP is el6fordulhat, igy azok kombinacioi
alapjan az adott génnek szamtalan kiilonboz6 valtozata johet 1étre. Kiilondsen, ha nem
csak egy gént, hanem egy nagyobb szakaszt, vagy akar az egész genomot vessziik figye-
lembe. Igy az egyes egyénekben talalhato konkrét genetikai valtozatok jellemzése és
még inkdbb azok Osszehasonlitdsa lehetetleniil Osszetett feladatta valik. A lehetséges
SNP-kombinacioknak azonban a valdsagban csak toredéke l1étezik, egyes SNP-k jellem-
zden egylitt fordulnak eld, kapcsoltan 6roklddnek. Ennek hatterében valoszintileg sze-

lekcids mechanizmusok allhatnak, de az okok részleteiben nagyon kevéssé ismertek.

36



DOI: 10.14753/SE.2013.1895

Az SNP-k kapcsolt 6roklédésére, jellemzd kombinaciokban valo eléforduldsara
alapozva vezette be az International HapMap Project a haplotipus, illetve az azt jellem-
z6 tagging SNP fogalmat. Egy-egy haplotipusba az SNP-k egy-egy jellemz6 kombina-
cidja, illetve az azt egyiittesen hordozo egyének tartoznak. A haplotipushoz tartozo
SNP-k tehat mindig egyiittesen fordulnak eld, azaz barmelyik SNP adott allélje, jelenlé-
te vagy hidnya egyértelmiien meghatarozza az adott haplotipusba tartoz6 valamennyi
SNP genotipusat. Az egy-egy haplotipust meghatarozo SNP-ket nevezziik tagging SNP-
knek.

Ugyanakkor egy adott génszakasz a populacidban létez6 eltérd genetikai valto-
zatainak jellemzéséhez a kiilonb6z6 kapcsoltan 6roklodo ,,SNP csomagokbol” elegendd
egy-egy SNP-t megadni. Ezéltal nem csak a leirds, de a meghatarozas is jelentdsen
egyszerlisithetd, hiszen nem kell minden egyes SNP-t ellendrizni, elég csak
haplotipusonként egyet-egyet. Ezen tul ez a megkozelités jelentdsen megkonnyiti az

egyes gének kiillonbozo valtozatainak funkcionalis 6sszehasonlitasat is.

Polimorfizmusok(SNP-Kk)

Gin e e e e o e

¢ 13

lagging SNP-K ~-

4. abra: Tagging SNP-k sematikus abraja

5.3.3. Kandidans gének

A kiilonféle genetikai valtozatok hatdsanak felderitésére egy gyakran hasznalt
eszkoz, illetve vizsgalati megkozelités az tigynevezett kandidans gének vizsgalata. A
modszer 1ényege, hogy egy adott jelleggel vagy betegséggel kapcsolatba hozhato gene-
tikai valtozatokat csupan eldére meghatirozott génben vagy génekben (a kandiddns

gén(ek)ben) keressiik. Ezzel ellentétes a ,,genom-szintli asszociaciokutatds” modszere,
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amikor az egyes genetikai valtozatokat a teljes genomban keressiik és értékeljiik. A
kandidans géneket altalaban azok koziil valasztjuk, amelyekrdl, korabbrol mar ismert,
hogy az adott betegség vagy allapot kialakulasaban valamiféle szerepiik van [172, 173].
Ezen a megkozelités alkalmazasaval altalaban eset-kontroll vizsgéalatokban talalkozha-
tunk, amikor olyan jellegli kérdésekre keressiik a valaszt, hogy ,,gyakrabban fordul-e eld
egy X kandidans gén Y allélja Z betegségben, mint az egészségesek kozott?”.

Jelen dolgozatban targyalt vizsgalataim is 1ényegében ezt a megkozelitést kovet-

ték.
5.4. Osteoporosis

5.4.1. Az osteoporosis kialakulasara hajlamosité kandidans gének

Napjainkban a betegségek genetikai hatterének vizsgalataban, igy az osteoporo-
sis kutatasaban is egyre gyakrabban alkalmazzak a kandidans génekre fokuszalod geneti-
kai asszociaciés vizsgalatokat. A molekularis genetikai modszerek fejlodésével parhu-
zamosan a tudasunk a csontritkulas genetikdjardl folyamatosan gyarapszik. HUGE
Navigator (Version2) online elérhetd adatbédzis alapjan jelenleg 931 kandidans gén
hozhat6 Osszefiiggésbe az osteoporosissal. A csontdenzitast befolyasold genetikai vari-
ansok koziil a leggyakrabban vizsgalt és jelenleg legfontosabbnak tartott kandidans
gének: a D-vitamin receptorat kodoldo VDR, az I-es tipusu kollagén oy lancat kodolo

COLIAL, illetve az 6sztrogén receptor a-t kodold ESR1 gének alkotjak [174].

Az tgynevezett Rotterdam Study alapjan a VDR gén promoterében és a disztalis
3’ végén talalhatd egy-egy polimorfizmus fokozott torési kockazattal jart [175], mert
mindkét polimorfizmus a D-vitamin receptor expresszidjat gatolta. A promoter SNP
hatasara csokken a VDR gén atirodasa, a 3° végen talalhat6 polimorfizmus pedig fokoz-

za az atirt mRNS degradaciojat [174].

5.4.2. Gliikokortikoidok indukalta osteoporosis

A gliikokortikoidok csontallomanyra kifejtett hatdsa érvényesiilhet direkt mo-
don, a csontszdveten hatva, vagy indirekt modon, a kiilonboz6 egyéb hormonok szintjé-

nek befolyasolasan keresztiil [176, 177].

38



DOI: 10.14753/SE.2013.1895

A gliikokortikoidokat Kiterjedten hasznaljak kiilonb6z6 gyulladasos és autoim-
mun megbetegedések kezelésére, vagy transzplantaciot kovetden a kilokodés megaka-
dalyozasara. A kezelés gyakori mellékhatasa az osteoporosis. Olyannyira, hogy ez a
leggyakoribb oka a gyogyszerek altal okozott osteoporosisnak, sét a csontritkulds ma-
sodik leggyakoribb oka [178]. Nemrégiben egerekben sikeriilt igazolni, hogy az Grege-
dés hatdsara megné a mellékvesekéreg glilkokortikoid képzése, és fokozddik a csontban

a 11B-HSD1 expresszioja [179].

A gliikokortikoidok a csontra tobb szinten hatnak, befolyasoljak tobbek kozott
az osteoblast- és osteoclastképzést, és hozzajarulnak az osteoblastok és osteocytak
apoptozisahoz [180]. Ezt a csontban érvényesiilé regulald szerepet novekedési faktorok,
citokinek, a kollagén- és alkalikusfoszfataz-szintézis valtozasai, RANK,-RANKL-OPG,

osteocalcin és osteopontin kozvetiti [178].

A gliikokortikoid kezelés allatmodellben gatolta az osteoblast proliferaciot, és
csOkkentette a sejtek szamat [181]. Ennek a hatasnak a hatterében in vitro osteosarcoma
sejtvonalon a Ciklin-D3, ciklin-dependens kinaz 4 (CDK4) és CDK6 csokkent, és a p21
¢és p27 ciklin-dependens-kinaz inhibitorok fokozott expresszioja all [182]. In vitro a
gliikkokortikoidok megkotik a B-katenineket és gatoljak a ciklin D1 hatasat [183]. Gyor-
san képesek gatolni az osteoblast proliferaciot a mitogén-aktivalt-protein-kinaz
foszfataz 1 (MKP-1)/ extracellularisszignal-regulalt kindz (ERK) ttvonalon keresztiil
hatas létrejottében tobbek kozott egyes transzkripcidos faktorok, kindzok, matrix-
metalloproteinazok (MMP), a Wnt jelatviteli ut, egyes csont morfogenetikai fehérjék
(bone morphogenic proteins, BMPs), novekedési faktorok és azok kot6 fehérjéi vesznek
részt. Emellett a pro- és antiapoptoticus gének expresszidjanak modositasan keresztiil
befolyasoljak az osteoblastok apoptozisat is [185, 186] . Osszességében tehat elmondha-
to, hogy jelenlegi ismereteink szerint egyszerre serkentik és egyben gatoljak is az
osteoblastok mitkodését [182].

A gliikokortikoidok hatasa direkt és indirekt moddon érvényesiill az
osteoclastokon is. A stroma sejtekben ¢és az osteoblastokban csokkentik a
proosteoclasticus citkoinek: az Il-1 és az 11-6 termel6dését. Fokozodik a RANKL/OPG
arany (n6 a RANKL és csokken az OPG), és ezaltal fokozodik a csontbontas [187].
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5.5. Véletlenszeriien felfedezett mellékvese daganatok

A modern képalkot6 vizsgalatok elterjedése oOta drasztikusan megemelkedett a
mellékvesét érintd térfoglald folyamatokkal diagnosztizalt esetek szama. Nagyon gyak-
ran ezek az elvaltozasok hormontuiltermeléssel nem jarnak, igy azokhoz a klasszikus
hiperfunkcios klinikai tiinetek Sem tarsulnak. Jelenlétiikre ezért altalaban egyéb okbol
végzett hasi vagy ritkabban mellkasi képalkoto vizsgalatok (UH, CT, MRI, stb.) soran,
mellékleletként deriil fény. Definicid szerint ezeket véletlenszeriien felfedezett mellék-
vese térfoglald folyamatoknak (daganatoknak), vagy incidentalomaknak nevezziik
[188].

5.5.1. Incidencia

Eléfordulasi gyakorisaguk CT-vizsgalat alapjan 0,35-4,36%, boncolési eredmé-
nyek szerint 1,4-8,7%. Legmagasabb 70 éves életkor felett: 1,7-15,5% [189, 190].
Ritkén fordul eld 30 éves kor alatt, 50-70 éves kor kozott ennél valamivel gyakoribb. A
nemek kozotti megoszlas sem egyenletes, ndok kozott gyakrabban fordul eld. Az elvalto-

zas 11-16%-ban bilateralis [191, 192].

5.5.2. Etiolégia

Szovettanilag az incidentalomak meglehetdsen heterogén csoportot alkotnak (3.
Tablazat). Az esetek mintegy 80%-aban benignus kéregadenoma all a hattérben [193,
194]. A mellékvesekéreg adenomak kialakulasaban szerepet jatszo folyamatokat illetd-
en a kép nem teljesen egységes. Kialakulasukat kordbban féként lokalis okokkal magya-
raztak, az ugynevezett ,,vascularis teoria” szerint keringési zavar [195], illetve noveke-
desi faktorok hatasara hyperplasids nodulusok alakulnak ki, amelyekbdl adenoma kép-
z6dhet. Ezekben a betegekben a hypertonia, a 2-es tipust diabetes mellitus, a
hyperlipidaemia és az obesitas el6forduldsa az atlag népességhez képest magasabb,
melyeknek nem csak szovodményként, de provokalo tényezdként is szerepet tulajdoni-
tanak. A tedria szerint a mellékvesekéreg-adenomék azért talalhatdbak meg nagyobb
szdmban diabeteses €és hypertonids betegekben, mert a fent nevezett betegségek kovet-
keztében kialakult vascularis elvaltozasoknak adenomat provokald hatasa lehet [79,

196-199].
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Ujabban egyre inkabb felvetédik a mellékvesekérget érintd genetikai elvaltoza-
sok koroki szerepe is. Az eddigi vizsgalatok tobb genetikai eltérést is Osszefiiggésbe
hoztak a mellékvesekéreg daganatok kialakuldsaval, tobbek kozott a CYP21, CYP11,
IGF-Il, MEN1, p53, Wnt, H19, G-fehérje, ACTH-receptor, gliikkokortikoid receptor
gének mutacidit/polimorfizmusait, a tumorok keletkezésének mechanizmusa azonban
tovabbra sem egyértelmiien tisztazott [200, 201], Egyik népszer( tedria a congenitalis
adrenalis hyperplasiaval (CAH) hozza Gsszefliggésbe a kéreg adenomak kialakulasat,
els6sorban a 21-hidroxilaz defektus szerepét valdsziniisitik [202]. Ennek az lehet a
magyarazata, hogy az enzim elégtelen miikodése kovetkeztében hianyzik a kortizol
negativ feedback hatasa, megnd az ACTH-termelés, és a mellékvese kéregallomanya
megnagyobbodik, amelybdl feltételezések szerint nagyobb valdszintiséggel alakul ki
adenoma [203], bar egyesek ezt kétségbe vonjak [204]. Még ha ezt el is fogadjuk ma-
gyarazatként, ez a mechanizmus akkor is csak a kéreg adenomak egy részéért lehet
felelds, hiszen a 21-hidroxilazt érintd genetikai eltérést, az enzim génjének, a CYP21B-

crer

[205, 206].

Az incidentalomas esetek fennmaradé mintegy 15-20%-4ért nem
melllékvesekéreg eredetii beningus elvaltozasok, primer malignus daganatok ¢é&s
metastasisok, illetve daganatokat utanzé nem neoplasias térfoglald folyamatok felelések
[188]. Az esetek 1-9 %-aban mellékvesekéreg carcinomat talalunk [207, 208]. A
malignitds egyik legfontosabb klinikai jelzéje a daganat mérete, a benignus
kéregadenomadk altaldban <4 cm, a malignusak >6 cm méretiiek. A metastasisok koziil a
tiido, az emld- és a vese eredetli carcinomak a leggyakoribbak [52, 188]. A véletlensze-

ri felismerés ellenére meglepden gyakori a phaeochromocytoma is [194].

A benignus kéregadenomak tobbsége nem jar a hormonhaztartas zavaraval, azaz
hormonalisan inaktiv, de 5-47%-ban kortizolt, 1,6-3,3 %-ban mineralokortikoidokat,

illetve ritkan 6sztrogént vagy androgént termelnek.

A hormonalisan inaktiv carcinoma prevalencidja 1/250000-bdl, az adenomak
prevalencidja 1/4000-bdl. Az incidentalomak 70%-a az eldzetes vizsgalati eredmények

alapjan hormonalisan inaktiv [209]. A hormonalisan inaktiv daganatok 25%-a 1 cm-nél
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nagyobb. A malignitds kockazata 1/1000. A 3 cm-ert meghaladé méretii daganatok

nagyobb valdszinliséggel hormontermeléek, mint az ennél kisebbek [191].
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3. Tablazat: A mellékvese régioban véletlenszeriien felfedezett daganatok szovetta-

ni felosztasa [188]

haemangioma, leiomyoma,
teratoma, hamartoma, xanthoma
cysta, amyloidosis, lipoma,
haematoma, infekcidk
(tuberculosis, histoplasmosis,
blastomicosis, cryptococcosis,
echinococcosis, pyogen

Eredet Benignus Malignus
Mellékvesekéreg |adenoma, nodalis hyperplasia primer carcinoma,
carcinosarcoma
Mellékveseveld | pheochromocytoma, malignus
ganglioneuroma pheochromocytoma, gang-
lioneuroblastoma
Egyeéb neurofibroma, schwannoma, ¢ ganglioneuroblastoma,

malignus neurofibroma,
malignus schwannoma,
angiosarcoma,
leiomyosarcoma,
teratocarcinoma,
lymphoma

e metastasis

abscessus)
Kornyezd széve- aneurysma, haemangioma, cysta |e malignus érdaganatok
tek mellékvesét a vese, a maj, a e avese,amaj,a
érinto térfoglalo gasztrointesztinalis rendszer és a gasztrointesztinalis rend-
folyamatai hasnyalmirigy joindulati dagana- | szer és a hasnyalmirigy

tai joindulata daganatai

5.5.3. Diagnozis

A véletlenszerlien felfedezett mellékvese elvaltozasok felismerése képalkoto
vizsgélatokhoz kothetd. Az esetek nagy része nem jar a hormontermelés zavaraval, igy
klinikai tiinetekkel sem, ezeket a betegeket altalaban elég megfigyelni, és 1dérdl idoére
kontrollalni. Az esetek egy részében azonban a hormontermelés valamilyen zavara,
illetve annak klinikai jelei is megfigyelhetdk, ilyenkor feltétleniil sziikséges a beteg

alaposabb kivizsgalasa és szoros kontrollja, valamint az esetleges kezelése is.

5.5.3.1. Klinikai tiinetek

Az incidentalomak altal okozott klinikai tiinetek nagy hanyadaért az esetlegesen
fennall6 hormonalis eltérések felelosek, klinikai tiinetek fennallasa ezért a hormonhaz-

tartas valamilyen zavardra utalhat ezekben a betegekben.
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Fokozott gliikkokortikoid-képzésre utalhat a hypertonia és az elhizas eléfordulasa
a betegek korében. Tiinetszegény phacochromocytoma gyanuja meriilhet fel abban az
esetben, ha paroxysmalis fejfajasra, palpitatiora és cardialis eltérésekre panaszkodik a
beteg. Malignitas gyanujat vetheti fel, ha a mérete alapjan a daganat hasi vagy hatfaj-
dalmat, hasi dyscomfortérzést, lazat, fogyast vagy alsé végtagi vénas thrombosist okoz.
A mellékvese bevérezhet trauma, miitét vagy anticoagulans kezelés hatasara. Ezekre az
elvaltozasokra fokozott figyelmet kell forditani, és a klinikai tiinetek alapjan mérlegelni

kell a betegek alaposabb kivizsgalasat [188].

5.5.3.2. Hormonlaboratoriumi vizsgalatok

Az incidentalomdk esetében a klasszikus hormontiltermelés tlineteinek hidnya
ellenére a betegek egy részében fokozott a hormontermelés. A magas hormon szintek
karos hatasai miatt mitét javasolt, ha kortizol-, mineralokortikoid-, androgén- vagy
katecholamintiltermelés igazolédik. A hormonvizsgélatok ezért elengedhetetleniil

sziikségesek incidentalomék felismerése esetén.

Pheochromocytoma kizarasa céljabol 24 oras gytjtott vizeletbél mérjiik a
katecholaminok (adrenalin és noradrenalin), illetve azok lebontasakor kelekez6 végter-
mékek (metanephrin, normetanephrin, valin-mandulasav = VMA) koncentraciojat. A
plazma katecholaminszint meghatarozasanak diagnosztikai értéke az alacsony
specificitasa miatt erdsen korlatozott. Normalis katecholaminszint nem minden esetben
zérja ki a phaeochromocytoma jelenlétét. Ezért helyettilk metabolitjaik, a metanephrin
¢s a normetanephrin szintjét hatdrozzuk meg. A vizsgalatok specificitdsa és szenzitivita-
sa a phaeochromocytoma diagnosztikajaban eltérd, bar a plazma katecholamin-

metabolitok diagnosztikai érteke majdnem 100 % [210, 211].

Incidentalomak esetén a kiillonbozé endokrin szindromak koziil 1-2%-ban
Cushing-szindromat, 1-5%-ban primer aldosteronismust, és elég ritkan androgén- vagy
Osztrogéntermeld mellékvese daganat elofordulasat tapasztalhatjuk. Az ACTH-Kortizol
tengely fokozott aktivitasara tobb dolog is utalhat, tobbek kozott a bioldgiailag aktiv
kortizol szint novekedése a nyalban vagy a vizeletben, a kortizol napszaki ritmusanak a
hianya, dexamethasonnal nem szupprimalhat6 plazma kortizol szint, illetve az alacsony
plazma-ACTH ¢és dehidroepiandroszteron-koncentracié. A normalis bazalis kortizol

szint ellenére a fentebb emlitett eltérések igazoljak a gliikokortikoidtultermelést. Az
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endogen hiperkortizolizmus igazolasara az els6vonalbeli szlir6vizsgalatok kozé tartozik
a kis dozisti dexamethason szupresszios teszt (1 mg). Ennek két valtozata van, az egyik
a rovid, a masik a hosszu teszt. A rovid dexamethason teszt egyszerlien kivitelezhetd, de
héatranya, hogy kevésbé jo a specificitasa. Ejfélkor 1 mg dexamethasont adunk a beteg-
nek, a masnap reggeli vérmintabol pedig elvégezziik a kortizol meghatarozasat. A hosz-
szt dexamethason teszt specificitdsa jobb, de a betegtél nagyfokl egylittmiikddést
igényel. Két napon keresztiil 6 oOranként 0,5 mg dexamethasont adunk, majd
plazmakortizol-meghatarozast végziink. A teszt eredménye ritkan alpozitiv is lehet,
mert a dexamethasont a majban 1évé CYP3A4 enzim bontja le, bizonyos gyogyszerek
pedig indukaljak az enzim mikodését. A dexamethason és az induktor gyogyszerek
egyiittes alkalmazasa a dexamethason gyors metabolizalédasahoz vezethet, emiatt elma-
rad a hatdsa. A napi vizelet kortizoliirités valtozatossaga elfedheti a valodi Cushing-
kort, illetve alpozitiv eredményt is adhat, ezért a referenciatartomany felsé hataranak
négyszeres értékét fogadjuk el valodi Cushing-betegségnek, és ennek 2-3 alkalommal
értékérdl egyre tobb tanulmany sziiletett az elmult idészakban. Nagy eldnye a mddszer-
nek, hogy egyszeriien kivitelezhetd, és nem sziikséges az egészségligyi személyzet
kozremiikddése a mintavételhez. A vizsgalat szenzitivitasa és specificitasa is 90% feletti
[212] Cushing-szindroma diagnosztizalasa esetén. Az osteoporosis ¢€s a

szérumosteocalcin-szintjének csokkenése is fokozott gliikokortikoidtermelést jelezhet.

Mineralokortikoidtiltermelésre utalhat a hypertonia, hypokalaemia, alacsony

plazmarenin-szint és a plazma magasabb aldoszteronkoncentracidja is.

Az esetek 5-40%-ban szubklinikus Cushing-szindromat talalhatunk [191, 209,
213]. Egyes feltételezések szerint id6vel valodi Cushing-szindroma alakulhat ki beldle,
de erre még egyértelmii bizonyitékokat nem talaltak. Az esetleges miitétet illeten is

megoszlanak a vélemények [188].

Az enyhe szteroidtultermelés jele lehet az alacsony plazma DHEAS szint. A tu-
mor  kortizoltaltermelése a  hypothalamus-hypophysis-mellékvesekéreg tengely
szuppressziojan keresztiil csokkenti a paranodularis mellékvese allomany adrenalis

crer

san inaktiv mellékvesekéreg adenomas (NFAA) betegekben, mint a szubklinikus
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Cushing-szindromara jellemzonek tartott kortizolszekrécid szuppresszidjanak elmarada-

sa a kisdozisi dexamethason teszt soran [197].

Jellegzetes eltérés, hogy a normalis bazalis plazma-17-OH-progeszteron-szint
ACTH stimulaci6 hatasara a betegek 30-71%-ban hiperreaktiv valaszt mutat, ez a daga-
natok csokkent 21-hidroxilaz-aktivitasara utalhat [214] [215].

5.5.3.3. Képalkoté vizsgalatok

Az incidentalomak diagnosztikdjaban ezért a képalkotd vizsgalatoké a vezetd
szerep. A betegség felismerését kovetden azonban ujra kell értékelni az esetlegesen
fennall6 klinikai tiineteket is, illetve feltétlentil sziikséges a hormonhéztartds zavarainak
kizarasa. A kivizsgalas menetét illetéen altalanossagban a 2002-es NIH konszenzus

ajanlasa az elfogadott [191], de egyesek ennek némi modositasat javasoljak [216].

Incidentalomak CT-vizsgalattal valo értékelésekor az elvaltozas helye és mérete
mellett a denzitasa is hasznos informacioval szolgal a diagnozis tekintetében. A
benignus kéregadenoma CT kép alapjan tortént diagnosztizalasdnak a specificitdsa és
szenzitivitasa 100% [191]. A benignus elvaltozasok altalaban 4 cm-nél kisebbek, mig a
6 cm feletti méret malignitasra utal. A nagy zsirtartalom miatt a benignus mellékveseké-
reg adenomak atlagos denzitasa 10 Hounsfield-egység (HU) alatt van, altalaban 2 HU
koriili. Egyéb daganatoknal ez az érték atlagosan 30 HU [191]. Mellékvese-daganat
malignitasara utalhat a >6 cm daganat méret, echopenias teriiletek megjelenése,
necrosis, vérzés, Kalcifikacio, illetve az echogén szegély, a szabalytalan alak, az inho-
mogeén szerkezet, valamint a csokkent zsirtartalom, melynek kovetkeztében denzitasa a
lagyrészekhez hasonlova valik [217]. Ilyen esetben alapos kivizsgalast kovetden, ha a
daganat mérete 4 és 6 cm kozotti, felmeriil a miitét lehetdsége. A kontrasztanyag-
kimosasos modszerek, bar hasznosnak bizonyultak, mégsem terjedtek el, kiilonoskép-
pen bonyolult kivitelezésiik miatt. A gadolinium kontrasztanyaggal végzett vizsgalatok

sem bizonyultak megbizhatobb modszernek a malignitas és a benignitas elkiilonitésére.

A chemical shift MRI modszer, Ggy tlinik, bevaltja a hozza fliz6tt reményeket. A
mérés azon alapul, hogy a protonok a viz- és a zsirmolekulakban eltér6é frekvenciaju
rezgést folytatnak, amely altal jol elkiilonithetéek. A vizsgalatok elvégzésével ponto-
sabban tudunk kiilonbséget tenni a jo és a rosszindulati mellékvesekéreg-daganatok

kozott. A malignus daganat kontrasztanyag beadasa utan inhomogénné valik, és intenzi-
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tasnovekedést tapasztalunk. T1 stlyozott felvételen a majhoz képest hipointenziv vagy
izointenziv, T2 stlyozas esetén hiperintenziv lesz a malignus elvaltozas. A benignus
mellékvesekéreg adenoma ezzel szemben T1 sulyozott MR felvételen a majhoz viszo-

nyitva hipointenziv, T2 sulyozott felvételen izointenziv [218-223].

A szcintigrafia mint a képalkoto vizsgalatok funkcionalis kiegészitd moddszere
alkalmazhat6 a diagnosztikaban. A mellékvesekéreg sejtjei az izotoppal jelzett koleszte-
rint szteroidtermel6 aktivitasukkal aranyosan veszik fel. Nem hiperfunkcios benignus
mellékvesekéreg adenomak esetében a daganattal megegyezd oldalon izotopdusulas
mutathaté ki, mig a masik oldalon csokkent az izotopfelvétel. Az octreotid
szcintigrafiaval végzett vizsgélatok tapasztalatai szerint mellékvesekéreg-carcinomaban
konkordans izotopdisulas mutathatd ki, mig benignus mellékvesekéreg-daganatokban
ez elmarad. Emiatt ez a modszer is alkalmazhat6 a végleges diagnozis felallitasakor. A
pontosabb diagnézis érdekében jo lenne, ha bizonyos mddszerek jobban elterjednének a
klinikai gyakorlatban. Példaul a PET hasznalata, a tumor markerek biopsziaval torténd
meghatarozasa, a plazma szabad metanephrin szintjének a meghatirozasa mind hozzéja-

rulna a végleges diagnozis pontosabb meghatarozasahoz [191].

A 18-F-fluoro-dezoxi-gliikozzal végzett PET vizsgalat az onkologiai diagnoszti-
kaban mar bizonyitotta pontossagat [217], de tapasztalat hijan még nem terjedt el szé-

leskorii alkalmazasban az incidentalomak kivizsgaldsa kapcsan.

Az adrenocorticalis elvaltozasok elkiilonité diagnosztizalasara javasoljak a
radionukleotid szcintigrafia alkalmazasat. Phacochromocytoma kizarasara pedig az

MIBG-szcintigrafia (meta-jodo-benzil-guanidin) és a PET alkalmazhato.

5.5.3.4. Egyéb diagnosztikai lehetéségek

Percutan aspiracids vékonytii-biopszia nem bizonyult kelléen megbizhatonak a
benignus és malignus mellékvesekéreg-daganatok elkiilonitésében, emiatt ritkan kertil-
nek alkalmazasra. Csak kelloképpen indokolt esetben meriil fel, mint diagnosztikai

modszer. Ellenjavallt a biopszia, ha phacochromocytoma gyanuja meriil fel [224].

5.5.4. Kezelés

Kutatasi eredmények szerint, ha az elvaltozds malignitdsra nem gyanus ¢és a

hormontultermelés klinikai és biokémiai tiinetei hianyoznak, elegendd a betegek rend-
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szeres kontrollvizsgalata. Az ellendrzés ugy a leghatékonyabb, ha az adenoma felfede-
zése utan 6, 12 majd 24 honappal ultrahang vagy sziikség esetén CT vizsgalat torténik.
Ugyanilyen rendszerességgel a klinikai tiineteket és az alapvetd biokémiai értékeket is

ellendrizni kell.

Az incidentalomak els6ként valasztando terapiaja az adrenalectomia. Amennyi-
ben ez valamilyen okb6l mégsem jarhatd ut, a hormontaltermelést gatlo gyogyszeres

kezelés alkalmazando.

Adrenalectomia mindenképpen indokolt, ha a daganat mérete nagyobb, mint 6
cm, ha novekedést tapasztalunk, ha képalkoto vizsgalat alapjan felmeriil, hogy az elval-
tozas nem adenoma, illetve ha hormontultermelés egyértelmi jeleit fedezziik fel [191].
A ,néma” phaeochromocytomédk ¢s a képalkotd vizsgalatokkal egyértelmiien

malignusnak itélt elvaltozasok esetében miitét javasolt [188].

Latszélag nem hiperfunkciés mellékvesekéreg adenoma eltdvolitdsa utdn
hypadrenias krizis jelentkezhet a nem daganatos mellékvesekéreg atrophidja miatt. Ha a
mellékvesemiitét el6tt elvégzett koleszterin-szcintigrafia csak a daganatos oldalon mutat
aktivitast, a betegek perioperativ szteroidszubsztitacios kezelést igényelnek. Munkacso-
portunk adatai szerint az adrenalectomia hosszli tavon nem csokkenti a cardiovascularis

megbetegedések kockazatat [225].

Altaldnossagban elmondhatd, hogy a kezdetben hormontéltermeléssel nem jard
incidentalomakbol viszonylag ritkan fejlodik ki manifeszt Cushing-szindroma [226-
228], ugyanakkor gyakran tapasztalunk enyhe hormonalis eltéréseket; tobbek kozott
alacsony az DHEAS-szint, emelkedett 17-hidroxiprogeszteron és az ACTH-ra adott
megnovekedett 17-hidroxiprogeszteron-valasz gyakori ezekben a betegekben [214,
229]. A tumor mérete kdvetéses vizsgalatok soran gy tlinik hosszutavon nem valtozik
[230, 231]. Azoknal a betegeknél akiknél mégis novekedett a daganat atméréje nagyon
ritka jelenség a malignizalodas [227, 228, 232, 233].

5.5.5. Szubklinikus Cushing-szindréma

A korabban targyalt hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomak a klasszi-
kus hormonttlprodukcios korképeket (Conn-szindroma, Cushing-szindroma) nem

okozo6 elvaltozasok. Hormonlaboratoriumi mérések segitségével irodalmi adatok szerint

48



DOI: 10.14753/SE.2013.1895

az esetek 5-40%-aban azonban igazolhatdé egy ugynevezett Szubklinikus autonom
gliikkokortikoidtaltermelés (subclinical autonomous glucocorticoid hypersecretion,
SAGH), mas néven szubklinikus Cushing-szindroma [191, 209]. Prevalencidja nagy-
mértékben fiigg a definiciotol, a diagnosztikus modszerektdl €s a kritériumok felallitasa-

tol.

Diagnosztikus értékti lehet az alacsony ACTH-szint [197, 198, 209, 213], a
kortizol cirkadian ritmus amplitidojanak mérséklodése vagy eltlinése, mikozben a
reggeli kortizolszint a normal tartomanyban marad [198, 209, 213]. A dexamethason
szupresszios teszt szintén alkalmas a betegség diagnosztizalasara [234, 235]. Az ¢éjféli

nyal illetve szérum kortizol mérésekkel kapcsolatosan ellentmondasosak az eredmények
[199, 236, 237].

Az NIH legfrissebb, 2002-es ajanlasa szerint a szubklinikus Cushing-szindréma

diagnosztikus kritériumai [191]:

1. hidnyoznak a hormontultermelés jelei
2. 1 mg dexamethasonnal a kortizoltermelés nem gatolhato
3. egyéb eltérések talalhatoak a hypothalamus—hypophisis—mellékvese ten-
gely mikodésében (reggeli szérum kortizol, vizelet szabad kortizol,
ACTH)
4. CT felvételen mellékvese adenoma diagnosztizalhatd
A gliikokortikoid-tultermelés anyagcsere hatdsainak kovetkezménye lehet a
hypertonia, a 2-es tipusu diabetes mellitus, a hyperlipidaemia és az obesitas, amelyek
gyakran fordulnak elé hormonalisan inaktiv kéregadenomas betegekben [79, 196-199].
Ezek az anyagcsere betegségek a cardiovascularis rizikot ndveld hatasuak, vagyis foko-
zott az akut myocardialis infarctus, az angina pectoris, a stroke és a periférias érbeteg-

ség, valamint a hirtelen halal bekovetkezésének veszélye.

Szubklinikus Cushing-szindromaban irodalmi adatok szerint mindenképpen ja-
vasolt a mitét elvégzése [213]. Habar az adenoma miitéti eltavolitasanak hatasara a
betegek biokémiai abnormalitasai egyes vizsgalatok szerint rendezddtek [238], a hosszu
tavu hatasokat illetve a betegek életmindségének valtozasat illetden kevés adat all ren-

delkezésre, és azok is ellentmondasosak [225, 239].
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6. Ceélkituzeések

A 11B-HSD1 enzim alul- vagy tulmiikkodése szamos betegség korlefolyasaban

jatszhat kulcsszerepet, vagy azokat akar jelentés mértékben modosithatja. Jelenlegi

ismereteink alapjan ugy tiinik, hogy aktivitasa szabalyozédsanak egyik legfontosabb

eleme a megfeleld kofaktorellatason tul a rendelkezésre allo6 enzim mennyisége és an-

nak endogén aktivitasa. Ez pedig els6sorban az enzim génjének, azaz a HSD11B1-nek a

miikodésétol, szerkezetétol fiigg.

PhD munkam soran célul tiiztem ki, hogy a HSD11B1 gén korabban mar azono-

sitott, de funkcioval még nem, vagy csak részben tarsitott genetikai valtozatait feltérké-

pezzem, a jelentds genotipus-fenotipus Osszefliggést mutatd variansok funkciojat tisz-

tazzam. Munkam célkitiizései az alabbiak voltak:

1.

In silico modszerekkel online adatbazisok segitségével (NCBI, Hapmap) a
HSD11B1 gén promoterében talalhato genetikai variansok feltérképezése.

Az igy azonositott SNP-k allélgyakorisaganak meghatarozasa egészséges nokbol

allo hazai populéacidban.

A polimorfizmusok egészséges ndk csontanyagcseréjére gyakorolt hatasanak elem-

zése.
Annak vizsgalata, hogy ezek a hatasok megjelennek-e:
a. postmenopausalis osteoporosisban szenveddkben, illetve
b. ahormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas nékben.

A Kklinikai paraméterekkel Osszefiiggést mutatdo egyik génvaltozat funkcionalis

hatasanak tisztazasa in vitro rendszerben.
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7. Modszerek

7.1. Betegek és kontrollok

Mind a betegek, mind az egészséges kontrollok a kaukazusi populaciobdl szar-
maznak. A kutatas elvégzését a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte.
A tajékozott beleegyezésen alapuld hozzajarulast a kutatas 0sszes résztvevojétdl meg-

kaptuk.

7.1.1. Kontroll csoport

A polimorfizmusok vizsgalatdhoz 209, fliggetlen mintavalasztasbol szarmazo
egészséges nd DNS-ét gyljtottiik dssze. A kontroll csoportba tartozo hazai egészséges

személyek atlagéletkora: 47.3 £ 15.3 (20-83 év).
A kontroll csoportbdl valo kizaro kritériumok:
ismert endokrin betegség
metabolikus csontbetegség

a csont dsvanyi anyag tartalmat befolyasold gyogyszeres kezelés

7.1.2. Osteoporoticus betegcsoport

A Semmelweis Egyetem II. Sz. Belgyogyaszati Klinikajan postmenopausalis os-
teoporosissal diagnosztizalt 154 nébeteget vizsgaltam. Atlagéletkoruk: 69.2 + 8.7 (44-

86 év). A felhasznalt mintdk és klinikai adatok a diagnozis felallitasakor késziiltek.
A csoportbol valé kizard kritériumok:
e adiagnozis felallitasa elott:
o hormonterapia
o anti-osteoporoticus terapia
o antikoagulans kezelés

e ismert endokrin betegség az anamnézisben: hypercortisolismus, pajzsmi-

rigy-, mellékpajzsmirigy-, hypophysis- vagy mellékvese rendellenesség
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7.1.3. Hormonalisan inaktiv mellekvesekéreg adenomas betegcsoport

Munkam soran a Semmelweis Egyetem II. Sz. Belgyogyaszati Klinikajan diag-
nosztizalt és kezelt 71 hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas ndbetegen
végeztem vizsgalataimat. A diagnozis idOpontjaban a vizsgalt betegek életkora atlago-
san 59,17 év (£11,08) volt.

A mellékvesekéreg adenoma diagnosztizadlasa CT vizsgélat alapjan tortént, az
alkalmazott diagnosztikus kritériumok az NIH ajanlasanak megfeleléen a 4 cm-nél
kisebb méret, a homogenitas, a szabalyos és jol elkiilonitheté hatarok illetve a 10 HU-

nal kisebb denzitas.

A vizsgalatba bevont valamennyi beteg részletes hormonadlis kivizsgaldson is at-
esett, melyeknél az iranyado szintén a 2002-es NIH konszenzus ajanlasa volt. Mértiik a
reggeli (8 és 9 ora kozott), €jféli illetve alacsony dozisi dexamethason szupresszids
tesztet kovetd szérum kortizolszinteket, valamint az egyes csontanyagcsere-markereket,
az osteocalcint ¢és a human I-es tipusu kollagén C-termindlis keresztezddéseit (J3-
crosslaps, CTX). A méréseket elektrokemilumineszcens immunoassay-vel végeztiik
(Elecsys, F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland) a gyarto eléirasainak megfe-
leléen. A szérum kortizonszint meghatarozasahoz sajat fejlesztésti radioimmunoassay-t
alkalmaztunk [240]. Vizelet és plazma metanephrin szint meghatarozasa mellett a
hypertonias betegeknél szérum natrium, kalium és aldoszteron/renin mérés is tortént.
Ezen kivil minden betegnél meghataroztuk a dehidroepiandroszteron, a 17-

hidroxiprogeszteron, a tesztoszteron és plazma ACTH-szintet.

Azokon a betegeken, akiknél korabbrdl diabetes mellitus nem volt ismert, oralis
gliikoztolerancia tesztet végeztiink (75g gliikkdéz 250ml vizben oldva), melynek értékelé-
sekor az 1999-es WHO kritériumoknak megfeleléen definialtuk a csokkent gliikoz
toleranciat illetve a diabetest. Hypertoniasnak tekintettilk azokat a betegeket, akik a
kivizsgélés idején antihypertensiv kezelésben részesiiltek vagy vérnyomasuk tobb alka-
lommal is 140/90 Hgmm felett volt. Tulstlyosnak tekintettiik azokat a betegeket, akik
testtomegindexe 25 ¢és 30 kg/m2 kozott volt, elhizottnak, obesnek azokat, akiké 30
kg/m? f516tt.
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A vizsgalatba Dbevont betegek nem részesiiltek anti-osteoporoticus-,
gliikkokortikoid-, antikoagulans vagy egyéb hormonpdtld kezelésben a diagnézis felalli-

tasa elott.

A vizsgalatot a Semmelweis Egyetem helyi Etikai Bizottsaga engedélyzte, a be-

tegeket tajékozott beleegyezés birtokaban vontuk be.

7.2. Csontsiiriiség mérés

A csontstiriség mérés kettds rontgen foton—abszorpciometria (DEXA) segitsé-
gével tortént az agyéki csigolyak (L1-L4) és a teljes femur, valamint femur-nyak,
trochanterikus ¢és intertrochanterikus régiokon Hologic 4500 denzitométer (QDR
4500C, Hologic Inc., Waltham, MA, USA; Software version 9.03) segitségével. A
mérés soran meghataroztuk a vizsgalt csont asvanyi anyag tartalmat (BMC= bone
mineral content, gramm) és feliileti stirliségét (BMD=bone mineral density, g/cm?). A
mért csontsiirliség-értéket (BMD) 0Osszehasonlitottuk az azonos nemii fiatal egyének
cstics-csontstiriiségével, és az attol valo eltérést szorasegységben (standard deviation,
SD) adtuk meg, ezaltal a mért régiok T-score értékeit hataroztuk meg. A masik haszna-
latos viszonyszdm a Z-score: ez a nemben ¢€s korban illesztett egészséges populacid
atlagatol valo eltérést mutatja, szintén SD-ben kifejezve. A mérésekhez a gyarto altal
megadott referencia értékeket hasznaltuk. Minden altalunk mért napon a miszert a
gyarto altal készitett gerinc-fantommal kalibraltuk. A femoralis csontsiiriiség mérések-

hez a NHANES III. normalértékeket hasznaltuk referencia adatbazisként [241].

7.3. Insilico adatbazis-kutatas

A HSD11B1 promoter polimorfizmusainak feltérképezése in silico kutatassal

tortént online elérheté adatbazisok (NCBI dbSNP; Hapmap: www.hapmap.org, release

no. 27) segitségevel.
7.4. Molekularis biologiai modszerek

7.4.1. Genotipizalas

A polimorfizmusok kimutatasahoz a kontroll személyek és betegek vérmintaibol

DNS-t izolaltunk kereskedelmi forgalomban kaphaté reagensek segitségével (Qiamp
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DNA Blood Kit, Qiagen, USA; DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, Boehringer

Mannheim, Németorszag).

A vizsgélt egyéneket a HSD11B1 polimorfizmusaira nézve genotipizaltam
allélspecifikus Real Time PCR-rel illetve egyes esetekben tovabbi megerdsitésként

direkt DNS szekvenalassal is.

7.4.1.1. Valés ideji (Real Time) PCR

Az altalam vizsgalt polimorfizmusok (rs4393158, rs11576775, rs17389016,
rs760951, rs4844880, rs3753519, rs12086634, rs11807619, rs2884090, rs4844488)
genotipizaldsa Taqman SNPAssay-vel tortént (c 29224629 20, c_348288_10,
c_33738645_10, c_2502436_10, c_2502442 10, c_27474627_10, c_22275467_10,
c_2502454 10, c_2502457 10, ¢ 32356811 10, Applied Biosystems, Life Technologi-
es, Carlsbad, California, USA). A Real-Time PCR-t a gyart6 javaslatanak megfelel6en
végeztem 7500 Fast Real-Time PCR System gépen (Applied Biosystems).
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4, Tablazat: HSD11B1 polimorfizmusok genotipizalasahoz hasznalt probe-ok

Polimorfizmu- | Allélek |FAM-al jelolt probe- |VIC-el jelolt probe-ok 5°-3’

sok ok 5°-3” szekvenciaja |szekvenciaja

rs4393158 A/G |TCTCATACCACATC |AGTTCTTATAGGCCGTACAG
ACTCAGTAATG CCTGA

rs11576775 AIG |TTTATGAGGCTAGA |TTAATAAATACTTGATTGTT
GCAGTGATTGT TAATC

rs17389016 C/IT |ACTTTTGCTTGTCTA |GTTTATTCCCCTCCTACTCTC
TATTAAAAAA TGTT

rs760951 A/G |AGTTGCCTCCAAAA [CTTGCTCTAGCCATTCAGGC
TGCCATGCTTT TACCT

rs4844880 T/A |TAGTACCTGACCAA |GAGCATTTCAATGGTGTTTT
CAGTAAATACC TATTC

rs3753519 A/IG |TTTTTAAAACTTTGT |[GTTGTATTTCATTTTGTCTTT
TGACAACCCC ATTA

rs12086634 G/T |GATTTCTTAATATA |GAATGGGAAAGGTATCAAC
GCCATCTCTTG CCCAGA

rs11807619 G/T |AGGAAATGTGTCCA [CAATTTAAACAACCAGCTG
GAGAAATGGTC GGTAGG

rs2884090 C/IT |AAAAGACTCAGTTG |TATTTTGAAGTGAAACTGGA
CTTTAAATATT CATCA

rs4844488 A/G |AAAGGAGAATATA |[CACAAATAGAAAACTAGGT
AATGTGCCCAAA CTTAAG

Az allél diszkriminacion alapulé Real-Time PCR lényege, hogy a 2 eltéré allélt

egy reakcioban ki tudjuk mutatni, mivel a két allélt egy-egy kiilonb6z6 fluoreszcens

festékkel jelolt specifikus probe ismeri fel (FAM illetve VIC), igy a reakcid soran annak

az allélnak megfelelden keletkezik jel, amelyet a vizsgalt személy hordoz. Ha mindkét

allélnak megfel6en keletkezik jel, akkor a vizsgalt személy heterozigota arra az SNP-re.

5. Tablazat: Genotipizalashoz hasznalt Real Time PCR protokoll

1. [50°C |2 perc
95°C |10 perc
3. |95°C |15 masodperc )
40 ciklus
60°C |1 perc
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7.4.1.2. Direkt DNS szekvenalas

Az rs4844880-as polimorfizmus jelenlétét dirckt DNS szekvenalassal erdsitet-
tem meg. El6szor PCR reakcidval felsokszoroztam a kérdéses génszakaszt, melyhez a
PCR primereket a Primer 3 (http://simgene.com/Primer3) szoftverrel terveztem. Ezek

felhasznalasaval a megadott protokollnak megfeleléen PCR reakciot végeztem (6. Tab-
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lazat). A primerek koncentracioja 12,5 pM volt.

6. Tablazat: PCR protokoll: rs4844880 szekvenalashoz

A reakcio osszetétele:

Primerek 5°-3° szekvenciaja

1. |25l forward primer 5’-CTCCCTTCATTATGCCCCTA-3’
2. 12,5ul reverse primer 5’-TAGAAGTGGCAGTGGGCTTT-3’
3. |5ul desztillalt viz

4. [12,5ul |Hot Start enzim

5. (50 ng DNS minta

PCR reakcio futdsi paraméterek:

1. |95°C 7 perc
2. |95°C 45 masodperc 37 ciklus
57°C 45 méasodperc
72°C 45 masodperc
72°C 10 perc
4°C -

Az amplifikalt PCR terméket 1 %-os agardz gélen megfuttattam, majd
enzimatikusan tisztitottam (Shrimp Alkaline Phosphatase, Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA). Végiil az igy nyert terméket Big Dye Terminator Cycle-
Sequencing kittel 310 Genetic Analyser késziiléken (mindketté6 Applied Biosystems)

szekvenaltam (5. abra).
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5. abra: DNS szekvenalas eredménye és kiértékelése
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7.4.2. Invitro funkcionalis vizsgalatok

7.4.2.1. Luciferaz riporter vektor konstrukcio

In vitro funkcionalis méréseimhez a HSD11B1 promoter megfelelé szakaszait
PCR segitségével nyertem ki (7. és 8. Tablazat), melyhez a sziikséges primereket ma-
gam terveztem (Primer 3, simgene.com). Az igy felamplifikdlt DNS szekvencia(ka)t
szlikség esetén egymashoz ligaltam DNA Ligase-zal (New England BioLabs, Ipswich,
Massachusetts, USA). Majd Xmal, Kpnl és/vagy Ncol (New England BioLabs) restrik-
ci0s enzimemésztést kovetden 5'->3' iranyban pGL3 basic vektorba (Promega, Madison,
Wisconsin, USA) klonoztam Pfu h6allo stabil polimeraz (Easy-A High—Fidelity PCR
Cloning Enzyme, Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA) segitségével. A

primerek koncentracioja 20pM volt.

7. Tablazat: PCR protokoll: HSD11B1-kontroll szekvencia

A reakcio dsszetétele: Primerek 5°-3° szekvenciaja

1.{1,25 ul [forward primer |5’-ATCCCGGGTCCTTCATAGACCTCGAGCTCTG-3’

[ 1,25 ul |reverse primer |5’-TACCATGGCAGGGAGCTGGCCTGAAG-3’

2
3.19 ul desztillalt viz
4

.[12,5 ul |Hot Start en-
zim

5./50ng |DNS minta

PCR reakcio futasi paraméterek:

1.|95°C |5 perc

2.195°C |30 masodperc

62,5°C |40 masodperc |30 ciklus

72°C |90 masodperc

3.172°C |10 perc

4.|4°C |-
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8. Tablazat: PCR protokoll: rs4844880 koriili szekvencia

A reakcio osszetétele: Primerek 5°-3’ szekvenciaja

1.11,25 pl |forward primer |5>-ATGGTACCGTGCCTCTGCTTGCCTCTCC-3'

| 1,25 pul |reverse primer |5’-ATCCCGGGGAGGATCACTTGTGGCTAGGAG-3'

2
3.19 ul desztillalt viz
4

.112,5 ul [Hot Start en-
zim

5./50ng |DNS minta

PCR reakcio futasi paraméterek:

1.{95°C |5 perc

2.195°C |30 masodperc

62,5°C |40 masodperc |30 ciklus

72°C |90 masodperc

3.172°C |10 perc

4.|4°C |-

Az elkésziilt konstruktok direkt DNS szekvenalassal torténd ellendrzéséhez
azokbol Endo Free Plasmid Maxi kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével DNS-t
gélelektroforézis illetve spektrofotométer (GeneQuant II. RNA/DNA Calculator,
Pharmacia Biotech, GE Healthcare Biosciences, Pittsburgh, Pennsylvania, USA) segit-

ségével ellendriztem.

7.4.2.2. Célsejtek

Kisérleteimhez human epitheloid cervix carcinoma (HeLa) sejteket hasznaltam.
A sejteket 37°C-on 5% CO, mellett tenyésztettem MEM-ben, 10% fetal bovine serum
(FBS, Gibco by Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, California, USA), 1% natri-

um-piruvat és 1% antibiotikum-antimikotikum oldat (penicillin, streptomycin,
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amphotericin B, Antibiotic Antimycotic Solution, Sigma-Aldrich, Budapest) jelenlét-

¢ében.

7.4.2.3. Tranziens transzfekcio

A tranziens transzfekciot 10%*/well HeLa sejten, 96 well-es plate-en végeztem,
antibiotikum-mentes médiumban. A sejteket a kovetkez6 napon transzfektaltam 150 ng
ként 150 ng renilla luciferaz vektorral (pRL-TK, Promega, Madison, Wisconsin, USA).
A transzfekcidhoz Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA) reagenst alkalmaz-
tam a gyartd protokolljanak eléirasai szerint. A kisérletek soran negativ kontrollként
pGL3-basic (Promega) vektorral transzfektalt sejteket alkalmaztam. Négy oraval kés6ébb
a médiumot antibiotikum-mentes 10% FBS-t és 1% Na-piruvatot tartalmazé MEM tapra

cseréltem.

7.4.2.4. Dual-luciferaz assay

A luciferaz assay-t a transzfekcio utan 24 oraval Dual-Glo Luciferase Assay
Systemmel (Promega) végeztem a gyarto utasitasainak megfeleléen. Minden kisérletet
legalabb 5 alkalommal megismételtem, mérésenként 6 parhuzamossal. A kapott ered-
ményeket kisérletenként a transzfekcios kontrollként hasznalt renilla luciferazt tartalma-

z0 mintakra normalizaltam.

7.5. Statisztikai modszerek

Az Osszes polimorfizmus esetében ellendriztem a Hardy-Weinberg egyensulyt.
A polimorfizmusok kapcsoltsagat (LD blocks) és az r2 értékeket HaploView (release
4.1, Dr. Mark Daly's lab, MIT/Harvard Broad Institute, Cambridge, Massachusetts,

USA) program segitségével hataroztam meg.

A normalitas ellenérzéséhez Shapiro-Wilk's W-tesztet alkalmaztunk. Normalis
eloszlast valtozoknal a Student-féle t-tesztet, a nem normalis eloszlasuaknal pedig a

Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztam az atlagok dsszehasonlitasara.

Luciferaz assay-vel mért adatok kiértékeléséhez az SPSS statisztika program
(IBM SPSS Statistics version 19.0, IBM Corp., Armonk, New York, USA) segitségével
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egy utas ANOVA-t majd Bonferroni posthoc tesztet alkalmaztam. Az allélgyakorisagok

csoportok kozotti 6sszehasonlitdsahoz Chi négyzet vagy Fischer tesztet hasznaltam.

Az eredmények értékelése soran a p<0,05 értékeket tekintettem szignifikansnak.
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8. Eredmények

8.1. A HSD11B1 promoter polimorfizmusainak feltérképezése

morfizmusokat. A keresést a HSD11B1 gén start kodonjatol 5 iranyban talalhato kb. 28
kilobazis méretii tertileten végeztem el. Az online elérheté adatbazisokban ezen a szaka-
szon 64 darab polimorfizmus talalhato (9. Tablazat). Ez a szam azonban tulsagosan
nagy volt a tovabbi elemzésekhez, a részletes genotipizalashoz, ezért a kdvetkezkben

tobb 1épésben sziikitettem a potencialisan funkcionalis aktivitassal rendelkez6 polimor-

In silico modszerekkel azonositottam a HSD11B1 promoterében talalhatod poli-

fizmusok beazonositasat.

9. Tablazat: HSD11B1 promoterében talalhaté polimorfizmusok

rs ID Allélok Pozicio
(vad tipus / polimorf allél) (Tavolsag a start kodontdl, bp)

1 [rs13306421 |A/G -2

2 |rs45446000 |A/G -606
3  |rs13306420 |C/T -620
4 |rs28365144 |GIT -630
5 |rs45463794 |C/G -706
6 |rs36212444 |C/T =775
7 |rs45617539 |A/G -810
8 |rs13306419 |A/G -849
9 |rs11590066 |A/C -1237
10 (rs36212447 |CIT -1413
11 |rs12047442 |C/G -1503
12 |rs846911 A/C -2037
13 (rs72188955 |-/AGGGTTGA -2408
14 |rs35479221 |-/C -2431
15 |rs846910 AlG -3034
16 |rs2357075 |A/G -5574
17 (rs72468060 |(C/T -5682
18 |rs10863782 |A/G -5698
19 |rs10863782 |A/G -5698
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20 |rs11805981 |A/G -5840
21 |rs11804533 |A/G -5921
22 |rs846909 AlG -5938
23 |rs861762 AlIG -6431
24 |rs72362387 |-IATAGATAGATAG -6748
25 |rs3059689 |-/ATAG -6748
26 |rs71685160 |-/AGAT -6749
27 |rs71684038 |-/TAGA -6774
28 |rs71923470 |-/AGATAGATAGATTAGAT |-6787
29 |rs34533406 |-/C -6952
30 (rs12143228 |CIT -7171
31 (rs73089418 |A/G -7218
32 (rs4844880 |AIT -1372
33 (rs60132042 |GIT -71937
34 |rs12757955 |CIT -9716
35 [rs12734051 |C/IT -9717
36 [rs12757955 |CIT -9719
37 (rs73089412 |GIT -10573
38 (rs11119326 |G/T -12260
39 (rs71777347 |-ITGGGGG -12329
40 (rs11119326 |G/T -12330
41 [rs60737212 |-IGG -12324
42 (rs10863780 |A/T -12491
43 [rs35096215 |-/A -12576
44 11576262683 |A/C -12865
45 (rs1883442 |CIT -12928
46 [rs12030418 |A/C -13393
47 |rs12039840 |C/T -14464
48 [rs6656906 |C/T -14519
49 |rs114347302|C/IT -15468
50 |[rs76067112 |A/G -17193
51 |rs12565406 |G/T -17202
52 |rs34580232 |-/C -17523
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53 [rs56740489 |-/T -17748
54 [rs57218199 |A/G -18523
55 |rs45444995 |C/T -18777
56 [rs45509093 |G/T -19172
57 [rs45498403 |A/T -19184
58 |rs45521040 |A/G -19602
59 [rs701950 AlIG -19609
60 |rs45441700 (C/T -19966
61 |rs11119325 |A/T -20119
62 |rs45594439 |C/T -20143
63 |rs17389016 |C/T -21414
64 |rs11576775 |A/G -27413

A gén ténylegesen eldforduld valtozatait a kiilonféle haplotipusok adjak. Egy
egyén haplotipusa pedig tagging SNP-kel lényegében ugyanolyan pontosan leirhato,
mint valamennyi kiilonallo polimorfizmus genotipizalasaval. Ezért a tovabbiakban a

fentiek koziil csupan a tagging SNP-kkel foglalkoztam (6. abra).
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6. abra: Tagging SNP-k a HSD11B1 proximalis szakaszan

Mivel az egyes haplotipusokat jellemzd tagging SNP-k némelyike nem a szoro-
san vett promoter régioban talalhat6, hanem vannak kozottiik intronikus elhelyezkedé-
stiek is, vizsgalataimat Kiterjesztettem ezekre is. (Természetesen lehetnek exonikus
tagging SNP-k is, de azok allélgyakorisaga nagyon Kicsi volt ezért jelen vizsgalataink-
bol ezeket kizartuk.) Az igy kapott halmazt tovabb sziikitettiik a populacioban 5%-nal

gyakrabban el6forduld valtozatokra. Igy a kritériumok finomhangoldsa utan tovabbi
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vizsgélatainkat a HSD11B1 gén proximalis 38 kilobazisnyi szakaszanak haplotipusain,

illetve az azokat jellemz6 tagging SNP-ivel végeztem.

8.2. A HSD11B1 gén polimorfizmusainak allélgyakorisdaga

Az altalam vizsgalt tagging polimorfizmusok allélgyakorisaga az egészséges po-
pulacioban megegyezett a HapMap adatbazisban talalhat6 kaukazusi populaciora vonat-
koz6 nemzetkozi adatokkal (10. Tablazat). Az Gsszes altalam vizsgalt SNP Hardy—

Weinberg egyensulyban volt.

10. Tablazat: HSD11B1 tagging SNP-k allélgyakorisaga hazai és nemzetkozi popu-

laciokban
Allélfrekvencia

Kaukazusi populacié
SNP n= | Egészséges kontrollok | (HapMap release 27)
rs4393158 89 0,04 0,06
rs11576775 160 0,178 0,241
rs17389016 160 0,122 0,119
rs760951 155 0,17 0,112
rs4844880 209 0,16 0,161
rs3753519 156 0,12 0,097
rs12086634 161 0,175 0,25
rs11807619 161 0,141 0,153
rs2884090 160 0,19 0,25
rs4844488 88 0,023 0,075

8.3. A HSDI11B1 gén polimorfizmusainak hatdisa a csontanyagcserére
egészséges nokben

Célkitlizéseimnek megfelelden vizsgalni akartam az egyes polimorfizmusok
csont metabolizmusra és —funkcidra gyakorolt hatasat. A csontok miitkodésének megité-

1éséhez klinikai méréseket alkalmaztam (l. 7.2.).

Els6ként arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy egészséges egyénekben van-e

barmilyen korrelacié az egyes HSD11B1 promoter haplotipusok és a csontok metabo-
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lizmusa kozott. A vizsgalt egyének altalanos metabolikus statuszanak durva kozelitéssel
val6 becsléséhez a testtomeg-indexet hasznaltam, mely tobbek kozott a gliikokortikoid-
hatasokkal is jelentésen Osszefiigg. Nem fligg viszont az egyes HSD11B1 promoter
haplotipusoktdl eredményeink szerint (11. Tablazat).

A csont anyagcserét jellemzd, anabolikus/katabolikus egyensulyra utald hor-
monértékek (osteocalcin, B-crosslaps) szintén fiiggetlenek a HSD11B1 promoter geneti-
kai valtozatatol (11. Tablazat).

A csontok asvanyianyag-tartalmanak jellemzésére a BMD, T- és Z-score értéke-
ket alkalmaztam. Két HSD11B1 SNP mutatott szignifikans Osszefliggést a vizsgalt
csontstiriiség-értékekkel: az rs4844880 a lumbalis csigolyak csontstirtiségével (L1-4
BMD), az rs3753519 a femurnyak BMD-vel (11. Tablazat). A csontanyagcsere és a
HSD11B1 promoter haplotipusok Osszefiiggése statisztikailag a legerdsebbnek az
rs4844880-as SNP esetében bizonyult, ezért a tovabbiakban erre a polimorfizmusra

fokuszaltam.

11. Tablazat: A csontanyagcsere jellemzésére hasznalt csontsiiriiség illetve a vér-
ben mérheté biokémiai markerek és az egyes HSD11B1 tagging SNP-k kozotti

kapcsolat statisztikai eredményének p értékei

Szérum L1-4 csigolya Femurnyak
SNP BMI |osteocalcin B- BMD | T- Z- |BMD | T- Z-
crosslaps score | score score | score

rs4393158 |0.242| 0.463 0.375 |0.768 |0.607| 0.9 | 0.338 |0.086 | 0.64

rs11576775|0,632| 0,945 0,301 | 0,632 |0,836|0,938| 0,578 |0,765|0,780

rs173890160,906| 0,661 0,898 | 0,942 10,936 |0,998| 0,746 |0,711|0,311

rs760951 |0,201| 0,724 0,210 | 0,574 0,929 0,815 0,807 | 0,713 |0,837

rs4844880 |0,894| 0,945 0,194 |0,022*|0,155|0,174| 0,677 | 0,780 | 0,531

rs3753519 |0,457| 0,787 0,190 | 0,056 |0,213 0,419 |0,029*| 0,948 | 0,641

rs12086634|0,953| 0,725 0,728 | 0,555 |0,620|0,491| 0,311 {0,474 0,423

rs11807619|0,828| 0,740 0,779 | 0,377 {0,429 0,316 | 0,310 | 0,411|0,321

rs2884090 |0,982| 0,508 0,648 | 0,647 {0,688 0,521 | 0,255 | 0,310 | 0,200

rs4844488 10,491 0,183 0,346 | 0,503 | 0,369 0,511 | 0,572 | 0,669 | 0,097

* p<0,05 (ANOVA)
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8.4. A HSDIIBI polimorfizmusok és a csontanyagcsere Kapcsolata
idiopathids osteoporosisban és mellékvese adenomas nébetegekben

A kovetkezd vizsgalataim arra iranyultak, hogy az egészséges egyénekben ta-
pasztalt Osszefliggések vajon megtalalhatdak-e postmenopausalis osteoporosisban,
illetve a hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas nébetegekben is. Az utdbbi
betegcsoportban feltételezhetd a gliikokortikoid-anyagcsere karosodasa, ezért a polimor-

fizmus ¢€s a csontstlriiség kozott igazolt osszefliggések eltlinhettek.

8.4.1. Az rs4844880-as polimorfizmus osszefiiggése a csontsiiriiséggel
postmenopausalis osteoporosisban és hormonalisan inaktiv mellékve-

sekéreg adenomas noébetegekben

8.4.1.1. Postmenopausalis osteoporosisban

Az rs4844880-as polimorfizmus postmenopausas 0Steoporosis esetén kialakuld
hatasainak vizsgalatdhoz kontrollként az egészséges egyének csoportjat a
postmenopausalis nékre sziikitettem. Ezekben az egészséges postmenopausalis nékben
az rs4844880-t hordozok korében szignifikansabb jobbak a lumbalis csigolyak allapotat
jellemz6 L1-L4 BMD, Z-score és T-score (12. Tablazat) értékek, amely a szivacsos
csontokon megfigyelheté kedvezd hatdsra utal. A szignifikancia a korra és a BMI-re
valo illesztés (adjusztalas) utan is megmaradt 92% és 100% erdsség (power) mellett
(100% BMD, 96% Z-score és 92% T-score).

A polimorfizmusnak a csontsiiriiségre kifejtett hatasat 154 csontritkulasban
szenvedd nbben is vizsgaltam. Az egészséges és az osteoporoticus nék kozott az SNP

allélgyakorisaga azonos volt (0,128 illetve 0,136).
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12. Tablazat: Az rs4844880-as polimorfizmus és a csontanyagcsere osszefiiggése

egészséges postmenopausalis nékben

Paraméterek rs4844880-t hordozok | rs4844880-t nem | p érték
(n=26) hordozok
(n=75)
Atlagéletkor ,év 60,2 +7,3 62,2+7,7 0,72
BMI, kg/m2 29,8+ 5.9 27,7+5,1 0,12
Szérum osteocalcin, ng/ml 26,2+ 8.6 273+11,8 0,77
fS-crosslaps, ng/ml 0,49+ 0,15 0,43+£0,21 0,33
L1-4 BMD, g/cm2 1,12 +0,24 1+0,14 0,007*
T-score -0,09 + 1,04 -0,61 +£0,93 0,04*
Z-score 0,5+1,14 -0,04 £ 0,93 0,039*
Femurnyak |BMD, g/cm2 0,79+ 0,12 0,74 +£0,17 0,44
T-score -0,79 £ 1,11 -0,81 £ 1,24 0,96
Z-score 0,46 £ 0,94 0,31 £ 0,98 0,057

Atlag+SD; * p < 0.05 Student féle T-proba vagy Mann-Whitney U-teszt.

A csontritkulasban szenvedé nékben (13. Tablazat) az rs4844880-t hordozok-

ban jobbak voltak a femurnyak BMD, T-score és Z-score értékek (100%-o0s erdséggel).

Ennek hatterében a csont felépitd és —lebontd folyamataiban bekdvetkezett valtozas

allhat, melyre a szignifikansan nagyobb osteocalcin és alacsonyabb B-crosslaps szintek

utalnak (93 és 99%-os erdsséggel).
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13. Tablazat: Az rs4844880-as polimorfizmus és a csontanyagcsere osszefiiggése

postmenopausalis osteoporoticus nékben

Paraméterek rs4844880-t hordozok | rs4844880-t nem | p érték
(n=37) hordozok
(n=117)
Atlagéletkor R4 68,9 +7,6 69,2 + 8,4 0
BMI, kg/m2 243+ 84 229+93 0,67
Szérum osteocalcin, ng/ml 36,9+ 8.9 32,6 14,5 0,018*
[S-crosslaps, ng/ml 0,37 £0,56 0,57 +0,25 0,013*
L1-4 BMD, g/cm2 0,78 £ 0,12 0,77 £ 0,17 0,96
T-score 248 £1,11 -2,32+1,17 0,77
Z-score -0,57 £ 1,13 -0,67 £ 1,08 0,88
Femurnyak | BMD, g/cm2 0,63 +0,15 0,6 +0,13 0,05
T-score -1,82 +1,08 -2,37+0,9 0,004*
Z-score -0,04 + 0,99 -0,58 +£ 0,77 0,001*

Atlag+SD; * p < 0.05 Student féle T-proba vagy Mann-Whitney U-teszt.

8.4.1.2. Az rs4844880 és az rs12086634 SNP-k osszefiiggése a csontdenzitas
és a csontanyagcsere szérum markereivel hormonalisan inaktiv mel-
lékvesekéreg adenomas nékben
Az altalam vizsgalt hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas nékben az
rs4844880-as SNP allélfrekvenciaja nem tért el 1ényegesen az irodalomban fellelhetd
nemzetkozi adatoktol, illetve a hazai postmenopausalis nékben tapasztaltaktol (14.
Tablazat). Mind az rs4844880 mind pedig az rs12086634 polimorfizmus Hardy-
Weinberg egyensulyban volt mindkét csoportban.

14, Tablazat: A vizsgalt SNP-k allélfrekvenciaja NFAA-ban

Allélfrekvencia (polimorf allél)
. Nemzetkozi adat o
Saje(t;c1 Eg‘;e)gek (HapMap release 27) Postme(nno_pfgfsellls nok
Polimorfizmus - (n=224) -
rs4844880 0,12 0,16 0,136
rs12086634 0,19 0,25 0,175
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Az 1s12086634 polimorf allél eléforduldsa a kétoldali adenomaban szenveddk
korében szignifikansan alacsonyabb volt, mint az egyoldali adenomas betegekben (0,27

vs 0,06; p=0,0065).

A polimorf (minor) allélt hordozo6 genotipus szignifikansan jobb lumbalis BMD,
T-score és femurnyak Z-score csontparaméterekkel jar egyiitt (7. abra és 15. Tablazat),

amely Gsszefiiggés a korra és a BMI-re adjusztalva is szignifikans marad.

1 1
.
1,00 1 I
.
.
L1-4 Z-score
0,50 4 * I
1
L1-4 T-score Femurnyak T-score

0,00

L1-4 BMD Femurnyak BMD Femurnyak Z-score
-0,50 A l l

-1,00 A 1

-1,50 o

l D rs4844880 carriers

DO rs4844880 non-carriers

-2,00 -

7. abra: Az rs4844880-as polimorfizmus hatiasa a csontanyagcserére hormonalisan

inaktiv mellékvesekéreg adenomas nébetegekben
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15. Tablazat: Az rs4844880-as polimorfizmus és a hormonalisan inaktiv mellékve-
sekéreg adenomas nékben mért hormon laboratériumi és a csontanyagcsere jel-
lemzésére hasznalt markerek kozotti 6sszefiiggések

rs4844880-t rs4844880-t nem hor-
hordozok dozok
Paraméterek (n=17) (n=54) p érték
Atlagéletkor ,év 56,82+2,12 58,78+1,47 0,490
BMI, kg/m2 31+1,38 28,26+1,09 0,139
Kortizon, ug/dl 2,35+0,12 2,51+0,11 0,517
Kortizol, ug/dl 10,34+0,87 11,94+0,52 0,135
Szérum osteocalcin, ng/ml 27+3,79 25,384+4,5 0,803
p-crosslaps, ng/ml 0,49+0,08 0,48+0,06 0,899
L1-4 BMD, g/cm2 1,04+0,03 0,90+0,03 0,011*
T-score -0,4+0,29 -1,5140,28 0,023*
Z-score 0,33+0,25 -0,4+0,23 0,067
Femurnyak |BMD, g/cm2 0,81+0,03 0,73+0,03 0,167
T-score -0,06+0,26 -0,79+0,25 0, 106
Z-score 0,83+0,24 0,17+0,19 0,037*

Atlag+SD; * p < 0.05 Student féle T-proba vagy Mann-Whitney U-teszt.

8.4.2. Az rs12086634-as polimorfizmus hatasa a csontanyagcserére hormo-
nalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas nébetegekben
Az 1512086634 polimorfizmust hordozok szignifikdnsan magasabb lumbalis
BMD, T- és Z-score és femurnyak T- és Z-score értékekkel rendelkeztek a nem hordo-
zOkhoz képest (8. abra és 16. Tablazat). Az Gsszefliggés korra és BMI-re torténd ad-

jusztalas utan is szignifikdns maradt.

71



0,50 A1

0,00

DOI: 10.14753/SE.2013.1895

M—=— 1 1
* ) * (
1 1
L1-4 Z-score
Femurnyak T-score
* (
1
L1-4 T-score
|

-0,50 1

-1,00 A

-1,50 A

-2,00 1

-2,50 -

L1-4 BMD

Femurnyak BMD

Femurnyak Z-score

D rs12086634 carriers

O rs12086634 non-carriers

8. abra: Az rs12086634-es polimorfizmus hatasa a csontanyagcserére hormonali-
san inaktiv mellékvesekéreg adenomas nobetegekben

16. Tablazat: Az rs12086634-es polimorfizmus és a hormonalisan inaktiv mellékve-

sekéreg adenomas nékben mért hormon laboratériumi és a csontanyagcsere jel-

lemzésére hasznalt markerek kozotti osszefiiggések

rs12086634-t rs12086634-t nem
hordozok hordozok

Paraméter (n=26) (n=45) p érték
Atlagéletkor ,év 54,72+1,71 60,37+1,58 0,067
BMI, kg/m2 30,10+1,33 28,64+1,17 0,627
Kortizon, ug/dl 2,47+0,21 2,49+0,11 0,926
Kortizol, ug/dl 11,34+0,94 11,68+0,47 0,454
Szérum osteocalcin, 22.41+£2,63 29.81+6,00 0,126

B-crosslaps, 0,42+0,05 0,53+0,09 0,281
L1-4 BMD, g/cm2 1,03+0,03 0,87+0,03 0,006*

T-score -0,36+0,31 -1,88+0,25 0,002*

Z-score 0,31+£0,26 -0,6+0,23 0,041*
Femurnyak |BMD, g/cm2 0,79+0,05 0,72+0,02 0,230

T-score 0,14+0,31 -1,21+0,16 0,001*

Z-score 0,79+0,28 -0,02+0,13 0,002*

Atlag+SD; * p < 0.05 Student féle T-proba vagy Mann-Whitney U-teszt.
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A fenti osszefliggések még kifejezettebbek az rs4844880 és rs12086634 egyiittes

el6fordulasa esetén (17. Tablazat).

17. Tablazat: Az rs4844880 és rs12086634 egyiittes elofordulasanak hatasa az

ACTH stimulalt kortizolra és a csontsiiriiségre hormonalisan inaktiv mellékvese-

kéreg adenomaban

rs4844880 és
rs12086634 kettos
hordozok Nem hordozok

Paraméterek (n=9) (n=38) p érték
ACTH-teszt utani kortizol,
ug/d| 67,7£27 46,6121 0,075
L1-4 BMD. a/cm2 1.06 0.84 0.0004*

T-score -0.02 -2.0 0.0004*

Z-score 0.686 -0.64 0.009*
Femurnyak |BMD. a/cm?2 0.83 0.72 0.034*

T-score 0.222 -1.24 0.0003*

Z-score 1.01 -0.07 0.002*

Atlag+SD; * p < 0.05 Student féle T-proba vagy Mann-Whitney U-teszt.

A polimorfizmusokat hordozdk korében alacsonyabb volt az osteoporosis eld-

fordulasi gyakorisaga a nem hordozokhoz képest (18. Tablazat). Az rs12086634-es

polimorfizmust hordozok korében szignifikdnsan ritkabban fordult eld hyperlipidaemia

a nem hordozokhoz képest (18. Tablazat).

18. Tablazat: A vizsgalt hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas nék

tarsbetegségei
Betegségek rs12086634-t | rs12086634-t | rs4844880-t | rs4844880-t nem
elofordulasi hordozok nem hordozok | hordozok hordozék
gyakorisdga
Hypertonia 71.43% 77.42% 85.71% 71.05%
2-es tipusu diabe- 50% 45.45% 50% 46.15%
tes mellitus
Obesitas 41.6% 63.4% 78.51% 70.37%
Hyperlipidaemia 35.7% 80%* 42.85% 58.82%
Osteoporosis 4,7% 30,4 %* 0% 26,6 %*
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Vizsgéalatunk nem tart fel semmilyen Osszefiiggést a polimorfizmus(ok) hordo-
zasa illetve a hypertonia, a 2-es tipusu diabetes mellitus eléforduldsa, a BMI értéke

valamint a  szérum  hormonkoncentraciéjanak  vagy a  csontanyagcsere

szérummarkereinek alakulasa k6zott (16. Tablazat és 18. Tablazat).

8.5. Az rs4844880 funkcionadlis kovetkezményei

Az rs4844880 polimorfizmus funkcionalis hatasardl ez idaig semmiféle adat
nem allt rendelkezésre, cellularis mechanizmusat Korabban még nem vizsgaltak. Mivel
ez az SNP a promoter régioban helyezkedik el, azt feltételeztem, hogy hatdsat a génat-
iras, a transzkripcio szintjén fejti ki. Munkdm soran ennek a vizsgalatdhoz beallitottam
egy transzkripcios aktivitas mérést. A vizsgalni kivant génszakasz transzkripcios aktivi-
tasat in vitro riporter rendszerben végeztem el. A polimorfizmust hordozd promoter
szakaszt egy expresszios vektorba klonoztam oly moédon, hogy az végsé formajaban egy
mogotte elhelyezkedd riporter-gént, esetiinkben luciferazt hajtson meg, majd a keletke-
z0 fehérje aktivitasat (esetiinkben fluoreszcencia) mérve abbol kovetkeztethetiink a

transzkripcid hatékonysagara.

8.5.1. Luciferaz riporter vektor konstrukcio

A HSD11B1 gén start kodonjahoz képest az rs4844880-as polimorfizmus -7372
bazisnyira talalhato, ennek a teljes szakasznak a bakterialis vektorba valo ligalasa tech-
nikai okok miatt nem megvaldsithato, a szakasz tulsagosan hosszl lenne ehhez. Ezért az
rs4844880 vizsgalatahoz a transzkripcids iniciacios helyet, illetve a polimorfizmust is

tartalmazo génrészletet kiilon kellett a plazmid konstruktokba klonoznom.
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9. abra: A hasznalt pGL3 vektorok szerkezete

A gyartotol szarmazo plazmidok elére tartalmaztak a replikéacios origét (ori), a
luciferaz génjének cDNS-ét, a polyA szignalokat és tobb eldre tervezett restrikciods
hasitasi helyet, melyek a konstrukt bejuttatasahoz kellenek (9. abra). A vizsgalatokhoz
3 kiilonb6z6 plazmid konstrukcidt készitettem: HSD11B1-control, HSD11B1-W (vad
tipust) és HSD11B1-M (mutans). Az els6 plazmid, a HSD11B1-kontroll egy 1478
bazispar hosszu részt tartalmaz a HSD11B1 promoter proximalis részébdl a gén start
kodonjatol 5' irdnyba, és igy tobbek kozott tartalmazza a gén transzkripcios iniciacios
helyét. Ehhez a szakaszhoz PCR primereket terveztem, majd azok segitségével a kérdé-
ses génszakaszt egy egészséges kontroll egyén genomialis DNS-éb6l nyertem. A prime-
rek ugy lettek tervezve, hogy a forward primer Xmal restrikcios helyet tartalmaz a 3’
helyen, a reverz primer Ncol restrikcios helyet tartalmaz a primer 5’ végén a plazmidba

vald iranyitott beillesztéshez.

A transzkripcios iniciaciés helyet tartalmazo HSD11B1-control konstrukthoz (-
1472—+6 bazispar, bp) egy 851 bazispar hosszli, a HSD11B1 gén (-7820 — -6969) szaka-
szat tartalmazo promoter-téredéket ligaltam, amely az rs4844880 SNP-t (-7372bp)
tartalmazta. A forrasként felhasznalt DNS-ek olyan betegekt6l szarmaztak, akik homo-
zigb6ta formaban hordozzak a vad tipusu illetve a polimorf allélt. A genotipusokat direkt
DNS szekvenalassal is megerdsitettem. A primereket ugy terveztem, hogy a PCR ter-
mék Xmal restrikcios helyet tartalmaz az 5° és Kpnl hasitasi helyet a 3° végén a vektor-
ba valo irdnyitott beillesztéshez. Attol fiiggden, hogy a kérdéses szakaszt vad tipusu
vagy polimorf rs4844880-régiot hordozd betegbdl nyertem, a 1étrehozott plazmidok is
vagy a vad tipusa (HSD11B1-W) vagy a polimorf rs4844880-t (HSD11B1-M) tartal-
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maztak (9. abra). Az Osszes altalam hasznalt plazmidot direkt DNS szekvenalassal

ellendriztem a felhasznalas el6tt.

8.5.2. Az rs4844880 polimorfizmus hatasa a HSD11B1 gén promoter aktivi-
tasara
Az rs4844880-as polimorfizmust in vitro heterolog expresszios rendszerben

vizsgaltam: az altalam gyartott haromféle plazmid konstrukcioval tranziensen

transzfektaltam human sejteket, majd mértem azok luciferaz-aktivitasat.

Mind a HSD11B1-rs4844880W ¢és —M plazmid konstrukcio szignifikansan ala-
csonyabb luciferaz aktivitast mutatott a HSD11B1-control konstrukciohoz képest (10.
abra). Ez az eredmény azt sugallja, hogy ennek a 851bp hosszu szekvencianak, amely -

7820 és -6969 bazisparnyira van a start kodontol potencialisan represszor szerepe lehet

crer

A HSD11B1-rs4844880M plazmid luciferdz aktivitdsa szignifikdnsan alacso-
nyabb volt a vad tipust (HSD11B1-rs4844880W) plazmid konstrukcidhoz képest, ami a

polimorfizmus géntranszkripciora kifejtett gatlo hatasara utal.
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10. abra: A HSD11B1 start kodont tartalmazé HSD11B1-control, valamint az ezen
feliil az rs4844880 vad tipusat hordozé6 HSD11B1-rs4844880W, illetve a mutans
allélt hordozé HSDI11B1-rs4844880M konstrukciok hatasa a luciferaz
expressziojara in vitro
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9. Megbeszélés

A gliikokortikoidok direkt modon csokkentik a csont allomanyat. Ezt a hatast
tobb utvonalon keresztiil érvényesitik: fokozzak az osteoblastok apoptozisat és csokken-
tik az inzulinszeri novekedési faktor 1 (IGF-1) szintjét [242]; stimulaljak a
csontreszorpcidt az osteoclastokon keresztiil [187], gatoljak a kalcium bélbol valo fel-
szivodasat és a gonadok szteroidszintézisét is [243]. Ezeknek a hatasoknak az ereddje-
ként az endogen hiperkortizolizmusban szenved? és szteroid kezelésben részesiilé bete-

gekben csokken a csont asvanyianyag-tartalma.

A csontok gliikokortikoidokra bekovetkezd 113-HSD1 altal medialt érzékenysé-
gét nagyban befolydsolja az adott csont anatomiai lokalizdcidja. Az egyes anatdomiai
helyekben eltérd a 11B-HSDI1 expresszidja, a felszin/térfogat arany kiilonbozd, a
turnover sebessége mas, kiilonb6zo a corticalis és trabecularis csont aranya és masok az
egyes helyek terhelésbeli eltérései (hajlitas vagy Osszenyomas) [244, 245]. A Kortizon
csokkent kortizolla alakuldsa hatassal lehet a helyi RANKL/OPG aranyra, ezaltal meg-

novekedhet a csont turnover.

A gliikokortikoidok fizioldgiai hatasait lokalisan a 11B-HSD1 enzim szabalyoz-
za, amely szovet-specifikus modon irdnyitja a folyamatot, azaltal hogy hatdsara az
inaktiv kortizonbol aktiv kortizol keletkezik [9]. A 11B-HSD1 enzim kddolasaért felelés
hozhatok kiilonb6z6é metabolikus paraméterekkel illetve a metabolikus szindroma egyes
(kor)allapotaival, mint a BMI, az inzulin rezisztencia, a 2-es tipust diabetes mellitus, a
hypertonia vagy az elhizas. Ezek koziil az elhizas, a hypertonia, a diabetes, valamint az
osteopénia és a csontritkulas gyakran tarsul hiperkortizolizmushoz. Ugyanakkor ismert,

crer

Is 0sszefliggésbe hozhatoak a csontanyagcsere valtozasaival [142, 148].

A HSD11B1 gén polimorfizmusai koziil a leggyakrabban a 3-as intronban talal-
haté 83557insA-t és rs12086634-t illetve a proximalis promoterben elhelyezkedd
rs846910-t és rs846911-t vizsgaltak. In vitro kisérletekkel igazoltak, hogy az rs8§46910-
nek valoszintlileg nincs hatdsa a HSD11B1 gén promoter aktivitasara, mikozben az

rs13306421-as variacié esetében sikeriilt kimutatni fokozott 11p-HSD1 enzim
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expressziot [246]. Ezek az eredmények azt sugalljadk, hogy a HSD11B1 gén
promoterében talalhatd polimorfizmusok hatassal lehetnek a 11B-HSD1 enzim aktivita-
sara in vivo. Az 83557insA polimorfizmust tobb munkacsoport, koztiik a mi csoportunk
is vizsgalta [145, 247]. Vizsgalataink soran az endogen hiperkortizolizmusban szenved6
betegekben a polimorfizmust hordozok korében szignifikdnsan magasabb plazma
osteocalcin szintet mértiink a nem hordozokhoz képest, de az SNP hordozésa és a csont

asvanyianyag-tartalma kozott nem tudtunk osszefiiggést igazolni [142].

A genotipus-fenotipus Osszefliggések feltarasat célzd vizsgalatok legfontosabb
korlatozd tényezdje az esetszdm, a vizsgalt betegcsoportok megfeleld kivalasztasa
illetve polimorfizmusok esetén a minor, polimorf allél el6fordulasi gyakorisaga lehet.
Béarmelyik nem megfeleld alakuldsa az egész vizsgalat sikertelenségét, illetve hibas
kovetkeztetések levondsat eredményezheti. Ezért kulcsfontossagu a megfeleléen nagy
esetszamu vizsgalati csoport, a polimorfizmusok gyakorisaga alapjan a vizsgalat predik-

tiv értékének helyes felmérése és értelmezése.

Munkank soran ezért szisztematikusan tanulmanyoztuk a HSD11B1 gén
proximalis 38 kb-nyi szakaszat, tagging SNP-k utan kutatva. A polimorfizmusok minor
allél frekvenciaja alapjan online elérheté adatbazis (HapMap) segitségével kivalasztot-
tuk és csokkentettiik a vizsgalni kivant SNP-k szamat. Nagyon alacsony incidencia
esetén ugyanis kifejezetten nagy vizsgalati csoportra lenne sziikség a helyes kovetkezte-
tések levonasahoz. Az éltalunk a vizsgalatba bevonhatd populdcié mérete azonban ezt
nem tette lehetdvé, ezért inkabb korlatoztuk a vizsgalatainkat olyan polimorfizmusokra,
amelyek allélgyakorisaga alapjan kelléen nagy szamban fordulnak majd el a mi vizs-
galati csoportunkban, hogy abbol kovetkeztetéseket vonhassunk le. Ezaltal 10 polimor-
fizmus tovabbi elemzését végeztiik egy kozepesen nagy, egészséges magyar nékbol allo

csoportban. Ezek az el6zetes eredmények biztatoak voltak az rs4844880 SNP esetében.

Korabbi irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy a HSD11B1 gén polimorfizmusai ¢és
azok csontmetabolizmusra kifejtett hatasa kozott sokkal erésebb Osszefliggéseket talal-
tak postmenopausalis nokben [148]. Az azt megel6zé idoben a magas szexualis hor-
mon-szint elfedheti a 113-HSD1 funkci6 valtazasa miatt bekovetkezd, aranyaiban sze-
rényebb mértékii eltérést. Ezzel ellentétben manifeszt csontanyagcsere-zavarok esetén,

igy pl. postmenopausalis osteoporosisban, vagy olyan ,,endokrin” betegségben, amely a
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11B-HSD1 enzim miikddésével jol ismerten kapcsolatba hozhato, ezek a kiilonbségek
akar még kifejezettebbek is lehetnek. Ezért a HSD11B1 gén rs4844880 polimorfizmu-
sanak vizsgalatat egy részrol korlatoztuk az egészséges csoport postmenopausalis tagjai-
ra, ugyanakkor kiterjesztettiik csontritkulasban szenvedd valamint hormonélisan inaktiv

mellékvesekéreg adenomas nokre is.

Vizsgalataim soran szignifikdns osszefliggést taldltam a BMD, a femurnyak T és
Z-score értékei, a csont turnover biokémiai markerei és a polimorfizmus hordozasa
kozott. Postmenopausalis ndkben tett megfigyelésem parhuzamba vonhato illetve kiter-
jeszti Hwang és munkatarsai eredményeit, igazolva azt, hogy a HSD11B1 gén polimor-
fizmusai elore vetithetik a csontstriiség és a torési kockazat alakulasat egészséges
postmenopausalis nékben [148]. Eredményeim ugyanakkor ezeket kiegészitik azzal,
hogy csontritkulas esetén a polimorfizmus hordozasa betegség lefolyasat enyhitheti,
valamint a normalisnal magasabb csontritkulas-riziéval jaré hormonalisan inaktiv mel-

1ékvesekéreg adenomas nébetegekben a magasabb rizikot csokkenthetik.

Szamos példaval igazolhato, hogy a gének promoterében talalhatdé polimorfiz-
musok hatasai a csont metabolizmusra csak postmenopausalis allapotban tudnak érvé-
nyesiilni. Tobbek k6zott az 6sztrogén receptor promoter T-1213C SNP-je noveli a torési
kockazatot fliggetleniil a BMD értékeitdl [248], az rs755622 polimorf C allélja, amely a
makrofag migration inhibitory factor gén (MIF) promoterében talalhato, fokozott csont-
vesztési kockazattal jar [249]. A tumor necrosis factor csalad 11-es tagjanak (TNFSF11)
promoterében talalhato 290C > T, 643C > T és 693G > C polimorfizmusokat dsszefiig-
gésbe hoztak magasabb lumbalis BMD értékekkel [250], és a COL1AL gén 5’ régioja-
nak 1997G/T, 1663IndelT és +1245G/T polimorfizmusai korrelaltak a csokkent csont-
stiriség értékekkel [251].

Korabbi vizsgalataink és egyéb irodalmi adatok alapjan a hormonalisan inaktiv
mellékvesekéreg adenomas betegekben gyakrabban fordul elé diabetes mellitus,
hypertonia, elhizas és emelkedett szérum lipidszint [196, 197, 213, 225]. Feltételezhetd,
hogy a hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenoma és a szubklinikus Cushing-
szindroma fokozott csontritkulasi rizikoval jar egyiitt [236, 252-260], bar ezzel a megfi-
gyeléssel nem mindegyik tanulmany ért egyet [197, 261, 262]. PhD munkam soran

tanulmanyoztam két funkcionalisan aktiv HSD11B1 polimorfizmus klinikai-, hormona-
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lis- és a csontanyagcserére kifejtett hatdsait hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg
adenomas noékben. Az altalam vizsgalt SNP-k allélgyakorisdga a vizsgalt NFAA-S
betegcsoportunkban nem tért el szignifikansan a HapMap adatbazisban talalhatdo nem-
zetkozi adatoktol. Hasonlo allélgyakorisagot mértem korabban egészséges kontrollok-
ban (10. Tablazat) és postmenopausalis nékben is (14. Tablazat). Ezek az eredmények
azt sugalljak, hogy ezek a polimorfizmusok nem hajlamositanak mellékvese adenoma
kialakulasara, bar az rs12086634 SNP csokkent elofordulasa kétoldali adenomas bete-
gekben felvetheti a 11B-HSD1 enzim szerepét a mellékvese adenoma kialakulasaban.
Ezen betegség genetikai hattere mindezidaig kevéssé ismert. Szamos genetikai faktor,
tobbek kozott monogénes Oroklédésti betegségek (Congenital adrenal hyperplasia,
Carney complex, Multiplex Endokrin Neoplasia 1-es tipusa, Familiaris Conn-
szindréma) [205, 206, 263, 264] és kiilonbozé SNP-k (GR és GNB3, C4B, NOS3, ACE,
TNF, TGFB1 gének) [265-268] szerepét sikeriilt igazolni az adenomak

pathomechanizmusanak hatterében.

A hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas betegek altalaban tiinet- és
panaszmentes allapotban végzett képalkotd vizsgélatok mellékleleteként keriilnek diag-
nosztizalasra. A betegek tobbségében nem taldlunk emelkedett kortizol szinteket, de egy
résziiknél igazolhato a szubklinikus Cushing-szindroma, amely enyhe hormoneltéréssel
jar (dexamethason teszt hatasara nem kell6en szuprimalt kortizolszint vagy a kortizol
diurnalis ritmusanak eltiinése jellemz6) [198, 209, 213, 229, 269]. A kortizol ritmusa-
nak a megvaltozasa felveti a lehetdségét annak, hogy a 11B-HSD1 enzim mikodése
illetve ez altal a génjének polimorfizmusai befolyassal lehetnek a betegség klinikai
Cushing-szindroma fokozott csontritkulasi rizikoval jarhatnak egyiitt, amely fokozot-

tabban jelentkezhet postmenopausalis korban [236, 252-260].

Munkam soran kimutattam, hogy az rs4844880-as polimorfizmus hordozasa
ndkben jobb csontsiirliség értékekkel jar egyiitt, amely sokkal kifejezettebbé valik a
postmenopausalis idészakban illetve osteoporosisban. Az altalunk vizsgalt hormonali-
san inaktiv mellékvesekéreg adenomas nébetegek tobbsége szintén a postmenopausalis
kategoriaba sorolhatod, amely a fentiek alapjan prediszponélja az rs4844880 esetleges
hatasainak kifejezettebb megjelenését. Eredményeink azt mutattak, hogy a polimorfiz-

must hordozok korében szignifikansan jobbak a csontstiriség értékek. Az rs4844880
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allélgyakorisaga alacsonyabb volt az altalunk vizsgalt betegekben, de nem tért el szigni-
fikansan a nemzetko6zi adatbazisokban fellelhet6tol, illetve a mi kontrolljainkban kapott
értékektdl. Ez tovabb erdsiti egyrészt az altalunk kapott eredmények nemzetkozi popu-
laciokra valo érvényességét, masrészt lehetdéveé teszi, hogy a nemzetkzi populaciokon
végzett vizsgalatok, statisztikai elemzések eredményeit a magyar lakossagra is alkal-

mazhassuk.

Munkam masik fontos eredménye az rs12086634-es polimorfizmushoz kapcso-
16dik. Ez a polimorfizmus 100%-an kapcsolt a HSD11B1 gén 3-as intronjaban talalhato
tik a mi munkacsoportunk is Cushing-szindromas betegekben [142]. Munkam soran
igazoltam, hogy az rs12086634 hordozasa is jobb csontparaméterekkel jar egyiitt hor-
monalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas betegekben. Ez az Osszefiiggés egybe-
hangzo a kiillonboz6 betecsoportokban és egészségesekben altalunk és masok altal is
leirt korabbi megfigyelésekkel [142, 148, 270]. Jelen vizsgalatunk alapjan felmeriil,
hogy ezek a polimorfizmusok a csokkent 11B-HSD1 enzimaktivitds altal mellékvese
adenomaban szenvedé betegben osteoprotektivek lehetnek, védenek az osteoporosis
illetve -penia kialakulasatol. Ez a hatas azonban nem mutatkozik meg a csontanyagcsere
szérummarkereinek valtozasaban, amely arra utal, hogy a létrejovo kedvezd hatas ha-
sonld mértékben érinti mind az osteoblast, mind az osteoclast sejteket. Ugyanakkor

ennek a polimorfizmusnak a hatasa manifeszt hiperkortizolizmusban elttinik [142].

A genotipus-fenotipus 0sszefliggések megerdsitéséhez, a kapcsolatok miként;jé-
hez elengedhetetlen a funkcionalis vizsgalatok végzése. Munkam soran beazonositottam
egy olyan SNP-t (rs4844880), amely a kedvez6 csontsiiriiséggel mutatott dsszefliggést
egészséges postmenopausalis, osteoporoticus és mellékvesekéreg adenomas betegekben.
Az SNP hatdsmechanizmuséar6l azonban nem allt rendelkezésre semmiféle adat. Mun-
kam fontos része volt kimutatni ennek a promoter SNP-nek a géntranszkripciora gyako-
rolt hatasat. Ahhoz, hogy igazoljam az rs4844880 potencialis szerepét a géntranszkrip-
cidban in vitro kisérleteket végeztem. Korabban HeLa és HEK-293 sejtvonalakat hasz-
naltak mind a HSD11B1 mind pedig egyéb gének in vitro funkcionalis vizsgalatdhoz
[133, 250, 271]. Endogén moddon egyik sejtvonal sem tartalmazza a HSD11B1 gént,
tehat a genomikus és a plazmiddal bejuttatott ,,riporter” promoter semmilyen formaban

sem interferalhat egymassal, illetve teljes mértékben kizarhaté az endogén 11B-HSD1
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enzim barmiféle visszacsatolasa a sajat termelédésére. Ez az irodalomban bevett mod-
szer jellegénél fogva inkdbb a megfigyelt hatdsok felerdsitését hordozza magéaban,
ugyanakkor tisztabb formaban figyelhetok meg a promoter egyes jol koriilhatarolt régio-
janak funkciéi. A csontmikodés szempontjabol kozvetlenebb informaciot nyerhettiink
volna valamilyen csont eredetli sejtvonal hasznélataval. A leggyakrabban erre a célra
hasznalt MG63 osteosarcoma [272] és az SV-HFO emberi osteoclast [273] vonal azon-
ban endogén modon tartalmazza a HSD11B1 gént, ezaltal elfedhetik az altalunk vizs-
galni kivant hatast [108, 109, 274]. Ennck az allélnak a funkcionalis vizsgalataval két
fontos dolgot sikeriilt megallapitanom: 1) a gén 5’ irdnyaban talalhato -7820 és -6969
nukleotid kozé esd teriilete nagy valdszinliséggel transzkripcios represszor régiot tar-
talmaz, 2) az rs4844880-as polimorfizmus mutans alléljanak nagyobb a transzkripciot
gatld hatasa, mint a vad allélnak. Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy ez a poli-
morfizmus csokkenti a 11B-HSD1 enzim expressziojat és ezaltal aktivitasat is, amely a
periféridan csokkent kortizol hatdst eredményezhet. Ez lehet a magyaradzata az SNP-t
hordoz6 postmenopausalis egészséges ¢és osteoporotikus nékben mért nagyobb csontsii-

riség értékeknek.

A gliikokortikoidok a HSD11B1 gén -196 és -88 bp-ja kozott, a transzkripciods
iniciaciés helyhez képest disztalisan elhelyezkedd gliikokortikoid responsive element
(GRE) altal novelik a 11B-HSD1 enzim expressziojat szamos sejtvonalban [275-278],
tobbek kozott emberi adipocyta [279] és preadipocyta [280] sejtvonalakban. A 11p-
HSD1 enzim a csontsejtekben hozzajarul az osteoblast és osteoclast differenciaciohoz
[109, 244, 273]. Eredményeink igazoltak a kapcsolatot az rs4844880-as polimorfizmus,
a csont BMD ¢és a csontmarkerek kedvezd szérum szintje kozott. A gének promoter
régioja sejttipustol és a sejtek mikrokornyezetétl fiiggben hat a transzkripciora, tehat a
polimorfizmus transzkripcidt gatld hatdsanak attételes megjelenése a csontanyagcseré-
ben kozvetett bizonyitékkeént szolgal arra nézve, hogy emberi csontban az SNP koriili

génszakasz valamilyen formaban aktiv.

Osszefoglalasképpen elmondhaté, hogy az rs4844880-as polimorfizmus ssze-
fligg a magasabb csontsliriség értékekkel egészséges és postmenopausalis nékben. Az
in vitro funkcionalis vizsgalatok igazoltak a polimorf allél nagyobb represszor aktivita-
sat, ez az eredmény azt sugallja, hogy a polimorfizmus ezt a jotékony hatasat azon

keresztiil éri el, hogy csokkenti a 113-HSD1 enzim expresszidjat a csontszdvetben.
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10. Kovetkeztetések

. A HSD11B1 proximalis 38 kilobazisnyi teriiletén 1évo tagging SNP-k allélfrek-
vencidja egészséges magyar nok kdrében megegyezik a nemzetk6zi populaciok-

ban leirtakkal.

. Egészséges magyar nékben az rs4844880 és az rs3753519 tagging SNP-kkel jel-

lemezhet6 haplotipusokban szignifikansan jobbak a csontstirtiség értékek.

Postmenopausalis egészséges ndkben az rs4844880 polimorfizmus jelenléte

szignifikansan jobb csont L1-4 BMD, Z-score és T-score értékekkel jart egyiitt.

Postmenopausalis osteoporosisban az rs4844880 hordozokban jobb a femurnyak
T- és Z-score illetve magasabb a szérum osteocalcin és alacsonyabb a -

crosslaps szintje.

. Hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas nékben az rs4844880-as és az
rs12086634-es polimorfizmusok esetében is szignifikdnsan magasabb a csont

asvanyianyag-tartalom.

. A HSD11B1 -7820 ¢és -6969 bp kozotti szakasza egy transzkripcids represszor

régiot tartalmaz.

. Az rs4844880-as valtozat polimorf formajanak nagyobb a transzkripciot gatld

hatasa mint a vad tipusnak.
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11.Osszefoglalas

A gliikokortikoidok szabalyozzak a szénhidrat, aminosav anyagcserét, modulal-
jak az immunrendszer miikddését €s a stresszhez kapcsolddod folyamatokat. A
glitkokortikoidok szoveti szintli szabalyozé folyamatainak kulcsenzimei a sejtek
endoplazmatikus retikulumaban elhelyezkedd 11p-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 1-es és
2-¢s tipusa (11B-HSD1, 2), melyek az inaktiv kortizon és az aktiv kortizol k6zotti atala-
kulast katalizaljak; a 11B-HSDI1 elsOsorban az aktivalasban jatszik szerepet. Ez az en-
zim fOként a majban, gonddokban, zsirszévetben illetve az agyban, csontban fejezddik

ki. Génje, a HSD11B1 az 1-es kromoszoman helyezkedik el.

Szamos gliikokortikoidokkal dsszefiiggésbe hozhat6 betegség hatterében nem a
kozponti hypothalamus-hypophysis-mellékvese tengely zavara all, hanem a 11B-HSD1
mukodésének megvaltozasa, amely a szoveti szintli szabalyozas felboritasaval 0ssz-
szervezeti hormontalsuly nélkiil alakitja ki a jellegzetes elvaltozasokat. Az enzim mi-
kodésében bekovetkezd valtozasok gyakran genetikai okokra, az enzim génjét, a

HSD11B1-t érintd genetikai valtozatok hatasara vezethetdk vissza.

PhD munkamban azonositottam, majd in vivo és in vitro funkcié szempontjabol
elemeztem a HSD11B1 proximalis szakaszanak polimorfizmusait egészséges,

osteoporoticus és hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg-adenomas nébetegekben.

In silico médszerekkel a HSD11B1 proximalis 38 kilobazisnyi teriiletén 64
SNP-t azonositottam, majd tovabbi vizsgalataim céljabol ennek a génszakasznak a
tagging SNP-it elemeztem. A vizsgalt tagging SNP-k allélfrekvenciaja egészséges

magyar nok korében megegyezik a nemzetkdzi populaciokban tapasztaltakkal.

Egészséges magyar n6kben az rs4844880 és az rs3753519 tagging SNP-kkel jel-

lemezhetd haplotipusokban szignifikdnsan jobbak a csontsiirliség értékek.

Postmenopausalis egészséges ndkben az rs4844880 polimorfizmus jelenléte
szignifikansan jobb csont L1-4 BMD, Z-score ¢s T-score értékekkel jar egyiitt.
Postmenopausalis osteoporosisban a hordozokban kedvezébb a femurnyak T- és Z-

score illetve magasabb a szérum osteocalcin és alacsonyabb a B-crosslaps szintje.
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Hormonalisan inaktiv mellékvesekéreg adenomas nokben az rs4844880-as ¢és az
rs12086634-es polimorfizmusok esetében is szignifikdnsan jobb/magasabb a csont

asvanyianyag-tartalom.

A HSD11B1 -7820 és -6969 bp kozotti szakasza egy transzkripcios represszor
régiot tartalmaz, melynek aktivitasat az rs4844880-as valtozat fokozza, azaz a transz-

kripcidt jobban gatolja, mint a vad tipus.

Jelen munkam is aldhtizza a 11B-HSDI1 enzim illetve annak génje, a HSD11B1

kiemelt szerepét a kiilonféle gliikokortikoid-fliggd betegségek, igy az osteoporosis

crer

enzimmukodés gatlasan keresztiil osteoprotectiv hatast fejt ki, bizonyitva ezzel azon
elképzelés 1étjogosultsagat, hogy 11B8-HSDI1 enzimgatlok jotékony hatastiak lehetnek a

csontritkulas megeldzésében és kezelésében.
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12.Summary

Glucocorticoids play a key role in many of the human body’s processes includ-
ing but not limited to various metabolic features, immune processes and bone turnover.
Their function is regulated at at least two different levels. General, body-wide regulation
Is organized by the hypothalamic-pituitary-adrenal axis setting the level of blood corti-
sol and cortisone. Another much poorer understood level of regulation happens in the
glucocorticoid target tissues. The key components of this mechanism are the 11p-
hydroxysteroid-dehydrogenase (11B-HSD1 & 2) isoenzymes, which convert the inactive
cortisone to the hormonally active cortisol (11B-HSD1) and vice versa (11B3-HSD2).
Alterations in 11B-HSD1 function may therefore lead to changes in glucocorticoid

effector responses without an apparent hypo- or hypercortisolism.

During my PhD thesis work | investigated the proximal region of the HSD11B1
gene searching for tagging SNPs to identify any connections between the genetic struc-
ture of the HSD11B1 promoter and the clinical and laboratory markers of a major glu-

cocorticoid target tissue, the bone.

The proximal 38 kb region of the HSD11B1 gene contains 10 tagging SNPs, of
which rs4844880 and rs3753519 showed significant association with bone density
parameters. The allele frequencies of all SNPs were the same in our Hungarian group as

in the Caucasian population found in online databases.

In postmenopausal healthy women the beneficial effect of rs4844880 is more
apparent; carriers of this SNP have significantly higher BMD, Z- and T-score in the L1-
4 region. Postmenopausal osteoporotic women also benefit from carrying the rs4844880
by having significantly better bone turnover as indicated by higher femur neck BMD, T-

score, Z-score, higher serum osteocalcin and lower serum B-crosslaps.

Rs4844880 is associated with better bone features (L1-4 BMD, T- and Z-score,
femur neck T- and Z-score) in women patients with non-functioning adrenal adenoma
(NFAA).

Another tagging SNP of HSD11B1, rs12086634 is in 100% linkage disequili-
brium with insA and is also associated with better bone turnover in NFAA.
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The region of rs4844880 proved to contain a functional repressor site, and the
mutant (polymorph) allele of rs4844880 acted as a stronger repressor than the wild type

allele.
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