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Abrak és tablazatok jegyzéke

Tablazat. Az eddig publikalt glukokortikoid rezisztenciaval jaro eseteknél észlelt
klinikai tiinetek illetve a korokoz6 mutaciok

Tablazat. A vizsgalt Addison koros betegek illetve egészséges kontroll csoportok
klinikai jellemzdi

Tablazat. A GR és HSD11B1 polimorfizmusok illetve az antropometriai,
laboratoriumi paraméterek €s a hormonpd6tld dozis kozotti Gsszefliggés vizsgalata
soran nyert p értékek egy utas ANOVA segitségével, Addison koéros betegekben
Tablazat. A vizsgalt GR és HSD11B1 polimorfizmusok genotipus megoszlasa és
allélgyakorisdga Addison koros betegekben és a kontroll csoportokban.
Tablazat. Az rs12086634 és rs4844880 polimorfizmusokat hordozd €és nem
hordoz6 Addison koros betegek klinikai paraméterei kozotti kiillonbségeket
reprezentald p értékek dexamethasont szed6 és nem szedd betegesoportokban
Tablazat. A vizsgalt GR és HSD11B1 polimorfizmusok genotipus megoszlasa és
allélgyakorisdga Addison kéros betegekben, dexamethasont szedd és nem szedd
alcsoportokban

Tablazat. Az rs4844880 polimorfizmus illetve a BMI, hydrocortisone ekvivalens
hormonpo6tld dozis €s csontsiirliség értékek kozotti dsszefliggést reprezentald p
értékek 50 év feletti és alatti, Addison koros betegcsoportokban

Tablazat. Glukokortikoid rezisztencidban szenvedd, 31 éves ndbeteg és

tiinetmentes testvére esetében mért laboratoriumi paraméterek
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Abra. Glukokortikoid vegyiiletek hatasmodja ( Glu: glukokortikoid; R: receptor;
CBG: kortikoszteroidkotd fehérje; GRE: glukokortikoid reszponziv elemek; Hsp:

héshock fehérje; DNS: dezoxiribonukleinsav; mMRNS: messenger ribonukleinsav)

Abra. A GR gén egyszerlsitett felépitése és leggyakoribb funkcionalis
polimorfizmusainak sematikus dbrazolasa a GR génben, az SNP-k elnevezései €s
az okozott valtozas fehérjeszinten

Abra. A 11-B-hidroxiszteroid dehidrogenédz enzim l-es és 2-es altipusainak
szerepe a kortizol-kortizon atalakulasban

Abra. Sémas abra a HSD11B1 gén szerkezetérél, a sziirke négyzetek (1-6) a
kodolo exonokat jelolik, a szamok pedig az exonok kdzotti intronok méretét.
Abra. Hiperpigmentacié Addison-kérban

Abra. A szérum kortizol szint cirkadian ritmusa egészségesekben (telt vonal) és
szérum kortizol koncentracié hormonpotlo terdpia sordn (szaggatott vonal)
Abra. A Bcll. polimorfizmus vizsgélata, allél-specifikus PCR reakciot kovetden
az eredmények gélektroforetikus értékelése: a marker mellett (1.0szlop) pozitiv
kontrollként egy homozigota mutans (GG) minta, mellette negativ kontrollként
egy homozigéta vad (AA) genotipusu minta lathat6. Mellette balrdl jobbra két
heterozigdta minta (AG) lathato, melyek esetében a vad és mutéans allélokat jel6l6
mindkét sav megtalalhat6. Ezt kovetden a felvitt mintak genotipusa: GG-AG-AA-
AG-AG-AA-AA-GG-AG-AA-AG

Abra. Az A3669G polimorfizmus vizsgalata real-time PCR segitségével. Az els6
abran egy heterozigdta hordoz6 minta lathato, a vizsgalat soran a FAM-mal ¢és
VIC-kel jelolt vad és mutans allélek egyarant és egy idoben adtak jelintenzitast.
A jobb oldali abran egy homozigéta vad genotipusu minta mérési eredménye
lathato, csak a FAM-mal jelolt vad tipust allél adott érdemi jelintenzitast.

Abra. A GR gén direkt DNS szekvenalasa soran a PCR reakciot kovetden az
eredmények gélektroforetikus értékelése (bal oldali kép, 5-9 exonok),a PCR
termék kivagasa (kozépsoé kép), majd tisztitast kovetden a PCR termékek ismételt
gélektroforetikus ellendrzése (jobb oldali kép).

Abra. Direkt DNS szekvenalas sorany nyert kromatogram képe

Abra. Az atlagos testtomeg-index (BMI, kg/m?) (Panel A) és &ssz. hydrocortisone

ekvivalens szubsztiticios dozis (mg/nap) (Panel B) abrazolasa homozigdta vad
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(CC), heterozigota (CG) és homozigdta mutins (GG) Bcell polimorfizmust

hordozok esetében, Addison-kéros betegekben

12. Abra. BMI (kg/m?) (panel A) és testtomegre korrigalt hormon-szubsztiticios

13.

dozis (mg/kg/nap) (panel B) az rs4844880 polimorfizmust hordozok és nem
hordozok esetében, Addison-koros betegcsoportban

Abra. Sanger szekvenalassal nyert kromatogram, melyen a heterozigota
beteg és a klinikailag egészséges testvérében (A); harom dimenziés modell a 714-
es aminosav pozicioban elhelyezkedé argininrél (B) illetve glutaminrél (C): a
714-es pozicioban eredetileg elhelyezked6 arginin a ligand k6té domén felszinén
talalhato, nagy pozitiv toltéssel rendelkezik. A glutaminra torténd aminosavcsere
szerkezeti- és toltésbeli valtozasokat hoz 1étre (a domén gerince szalagként jelenik
meg, a 714-es és kdrnyezd aminosavakat gombok jelolik, az arginint vilagoskeék,

a glutamint zold szin jeloli).
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Roviditések jegyzéke

11HSD / 11B-HSD - 11-beta-hidroxiszteroid dehidrogenaz (11-beta-hydroxysteroid
dehydrogenase)

2DM - 2-es tipusu diabétesz mellitusz (diabetes mellitus type 2)
ACTH - adrenokortikotrop hormon (adrenocorticotropic hormone)
AF-1 és AF-2 — transzaktivacios felszin (transactivation funktion)

AIRE - autoimmun regulator gén (autoimmune regulator)
ALL — akut limfoid leukémia

AMI — akut miokardialis infarktus

APECED - autoimmun poliendokrinopatia-kandidiazis-ektodermalis ~ disztrofia

(autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy)
BMD - csontsiirtiség (bone mineral density)

BMI — testtdmeg index (body mass index)

CAH - kongenitalis adrenalis hiperplazia

CBG - kortizol kot6 globulin (cortisol binding globulin)

CRH - corticotropi releasing hormone

DBD — DNS ko6t6 domén (DNA binding domain)

DEXA - kett6s rontgen foton—abszorpciometria (dual-energy x-ray absorptiometry)
DHEA - dehidroepiandroszteron (dehydroepiandrosterone)

DHEAS - dehidroepiandroszteron-szulfat (dehydroepiandrosterone sulfate)

DOC - deoxikortikoszteron

DM - diabétesz mellitusz
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E - kortizon (cortisone)

EPO - eritropoetin gén

F - kortizol (cortisol)

FSH — follikulus-stimulalé hormon

fT4 — szabad tiroxin (free thyroxin)

G6PD - gluk6z-6-foszfat dehidrogenaz

GH - novekedési hormon (growth hormone)

GR - glukokortikoid receptor (glucocorticoid receptor)

GRE - glukokortikoid reszponziv szakasz (glucocorticoid responsiv element)
GRIP1 - glucocorticoid receptor interacting protein 1

HDL — magas denzitasu lipoprotein (high density lipoproteine)

HPA - hipotalamusz-hipopfizis-mellékvesekéreg tengely (hypothalamo-pituitary-adrenal

axis)

HSD11B1 - 11-beta-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzimet kodolo gén
HSP90 — hésokk-fehérje 90 (heat shock protein 90)

IGF-1 - inzulinszer(i névekedési faktor 1 (insulin-like growth factor-1)
IGT — csokkent glukoz toerancia (impaired glucose tolerance)

IRDS - infantilis tipust respiracids distressz szindroéma

LBD - ligandko6té domén (ligand binding domain)

LDL - alacsony denzitasu lipoprotein (low density lipoprotein)

LH — luteotrop hormon
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MR - mineralokortikoid receptor (mineralocorticoid receptor)
NAD - nikotinsavamid-adenin-dinukleotid (nicotinamide adenine dinucleotide)

NADP - nikotinsavamid-adenin-dinukleotid-foszfat (nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate)

NTD — N-terminalis transzaktivaciés domén (N-terminal transactivation domain)
OGTT - oralis gliik6z tolerancia teszt

PCOS - policisztas ovarium szindroma (polycystic ovary syndrome)

PCR - polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction)

PEG - polietilén glikol (polyethylene glycol)

PRA — plazma renin aktivitas

Real Time (RT) PCR - valos idejli polimeraz lancreakci6 (real-time polymerase chain

reaction)

RFLP - restrikciés fragmens hossz polimorfizmus (restriction fragment lenght

polymorphism)
RR - vérnyomas
SAME - syndrome of mineralocorticoid excess

SDRs - rovid lanct  dehidrogenaz/reduktaz  szupercsalad  (Short-Chain

Dehydrogenase/Reductase superfamily)

SHBG — nemi hormont k&t6 fehérje (sex hormone binding globulin)
SLE — szisztémas lupus erythematosus

SMR - standardizalt halalozasi rata (standard mortality rate)

SNP - egypontos nukleotidvariacid (single nucleotide polymorphism)
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TSH — tireoidea stimul4ld hormon

UFC - vizelet szabad kortizol (urinary free cortisol)

10
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|I. Bevezetés

A glukokortikoidok a stresszre adott valaszért felelds szteroid hormonok,
melyeknek jelentés hatasa van a szénhidrat-, fehérje-, zsir-, kaélcium- ¢és
csontanyagcserére, az immunrendszer miikddésére, a novekedésre €s a viselkedés
autoimmun megbetegedések, sulyos infekcid, nefrozis szindroma, egyes borgyogyaszati
korképek, allergias betegségek, 1égz6szervi és hematologiai betegségek, gyermekkori
akut leukémia, idegrendszeri elvaltozasok kezelésében, és pl. a szervtranszplantaciot
kovetd kilokédés gatlasaban. Hidnya esetén, példaul Addison kérban vagy
hipopituitarizmusban, a betegeknek akar életre szO0ld6 hormonpoétld terapiara lehet
sziikséglik, melynek pontos bedllitasa elengedhetetlen a mellékhatasok minimalizélasa
érdekében. Egészségesekben a szérum kortizol szint diurnalis ritmust mutat, melyet a mai
rendelkezésre allo terapias lehetéségekkel gyakorlatilag lehetetlen reprodukalni. A
ritmust befolyasolja a kor, a nem, a kortizolt k6té fehérje (cortisol binding globulin, CBG)
szintje, a testtomeg, az egyéni glukokortikoid érzékenység és metabolizmus.

A glukokortikoidok intracellularisan elhelyezkedd receptorhoz kotddve fejtik ki
hatasukat. A glukokortikoid receptor génje (GR) az 5. kromoszéma hosszu karjan
helyezkedik el. Napjainkban tobb mint 3000 GR génpolimorfizmust (single nucleotide
polymorphism; SNP) azonositottak. A leggyakrabban vizsgalt GR SNP-k (N363S, Bcll.,
ER22/23EK ¢és A3669G) oOsszefiiggéseket mutattak a csokkent vagy fokozott
glukokortikoidok iranti érzékenységgel.

A glukokortikoidok szovet-specifikus, lokalis hatasat prereceptorialis szinten a
11-B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim (11HSD) modulalja. Ennek 2-es tipusa a
biologiailag aktiv kortizolt inaktiv kortizonna alakitja, ezzel védve a mineralokortikoid
receptort a tilzott glukokortikoidok altali aktivalastol. Az enzim 1-es tipusa egy NADPH
dependens, bidirekcionalis enzim, melynek mind dehidrogenaz, mind pedig reduktaz
aktivitasa van. A reduktaz hatas dominal, a kortizol atalakitasaért felelds a biologiailag
inaktiv kortizonbdl, ezéltal fokozva a GR aktivaciojat. Az enzim szdvet szintll
patomechanizmusaban, ugy mint elhizas és metabolikus szindroma, policisztas ovarium

szindroma, glukokortikoid indukalta oszteoporozis és reumatoid artritisz. A HSD11B1

11
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gén polimorfizmusai befolyasolhatjak az enzim aktivitasat, ezaltal prereceptorialisan
szabalyozhatjdk a GR-hoz hozzaférhetd hormon mennyiségét, amelynek
végeredményeként modosulhat a szoveti glukokortikoid érzékenység. A HSD11B1
gén variansai a receptor kiilonb6z6 mértéki ellatottsaganak, a GR gén polimorfizmusok
pedig a receptor érzékenységének moduldlasdval befolyasolhatjdk a hormonhatas
mértékét, amelyeknek fontos szerepe lehet az egyéni hormonigény kialakitasaban. Az
optimalis dozirozas elengedhetetlen a mellékhatdsok megel6zése mellett a sziikséglet

biztositasa érdekében.

12
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Irodalmi attekintés

1. A glukokortikoidok

A glukokortikoidok a szervezet egyik f6 stresszhormonjai. Jelent6s szerepiik van
a szénhidrat-, fehérje-, zsir-, kalcium- és csontanyagcserében, az immunrendszer
miikddésében, a novekedésben és a viselkedés szabalyozasaban®. Elengedhetetlen részei
SLE, dermatomiozitisz, gyulladasos bélbetegségek, tireoiditisz, spondilitisz,
vaszkulitiszek, pemfigusz), akut infekcio (H.influenzae meningitisz), nefrézis szindroma,
egyes borgyogyaszati korképek, példaul sulyos pszoriazis, allergias betegségek (asthma
bronchiale, kontakt dermatitisz, allergias kot6hartya- ill. szaruhartya-gyulladas),
1égzdszervi (COPD egyes esetei), hematologiai betegségek (egyes trombocitopéniak),
gyermekkori akut leukémia, idegrendszeri elvaltozasok (sklerozis multiplex akut
exacerbacidja, intrakranialis tumorhoz tarsuld agynyoméas-fokozodas), illetve
rutinszerlien alkalmazzdk a szervtranszplantaciot kovetd kilokddés gatlasdban,

korasziilés esetén az anyanak adagolva pedig csokkenti az 0ijsziilott kori IRDS kockézatat.

A glukokortikoidok hidnya esetén, példaul mellékvesekéreg-elégtelenségben,
Addison korban vagy hipopituitarizmusban, a betegeknek akar életre sz616 hormonp6tlo
terapiara lehet sziikségilik. Glukokortikoid hormonpo6tld terapia soran fontos a terapias
dozisok pontos, a szervezet igényének megfeleld beallitasa. Az egészségesekben
igazitassal lehet talan a lehetd legjobban optimalizalni a glukokortikoid hormonpotlast,

amivel az esetleges mellékhatasok csokkenthetdk.

Egészségesekben a szérum kortizol szint diurnalis ritmust mutat, melyet a mai
rendelkezésre allo terapias lehetdségekkel gyakorlatilag lehetetlen reprodukalni. A
ritmust a hipotalamusz nucleus suprachiasmaticusban elhelyezkedé centralis oOra
szabalyozza, mely a retindbdl kapott jelek alapjan szinkronizalodik a kornyezethez, és ez
alapjan vezérli a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengelyt. Miikodésének zavara
faradtsaghoz, alvasi és étkezési zavarokhoz, metabolikus abnormalitasokhoz vezethet?. A
normal ritmus soran a szérum kortizol szint a hajnali 6rdkban kezd emelkedni, ébredéskor

éri el a legmagasabb szintet, majd a nap folyaman folyamatos csdkken, a legalacsonyabb

13
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szintet ¢jfél koriil éri el, majd Gjra novekedni kezd. A ritmust befolydsolja a kor, a nem,
a kortizolt kotéfehérje (cortisol binding globulin, CBG) szintje, a testtomeg, a
glukokortikoid érzékenység és metabolizmus °. Iddsebbekben magasabb az atlagos
kortizol szint. Etkezéskor szérum szintbeli emelkedés figyelheté meg. Nokben
alacsonyabb az atlagos kortizol szint, a valtozasok amplitadéja Kisebb. Terhességben a

CBG szintje nd a szérumban, a szabad kortizol szint is magasabb *.

2. A glukokortikoid receptor (GR) és jelatviteli utvonala

A glukokortikoidok intracellularisan elhelyezkedd receptorokhoz kotédve fejtik
ki hatasukat. A glukokortikoid receptor (GR) a nuklearis hormon receptorok csaladjaba
tartozik. Ligand nélkiili, inaktiv forma4ja a citoplazmaban helyezkedik el egy multiprotein
komplexben, melynek fé6 komponensei a hésokk fehérjék>®. A ligand kétddését kovetden
a receptor konformacié valtozason megy keresztiil, majd a sejtmagba transzlokalodik,
ahol homodimereket alkotva a genom glukokortikoid valaszért felelés specifikus DNS
szekvenciaihoz, vagy transzkripcids faktorokhoz kapcsolodik, és igy serkenti vagy
gatolja azon cél (target) gének transzkripcidjat, amelyek az un. Glucocorticoid Responsiv
Elementet (GRE) tartalmaznak’* (1.Abra).

14
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1.Abra. Glukokortikoid vegyiiletek hatasmodja ( Glu: glukokortikoid; R: receptor; CBG:
kortikoszteroidkotd fehérje; GRE: glukokortikoid reszponziv elemek; Hsp: hdshock

fehérje; DNS: dezoxiribonukleinsav; mRNS: messenger ribonukleinsav)?

2.1. A GR-tkodol6 gén

A glukokortikoid receptor génje (génazonositdo: NR3C1, GenBank accession
number: NM_000176, AY436590, NT 029289) az 5. kromoszoma hosszi karjan
helyezkedik el (5g31). Hollenberg és munkatarsai klonoztak 1985-ben®, genom
szerkezetét Encio és munkatérsai irtdk le 1991-ben'. A GR kb. 150 kB nagysigt, 9
exonbol 4all. A fehérjét kddold rész a 2. exonon kezdddik. A fehérjét 3 domén alkotja: az
N-terminalis transzaktivaciés domént a 2. exon kodolja, a DNS-k6to két Zn-ujj domén,
ami DNS nagy arkaba illeszkedik és a 3.-4. exon kodolja, és a C-termindlis ligand kotd
domén, ami egy 3 rétegii, antiparallel, alfa hélix szendvics szerkezet és az 5. exontol
kezdédden kodolodik. A tobb promoéter régionak, splicing variansoknak, majd a
transzlacid soran hasznalt alternativ start kodonoknak, illetve poszttranszlacios
modositdsoknak (szerin, threonin foszforilacid) koszonhetden valtozatos receptor

varidnsok, izoformak johetnek létre’®, melyek megoszlasa szovettipusonként eltérd
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lehet®. A 9. exonon alternativ splicing eredményeként két receptor varins johet létre; a
9-a. (AUG-1 transzlacids start kodon) ill. 9-p (AUG-27) varidnsok 7. A két izoforma
fehérje szerkezetében az 1-727 aminosavak azonosak, mig a 9-es exonnak megfeleld
karboxi-terminalis szakasz kiilonb6z0, a 777 aminosavbol all6 GRo a hormonhatas
kozvetitéséért felelds, aktiv receptor , mig a 742 aminosavbol allo6 GRP izoforma a
hormon megkéotésére és a géntranszkripcid aktivalasara alkalmatlan'®. A GRp splicing
varians jelentdsége, hogy az alfa izoformaval heterodimert alkothat és arra dominans
negativ hatast gyakorolhat, igy a jelatvitelt gatolhatja'®. A jelatvitel erdssége a két GR
izoforma megoszlasi aranyatol (is) fiigghet az adott szdvettipusban?®.

A receptor két transzaktivacios felszint képez: AF-1 és AF-2 (transactivation
function), amelyek a p160 tipusu nuklearis receptor koaktivatorokkal, mint példaul a
GRIP1-el (glucocorticoid receptor interacting protein 1) 1épnek interakcioba. Az AF-1
gyakorlatilag megfelel az N-terminalis transzaktivaciés doménnek, mig az AF-2 az LBD-
ben helyezkedik el. Az AF-2 a koaktivatorok LXXLL motivumaihoz koétédik ligand-
dependens modon, mig az AF-1 a GRIP1 masik, 1121 és 1250 szdmu aminosavak kozotti

oldalahoz, ligand-independens médon?%22,

2.2. GR gén polimorfizmusok
Napjainkban a megismert SNP-k szama rohamosan novekszik, ami az 1j
generacios szekvenalasi technologiak rohamos terjedésének is koszonhetd. Mig 2003-ban
még csak 17 polimorfizmust dokumentaltak?®, mara mar tobb mint 3000 SNP-t
azonositottak’. Tébbsége intronikusan helyezkedik el, allélgyakorisdguk igen alacsony.
A leggyakrabban vizsgalt GR SNP-k (N363S, Bcll., ER22/23EK és A3669G) azonban
fontos klinikai asszociaciokkal birnak, amelyek mind a csokkent, mind pedig az

emelkedett glukokortikoidok iranti érzékenységgel mutattak osszefiiggéseket.
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2.Abra. A GR gén egyszeriisitett felépitése és leggyakoribb funkcionalis
polimorfizmusainak sematikus abrazolasa a GR génben, az SNP-k elnevezései és az

okozott valtozas fehérjeszinten 2

a. Bcll. (rs41423247) varidns
A polimorfizmust kezdetben egy RFLP-ként (restriction fragment lenght
polymorphism) irtak le, mivel a Bell enzimmel torténd emésztés utan egy rovid (2.3kb)

és egy hossz (4.5kb) fragmenst eredményez?

. A restrikciés enzim hasitohelyén
létrejové C>G csere a GR 2. intronikus régioban, 647 bazisparnyira helyezkedik el az
exon/intron junkciétol®. Ennek az SNP-nek az eredményeként klinikailag fokozott
glukokortikoid érzékenység észlelhet6?®, de ennek hatterében 4llé6 molekuléris
mechanizmusa ismeretlen. Allélgyakorisiga 4tlagosan 27.7%’ a kiilonbdzo
populécidokban, munkacsoportunk kordbbi vizsgélatai alapjan a magyar egészséges

kontrollcsoportban 35%2’.

b. N363S (rs6195) varidns

1997-ben Koper és munkatarsai irtdk le a polimorfizmust, amely az 1220-as
nukleotid pozicioban egy AAT->AGT cserébdl all®®. Az SNP eredménye egy
aszparagin—>szerin csere a fehérje 363-as kodonjan. A szerin hiperfoszforilacidja

csendesitheti a glukokortikoidok 4ltal regulalt génexpressziot®. A polimorfizmus
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befolyasolhatia a GR gén és koaktivatorok-korepresszorok kolcsdnhatasat’. A
polimorfizmus allélgyakorisaga atlagosan 3%, a magyar egészséges atlagpopulacioban
1.5%?2’. A homozigdta mutans génvarians extrém ritka®®, az eddigi kutatasok tobbségében
nem fordult el6®%. Klinikai hatas az emelkedett glukokorikoid érzékenységgel hozhat6

Osszefliggésbe.

c. A3669G (rs6198) varidns

Az SNP egy A->G nukleotid cserébdl all a 9B exon 3’-UTR részén. Ez a
szubsztitucio egy ATTTA motivumban talalhatd (ATTTA->GTTTA), amelynek
igazoltak in vitro kisérletekben az mRNS destabilizald és receptor fehérje expresszid
csokkentd hatasat 332, A GR-9 polimorfizmus egy stabilabb GRB mRNS-t eredményez.
A receptor 3 izoforméja az a izoforméval heterodimert alkotva, dominans negativ hatason
keresztiil gatolja annak miikodését®®, igy relativ glukokortikoid rezisztenciat okoz3*. A

polimorfizmus allélgyakorisaga dtlagosan 9.2%’, a magyar atlagpopulacioban 22%?2’,

2.3. A GR gén polimorfizmusok hatasai a fenotipusra
A fokozott glukokortikoid iranti érzékenységgel jaré polimorfizmusok (Bcll.,
N363S) kedvez6tleniil, mig a relativ glukokortikoid rezisztenciat okozo SNP-k (A3669G)
kedvezden befolyasolhatjdk a metabolikus statuszt. Emellett hatassal lehetnek a
glukokortikoid hormonpotld dozisigényre, a terapia soran esetlegesen fellépd
mellékhatasok megjelenésére, ill. egyes polimorfizmusok esetében, bizonyos

megbetegedések gyakoribb eléfordulasat dokumentaltak.

Az N363S polimorfizmust korabban 6sszefiiggésbe hoztak a magasabb BMI-vel
(Body Mass Index)"829%:36  egyes tanulmanyokban obesekben a polimorfizmus
allélfrekvencidjat a normdal populacié dupldjanak talaltak®’. Egyéb tanulmanyok
Osszefliggésbe hoztak a nagyobb haskodrfogattal®. Ezzel ellentétben egyes vizsgilatokban

az N363S polimorfizmus nem mutatott dsszefiiggést metabolikus eltérésekkel,

A Bcll. polimorfizmus dsszefiiggését igazoltdk az abdominalis obezitassal®,

magasabb BMI-vel®*. Az eddigi eredmények néhol ellentmondasosak, mivel egyes
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tanulmanyokban csak a homozigéta mutans (GG) allélhordozok esetében talaltak

t38 t7’36.

eltérést™, masokban a Bell. polimorfizmus nem befolyasolta a metabolikus statusz

A glukokortikoidok iranti érzékenységet csokkentd A3669G polimorfizmus
esetében a hordozoknal alacsonyabb BMI értékeket *° és kisebb haskorfogatot mértek™C.

Korabbi vizsgalatokban az N363S polimorfizmust hordozok esetében az oralis kis
d6zisu dexamethasonra adott emelkedett inzulin vélaszt észleltek®, alacsonyabb HDL
koleszterin szintet®”, magasabb Kkoleszterin® és magasabb triglicerid szintet®®, ill.
magasabb 8ssz-koleszterin/HDL ardnyt mértek®. Mas vizsgalatokban az N363S és Bell
SNP-ket egylittesen hordozok esetében figyeltek meg magasabb koleszterin és LDL-

koleszterin értékeket®,

A Bcll. polimorfizmus dsszefiiggését figyelték meg az inzulin rezisztenciaval® és
magasabb éhomi vércukor szinttel**. A Bcll polimorfizmust homozigéta forméaban
hordozdok esetében magasabb OGGT sordn mért vércukor szinteket, ill. magasabb
koleszterin és triglicerid értékeket mértek®. Ezzel ellentétben az A3669G hordozok
esetében alacsonyabb éhomi vércukor szinteket figyeltek meg®, ill. alacsonyabb volt a

diabétesz mellitusz (DM) eléfordulasi aranya is*.

A vérnyomast és kardiovaszkularis rendszert vizsgalva, akut miokardialis
infarktuson (AMI) 4tesett betegek esetében magasabbnak talaltdk az N363S
polimorfizmus eléfordulasat, mint az egészséges kontrollcsoportban®®. Egyes vizsgalatok
az N363S polimorfizmust hordozok esetében magasabb vérnyomas értékeket mértek®’,
illetve az N363S ¢és Bcll SNP-ket egyiittesen hordozokban magasabbnak talaltak a

t6. A Bell. polimorfizmust dnmagaban is

szisztolés és a diasztolés vérnyomas értékeke
Osszefiiggésbe hoztik a magasabb vérnyomassal®®*®#*. Egy masik vizsgalat csak férfiak
esetében allapitott meg Osszefliggést az egyes polimorfizmusok hordozdi statusza és az
emelkedett kardiovaszkularis rizikdo kozott, Bcell. esetében 34%-kal, mig A3669G
esetében 41%-kal emelkedett rizikét véleményeztek??. Szivelégtelen betegcsoport
vizsgalatakor a kamrai diszfunkcioval az altalunk vizsgalt SNP-kel nem, csak az
ER22/23EK-val mutatkozott dsszefiiggés*>. Addison koros betegek esetében az A3669G

polimorfizmus nem mutatott dsszefliggést a kardiovaszkularis rizikoval*,
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A GR SNP-k 6sszefliggései a glukokortikoid érzékenységgel képezi munkam 6
témajat. Irodalmi adatok alapjan a Bcll. polimorfizmust hordozékndl magasabbnak
talaltak a reggeli®®, illetve dexamethason szuppreszios teszt soran mért szérum kortizol
szinteket, mig a plazma ACTH szintek nem kiilonboztek a hordozok és nem-hordozdok
kozott®®. Egy masik vizsgalat nék esetében szintén magasabbnak talalta a szérum kortizol
szintet homozigota Bell. hordozok esetében®. Egy tovabbi, Addison kéros betegek
korében végzett vizsgalat, a polimorfizmust hordozok korében alacsonyabb ACTH
szinteket véleményezett a hormonpo6tld dozistol fiiggetleniil, ami az SNP érzékenyito
hatdsa miatti fokozott negativ feedback mechanizmusra utalhat®®. N363S SNP
hordozoknal magasabb szérum kortizol szintet mértek*®, illetve 0.25mg dexamethason
hatdsara nagyobb mértékii szuppresszid volt elérhetd a kortizol szintekben*’, ami
alatamasztja az SNP 0Osszefiiggését a fokozott glukokortikoid érzékenységgel. Egyes
szerzOk az A3669G polimorfizmust hordozok esetében magasabbnak talaltdk a bazalis
szérum kortizol szintet®®4%8 az SNP-t nem horozokhoz viszonyitva, ami szintén
alatamasztja az SNP glukokortikoid érzékenységet csokkentd hatasat. Ezt megerdsitve
alacsonyabb szérum kortizol értékeket mértek kis dozisi dexamethason tesztet
kovetden®, mig mas vizsgalatok esetében a hordozoknal kisebb mértékii szérum kortizol

szint csdkkenés volt elérhetd a szuppresszios teszt soran®,

A glukokortikoid egyik f6 célszerve a csont. Szamos Osszefliggés ismert a GR
SNP-k és a megvaltozott litemli csontanyagcsere kozott. A Bcll. polimorfizmust
homozigoéta formaban hordozoknal alacsonyabb BMD és Z-score, illetve magasabb B-
crosslaps értékeket mértek, ami a hordozok magasabb oszteoporozisra vald hajlamara
utal*. Egy masik vizsgalat ndi hordozok esetében szintén alacsonyabb BMD értékeket
észlelt *°. Masok homozigota Bell. hordozoknal emelkedett B-Crosslaps értékeket mértek,
de a BMD nem volt eltérd. Ebben a vizsgalatban a hordozokban alacsonyabb volt a napi
szteroid hormonpd6tld dozis, a csontlebontas ennek ellenére is magasabb volt, amiért
féként a fokozottabb oszteoklaszt aktivitas lehet felelés®®. Az N363S polimorfizmust
szintén Osszefiiggésbe hoztak az alacsonyabb csontdenzitassal®. A magasabb
oszteopordzis rizikonak azért is kiemelt a jelentésége, mert a glukokortikoid hormonp6tlo
terapia - példaul Addison koros betegek esetében — dnmagaban noveli az oszteoklaszt

aktivitas®?l.
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Egyes glukokortikoid receptor polimorfizmusokat 6sszefiiggésbe hoztak néhany
autoimmun megbetegedéssel. A Bcll. SNP eléfordulasa szignifidnsan magasabb Crohn
betegekben &, mig az A3669G polimorfizmus Osszefiiggését bizonyitottak reumatoid
artritisszel®>° és sklerozis multiplexxel®®. Munkacsoportunk korabbi vizsgalatok soran a
GRB-t overexpresszaldo bélhamsejtben is glukokortikoid rezisztenciat igazolt, de
bebizonyosodott, hogy a GRB izoformanak a GRa-t6] eltéré 6nalld transzkripcids hatasa

is van®?,

Tekintettel arra, hogy kordbban bizonyitast nyert, hogy a munkamemoria fiigg a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely miikodésétdl, illetve diszregulacidjatol,
feltételezhetd, hogy a GR polimorfizmusok hatassal vannak a pszichés statuszra, illetve
a munkamemoriara. A Bell. SNP hatdsat kimutattak a dorsolateralis prefrontalis kéregre,
a hordozokban nagyobb aktivacié és alacsonyabb hatékonysag volt megfigyelhetd®®.
Bipolaris depresszioban szenvedd betegeknél megfigyelték a litiumra adott valaszt a
hordozoi statusz fiiggvényében, a Bcll polimorfizmust nem hordozoknal kivald valasz

volt kimutathat6®® a polimorfizmust hordozékhoz viszonyitva. A Bell. SNP hajlamosito

57 58

szerepét igazoltak tovabba poszttraumas stressz szindromara®' és major depressziora™®,

illetve homozigota hordozd ndk esetében gyakoribb volt a sulyos depresszid

%, Emellett az A366G polimorfizmus Osszefiiggését igazoltak étkezési

eléfordulasa
zavarokkal®® és major depresszidval®?, viszont a hordozok esetében alacsonyabb volt a

hipomania és a manias epizod eléfordulasa®.

A korabban részletezett szervek mellett a glukokortikoidnak egyéb hatasai is
vannak, amelyek koziil a GR SNP-k 6sszefliggéseit is kimutattak. Az eritropoetin génjén
(EPO) elhelyezkedé6 GRE-nek koszonhetéen a glukokortikoidoknak, illetve a GR
agonistaknak eritropoesist serkentd hatdsuk van.®®. Ez a mechanizmus 4llhat a stressz-
eritropoesis hatterében is%4. Ezzel kapcsolatban a dexamethason proliferaciot serkentd
hatésa is kimutatott®, sét a prenatilis dexamethason kezelés szignifikinsan emelte a

vorosvértestek szamat njsziildtt patkanyokban®.

Mas vizsgalatok a mellékvese incidentaldémak esetében a Bell. SNP hordozokban
nagyobb tumor méretet véleményeztek>?, bilateralis mellékvesekéreg adenomak esetében

pedig szignifikansan magasabbnak talaltak az N363S polimorfizmus el6fordulasat, illetve
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ebben a betegcsoportban a hordozok 100%-ban igazolddott diabétesz mellitusz vagy IGT,
nem-hordozokban ez az arany 57% volt. Egyoldali adenomak esetében nem talaltak

t%6. Emellett az N363S polimorfizmus bilateralis mellékvesekéreg adenomak

kiilonbsége
esetében befolyasolhatja a patogenezist és CAH-0s betegekben modosithatja a klinikai

fenotipust 68,

Az A366G polimorfizmus hordozok esetében policisztas ovarium szindromaban
magasabb LH trend és alacsonyabb ¢életkor volt megfigyelhetd a betegség
jelentkezésekor, ezzel szemben a Bcll. hordozo6i stitusz esetén ugyanebben a
betegcsoportban alacsonyabb LH szintet és magasabb életkort regisztraltak a betegség

diagnosztizalasakor®.

Perzisztaldé nazalis Staphylococcus Aureus hordozokban —szignifikansan
alacsonyabbnak talaltdk az A3669G SNP hordozdi aranyt, ebbdl az a kovetkeztetés
vonhat6 le, hogy a polimorfizmus protektiv tényezé lehet a kolonizacidéval szemben, a
hordozokban kisebb a kolonizécio rizikojanak az esélye’. Szintén protektiv hatdsat irtak

le a Bell. polimorfizmusnak Graves oftalmopatia stilyosabb formaival szemben?’.

Munkam soran a GR SNP-knek a hormonpotld terapiara gyakorolt hatasat
vizsgaltam. Korabban, az irodalomban is leirt dsszefiiggések alapjan a glukokortikoid
érzékenységet noveld SNP-k esetében alacsonyabb, mig a relativ glukokortikoid
rezisztenciat okozd polimorfizmust hordozoknal magasabb hormonpotlé dozis
sziikséglet feltételezheté hipadrénia miatt kezelt betegek esetében. Ennek ellenére az
irodalomban eddig kevés adat latott napvilagot a polimorfizmusok hormonp6tlo terapiat
befolydsolo hatasat illetden. Addison koros betegek vizsgalatakor az N363S SNP-t
hordozoknal magasabb terapias dozisokat véleményeztek’:, mig az A3669G

polimorfizmus hordozoi statusza a terdpids dozist nem modositotta®®.

Szamos betegség esetében vizsgaltdk a GR polimorfizmusok hordozoéi statuszanak
Osszefliggését a szteroid terapia sikerességével és a mellékhatasok megjelenésével.

Gyulladasos bélbetegségek esetében a Bell. SNP hordozéi kozott gyakoribbnak talaltak

a jo terapias valaszt’?, mig egy masik vizsgalat nem véleményezett dsszefiiggést egyik

SNP esetében sem’, s6t az N363S polimorfizmus esetében, masokkal egyetértésben,

t74

megerdsitették a terapiat befolyasolo hatas hidnyat™. Ez utdbbi SNP esetében azonban a
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hordozok hajlamosabbak voltak gyogyszertoxicitasra akut limfoid leukémia (ALL)
terapiaja soran, de prednisolon terdpiara jol reagaltak, és esetiikben jobb volt az 5 éves
talélés °. Emellett az N363S polimorfizmus hajlamosité hatdsat mutattdk ki a
kontrollalatlan asthma bronchiale kialakulasara’®. Graves oftalmopatia esetében az SNP-

knek nem volt hatésa a terapids valaszra.”".

2.4.  Chrousos szindroma és a GR gén mutacioihoz tarsulé kérképek

A glukokortikoid rezisztencia, vagy mas néven Chrousos szindroma egy ritka,
familiaris vagy sporadikus megbetegedés, melynek 6 jellemzdje a részleges, szdvet
specifikus vagy generalizalt tlinetek, melyek okozoja a parcialis érzéketlenség a
glukokortikoidok irant. Az inszenzitivitdas kovetkeztében a hipotalamusz-hipofizis-
mellékvesekéreg tengely (HPA) a negativ feedback gatlas aldl felszabadul, ami
emelkedett ACTH, és ennek kovetkeztében emelkedett szérum kortizol szintekkel jar. A
betegség egyik o jellemzdje a hiperkortizolizmus ellenére a Cushingoid tiinetek hianya.
A megnovekedett ACHT szint egyéb mellékvese eredetii szteroidok termelését is
serkentik, melyek androgén [Ggy mint androsztendion, dehidroepiandroszteron (DHEA)
¢és dehidroepiandroszteron-szulfat (DHEAS)], illetve mineralokortikoid [agy mint
deoxikortikoszteron (DOC) és kortikoszteron] hatasokkal birhatnak’®™ eziltal a
hormontalprodukcié mértékétdl fiiggden kiilonbozo stilyossagu tiinetekkel jard korképet
okozhatnak. A klinikai tiinetek spektruma az aszimptomatikus, tiinetmentes format613%8!
egészen a sulyos, hiperandrogenizmussal (akne, hirsutizmus, infertilitas, n6knél oligo-
amenorrhoea, férfiaknal oligospermia, gyerekeknél korai pubertds) 82 és
mineralokortikoid talprodukcié (hipertonia, hypokalaemia, alkal6zis)® tiineteivel jaro
korképekig terjedhet. A betegség leggyakoribb tiinete a faradtsag®, ami néhany,
rezisztens célszerv (példaul a kdzponti idegrendszer €s vazizmok) emelkedett kortizol
szérum-koncentraciora adott inadekvat kompenzacids valaszanak kovetkezménye

lehet®2. A valtozatos klinikai fenotipus tobb okra vezethet6 vissza: a mineralokortikoid,

.....

.....

hormonokat aktivald és inaktivald enzimek (pl. 11-B-hidroxiszteroid dehidrogenaz, 5-a-
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.....

rezisztencia, abdominalis elhizas).

A diagnoézis alapja a hipotalamusz-hipofizsis-mellékvesekéreg tengely (HPA
axis) részletes vizsgalata, és magaba foglalja a szérum kortizol szintek mérését mind
reggel, mind éjszakai idépontban, tovabba dexamethason adasat kovetéen vett mintakbol.
A diagnozis tovabbi kritériuma a 24 o6réds szabad vizelet kortizol exkrécio mérése. A
Cushing szindromaval ellentétben, Chrousos szindroma esetén a magas szérum ¢€s vizelet
kortizol szintek ellenére a HPA tengely stresszre adott valaszkészsége, illetve cirkadian
ritmusa megtartott, de dexamethason adasakor a szérum kortizol szint ebben az esetben
sem szupprimalodik.®®. Differencial diagnosztikai szempontbdl felmeriilhet, illetve
lehetdsége kizarandd a Cushing kor enyhe formajanak, mely normadlis vagy enyhén
emelkedett ACTH koncentraciéval jar; a pseudo-Cushing szindromanak, példaul
generalizalt szorongéds vagy depresszié esetében; az emelkedett szérum CBG
koncentracioval jar6 allapotoknak, példaul terhesség ¢s Osztrogén terapia; a
mineralokortikoid-indukalta hipertonia egyéb okainak; illetve a hiperandrogenizmus és
virilizacio egyéb okainak, példaul idiopatias hirsutizmusnak, policisztas ovarium
szindromanak (PCOS) és kongenitalis adrenalis hiperplazianak (CAH).

A glukokortikoid rezisztencia terapiaja nagy do6zisu glukokortikoid adasabol all,
ennek célja a talzott ACTH szekrécid, illetve ennek kovetkeztében az emelkedett
mineralokortikoid illetve androgén hatdsu szteroidok termelésének a visszaszoritasa®. A
terapia soran a legmegfelelobbnek azok a szerek bizonyultak, melyek elenyészd
mineralokortikoid hatassal birnak (ilyen példaul a dexamethason, 1-3mg napi dozisban)
és a mutans illetve vad tipusit GR aktivaladsan keresztiil szupprimaljak az ACTH
szekréciot’®84, A megfeleldé HPA tengely szuppresszié foként azokban az esetekben
elengedhetetlen, ahol a glukokortikoid jelatvitel sulyosan karosodott, egy esetben példaul
beszamoltak ACTH termeld hipofizis adenoma kialakulasardél hosszi fennallast
kortikotrop hiperstimulacioval jar6 csokkent HPA tengely negativ feedback
mechanizmus miatt®®. A hosszi tava dexamethason kezelés beallitasa gondos
odafigyelést igényel, kiilonds tekinettel a klinikai tiinetekre és a laboratoriumi

eredményekre’,
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A betegség hatterében a GR gén mutacid allnak, amelyek genotipus-fenotipus
Osszefliggéseit az alabbiakban ismertetem. A glukokortikoid rezisztencia molekularis
alapjaként a glukokortikoid receptor génjében megjelend mutacidknak tulajdonitottak
jelentdséget. Napjainkig a GR génnek tobb, mint 15 mutacidjat azonositottak, amik a
glukokortikoid rezisztencia esetén korokozo szerepet jatszhatnak. Az eddig publikalt
génmutaciokat, illetve az altaluk okozott klinikai tiineteket az 1. Tablazatban foglaltam

0ssze.

1.Tablazat: Az eddig publikalt glukokortikoid rezisztenciaval jaro eseteknél észlelt

klinikai tiinetek illetve a korokozo mutacidok

Eletkor | Nem GR mutacio Klinikai tiinetek
¢v)
Chrousos és 58 ferfi €.2054A>T, D641V hipertonia, hypokalemia
mtsai. 198278
Bronnengard és 46 né NA faradtsag
mtsai. 1986
Karl és mtsai. 26 né 4bp delécid a 6. hirsutismus, férfias tipust kopaszodas,
199387 exonban irreguldris menstruicio
Malchoft és 6-7 férfi €.2317G>A, V7291 korai pubertas, hiperandrogenizmus
mtsai. 1993%
Karl és mtsai. 33 férfi c.1808T>A, I559N infertilitas
1996%
Kino és mtsai. 38 férfi €.1808T>A, 1559N ACTH termel6 hipofizis adenoma az el6bb
20018° jellemzett betegben
Ruiz és mtsai. 41 nd ¢.1430G>A, R477TH hirsutizmus, faradtsag, obezitas
20018
Ruiz és mtsai. 31 né €.2035G>A, G679S hirsutizmus
200180
Mendonca és 1 nap né homozigéta n6i pszeudohermafroditizmus, dtmeneti
mtsai. 2002% €.1844T>C,V571A genitalia, hipertenzid, hypokalemia
Vottero és 18 né €.2373T>G, 1747TM cisztikus akne, hiperandrogenizmus, hirsutizmus,
mtsai. 200281 oligomenorrhoea
Charmandari és 29 nd €.2318T>C, L773P faradtsag, szorongas, akne, hirsutizmus
mtsai. 2005%
Charmandari és 7 férfi €.2209T>C, F737L hipertonia, hypokalemia
mtsai. 2007%
Charmandari és 43 nd €.1201G>C, D401H szovet-specifikus glukokortikoid
mtsai. 200882 hiperszenzitivitds, elhizas, hipertonia, 2-es tipusi
diabétesz mellitusz, metabolikus szindroma
Raef és mtsai. 19 férfi €.2035G>A, G679S hipertenzid, hypokalemia, korai pubertas
2008%
Nader és mtsai. 2 né €.2141G>A, R714Q hipoglikémia, hypokalemia, hipertenzid, korai
2010% pubarche, enyhe klitoromegélia
McMahon és 1 nap férfi €.2318_2319delTG, hipoglikémia, faradtsag, hipertenzio
mtsai. 2010% Leu773fs
Trebble és 20 né | c.1835delC, Arg612fs faradtsag, hirsutizmus az arcon
mtsai. 2010%
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A mutaciok kovetkeztében kialakulo tiinetek hatterében a megvaltozott szerkezet(i
receptor dominans negativ hatasat tartjak a f6 oknak. Ez a mutans receptor heterodimert
képezhet a vad tipusu receptorral (heterozigotak esetén), vagy csokkent ligand affinitasa
miatt okozhat glukokortikoidok iranti érzéketlenséget. Emellett a mutins receptor
megvaltozott sejten beliili lokalizacidja vagy késleltetett illetve elmaradt transzlokacidja
a sejtmagba és a csokkent GRE koté kapacitas illetve affinitds miatti csokkent

transzkripcios aktivitasa szintén koroki szerepet jatszhat a betegségben®.

2.5. GR mutaciok hatasa a GR jelatvitel Gtvonalaira
A mutaciok kovetkeztében megvaltozott fehérje a glukokortikoid jelatviteli utvonal
tobb pontjan okozhat zavart a szignal transzdukcio folyamataban, ezek a kovetkezok

lehetnek:

Csokkent transzkripcios aktivitas: Tranziens transzfekciés elemzési moddszerek
hasznalata soran (egér emlétumor virus promoter indukcidja dexamethasonnal) az 6sszes
mutacid esetében mutatkozott valamilyen szintii csokkenés a transzaktivalo képességben
a vad tipusu receptorhoz képest. A legsulyosabb funkciobeli karosodas az R477H, IS59N,

V571A és D641V mutaciok esetében volt észlelhet%81:8587-92,97-99

Dominans negativ hatas a vad tipusu receptorra: Az eddigi vizsgéalatok alapjan az
I559N, F373L, 1747M ¢és L773P mutéacidk esetében igazolodott a mutans receptor
domindns negativ hatasa a vad tipust receptorra, igy gatolva annak funkciojat. A jelenség

a tobbi jeldtviteli tutvonalbeli eltérések hatdsat erdsitve eldsegiti a betegség

crer

hordozoi statusz esetén:8589.91.92

Csdokkent ligand iranti affinitas: Gyakorlatilag az 6sszes, ligand k6t6 domént (LBD)
kodolod régioban elhelyezkedd mutacid esetében kimutattak valamilyen szintii, ligand
iranti affinitasbeli csokkenést. Az LBD struktirdja 12 a-hélixet és 4 B-reddt tartalmaz,
melyek 3 dimenzids szerkezete egy 3 rétegii, helikalis domént eredményez®. A H12-es
hélixnek esszencidlis szerepe van az un. “agonista kotd konformécid” kialakitasaban, és

ezaltal a ligand dependens aktivacid folyamatdban. A H12 aktiv konformdcio
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stabilitdsinak megérzésében az ezt kovetd, C-termindlis B-redd jatszik fontos szerepet'®.

Dexamethason-koté vizsgalatok soran az ezeket a régiokat érintd, IS59N, 1747M és
V571 A mutacidk esetében véleményezték a legsulyosabb karosodéasat a ligandkoto

funkcidnak®284,

Megvaltozott subcellularis lokalizacio és magi transzlokacio: A vad tipust illetve
sejtekben, fluorescens proteinnel egyesitett receptorok segitségével vizsgaltdk. A vad
tipust glukokortikoid receptor ligand hidnyaban foként a citoplazmaban helyezkedik el,
ligand (pl. dexamethason) hatasara 12 percen beliil a sejtmagba transzlokalodik. V7291
¢s F737L mutdciok esetében mind citoplazmatikus, mind magi elhelyezkedés
megfigyelheté volt ligand hidnyaban® 2. A tobbi vizsgalt mutans receptor megdrizte a
foként citoplazmatikus elhelyezkedését. Dexamethasone expoziciot kovetéen a

crer

20 perctél (R477H) egészen 180 percig (I559N, F737L) tartott®?,

Csokkent DNS koto képesség: A receptor csokkent DNS kot6 képessége azokban
az esetekben fordult elé, amikor a patogén mutacido a receptor DBD régidjaban
helyezkedett el, erre példa az R477H (a DBD régi6 C-terminalis cink ujjaban®®, aminek
a receptor homodimerizacidjaban és ezéaltal a GRE megkdtésében van szerepe) és a
V423A mutacié. Altaldnossagban az LBD régiét érintd muticiok megérizték a DNS kotd

képessegiiket.

Megvaltozott interakcio a GRIPI koaktivatorral: A p160 koaktivatorokkal torténd
receptor interakcio vizsgalatara glutation-S-transzferaz pull-down assay vizsgalatokat
végeztek. Ennek alapja, hogy a GRIP1 koaktivator két receptort megkotd oldallal
rendelkezik, az egyik a protein amino-terminalis végén elhelyezkedé LXXLL motivum,
mely a receptor AF-2 transzaktivacios felszinével 1ép kolcsonhatasba ligand-fiiggd
modon, a masik a protein karboxil-terminalis végén, mely az AF-1 transzaktivacios
felszinnel 1ép interakcioba ligandtol fiiggetlen modon?t?21%1 Egyes mutans szerkezetii

receptorok in vitro csak GRIP1 karboxil-terminalis oldalahoz kotédnek AF-1-en
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keresztiil. Megemlitenddé két kivétel: az R477H mutéciot tartalmazo receptor mindkét

t99

felszinnel kolcsdnhatast 1étesit®, mig az I559N-t tartalmazé egyikkel sem®*.

2.6. Az R714Q mutacio

Nader ¢s munkatarsai 2010-ben publikaltdk egy két éves lanygyermek esetét,
akinek hipoglikémiaval, hypokalaemiaval, hipertoniaval és korai kezdetii pubertassal jaro
tiinetei voltak. Endokrinologiai kivizsgalds soran magas szérum kortizol szinteket
véleményeztek, melyet magas plazma ACTH szint és emelkedett 24 oras vizelet szabad
kortizol kivalasztds (UFC — urinary free cortisol) kisért. A szérumban mérhetd
dehidroepiandroszteron (DHEA) és androsztendion szintek szintén emelkedettek voltak,
avizelet 17-ketoszteroid kivalasztas ugyancsak meghaladta a normalis szintet. Fizikalisan
enyhe klitoromegalia és elérehaladott csontkor volt megfigyelhetd. A klinikai tiinetek
alapjan glukokortikoid rezisztencia volt feltételezhet6 (Cushingoid tiinetek hianya), amit
alatamasztott, hogy dexamethason kezelés hatasara a beteg panaszai ¢és tiinetei

regredialtak. A teljes glukokortikoid receptor génjének szekvenalasaval egy 1j mutaciot

s

crer

transzkripcids aktivitassal birt, dominans negativ hatast gyakorolt a vad tipust receptorra.
A ligand specificitasat a mutans receptor megorizte, de kétszeres csokkenés volt
megfigyelhetd a dexamethason iranti affinitasdban. A nukleéris transzlokacié hasonld
volt a vad tipust receptoréhoz, és a GRE kot aktivitast is érintetlennek talaltak. A GRIP1
AF-2-n keresztiili megkotésének aktivitasa viszont csokkent, melynek oka az lehet
(szamitogépes alapu strukturalis analizis alapjan), hogy az aminosavcsere a receptor 10.
a-hélixének C-terminalis részén helyezkedik el, ahol az eredeti argininnek fontos szerepe
van egy nagy, pozitiv toltés kialakitdsdban, ami benyulik a 7-10 hélixek 4ltal kialakitott
térbe, igy hidat képez a 8-as hélix 622-es glutaminjaval. A kis, toltés nélkiili glutaminra
torténd aminosav csere kovetkeztében ez a hid megbomlik, ami konformacios valtozasok
sorozatat inditja el, és ennek az eredménye az AF-2 destabilizal6dasa, ami igy nem tudja
optimalisan megkotni az LXXLL koaktivaciés motivumat a transzaktivacios

doménnek®*.
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3. A 11-p-hidroxiszteroid dehidrogendz enzim

A glukokortikoidok szovet specifikus, lokalis hatasat prereceptorialis szinten a
11-B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim (11HSD) modulélja, mely a roévid lanca
dehidrogenaz/reduktaz szupercsalad (SDRs, Short-Chain Dehydrogenase/Reductase
superfamily) tagja. Az enzimnek két tipusa ismert: a 2-es tipus (11HSD2) — mely
leginkabb a mineralokortikoid reszponziv szdvetekben, féként a vesében és belekben'®?,
illetve a placentaban expresszalodik'® - a biologiailag aktiv kortizolt - NAD dependens
dehidrogendz aktivitdsa révén - inaktiv kortizonnd alakitja, ezzel védve a
mineralokortikoid (MR) receptort a tulzott glukokortikoidok altali aktivalastol. Erre azért
van sziikség, mert az MR affinitdsa az aldoszteron és a glukokortikoidok irant egyforma

erésségiil®,

Az enzim génjében (HSD11B2) bekdvetkezd mutaciok latszolagos
mineralokortikoid tobblet okozta, hipertoniaval jard szindromat (SAME — syndrom of
apparent mineralocorticoid excess) eredményezhetnek'%.

A 11-B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim 1-es tipusa (11HSD1) egy NADPH
dependens, bidirekcionalis enzim, melynek kofaktorat, a NADPH-t a gluk6z-6-foszfat
dehidrogenaz (G6PD) enzim szolgaltatja’®. A 11HSD1 aktiv oldala ennek kovetkeztében
az endoplazmatikus retikulum lumenjében helyezkedik el'®, mivel a NADPH itt
képzddik és itt hozzaférheté. A NADPH - mint kofaktor — az enzim egy konzervalt
szekvenciaju kotdhelyéhez kapcsolodik, melynek masodlagos szerkezete az igynevezett
Rossmann-zseb!®. Az aktiv részt egy transzmembran szakasz koti a rovid, citoszolban
elhelyezkedd doménhez. Maga az enzim homodimer forméban valik aktivval®. A
11HSD1 mind dehidrogenaz, mind reduktaz aktivitassal bir, az utobbi dominanciajaval,
mely a bioldgiailag inaktiv kortizon aktivalasaért, kortizolla alakitasaért felelds, ezaltal

fokozza a GR aktivaciojat.
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OH OH

OH napD* NADH 0 OH

Kortizol Kortizon

3.Abra. A 11-B hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim 1-es és 2-es altipusainak szerepe a

kortizol-kortizon atalakulasban

A 11HSD1 expresszidja szinte minden szovetben kimutathato, beleértve a maj, a
zsirszovet, csont, kozponti idegrendszer, szem, immunszovetek és a gonadok
szoveteitt011, 10j4
betegségek patomechanizmusaban, elhizas és metabolikus szindroma esetén példaul
csOkkent expressziojat mutattak ki a majszovetben, mig az expresszidja emelkedett volt
a zsirszovetben''> 114, Ennek aldtimasztasara transzgénikus egeret hoztak létre, melyben
a 11HSDI1 szelektiven a zsirszovetben overexpresszaldodott, €s hatasara inzulin
rezisztencia, hiperlipidémia, hiperfagia és elhizas alakult kil®®. Ezzel szemben 11HSD1
knock out egerekben nem alakult ki diszlipidémia és glukoz intolerancia még magas

112

zsirtartalma diéta mellett sem~—<. Az obezitason és metabolikus szindroman kivul az

enzim szerepét policisztds ovarium szindroma (PCOS)M® glukokortikoid indukalta

117 118

0Szteopordzis—' és reumatoid artritisz° patomechanismusaban is leirtak. Mindezek
alapjan az enzim farmakoldgiai gatlasa igéretes terapias lehetdségnek tlinik az egyes
hiperkortizolizmussal 6sszefiiggdé korallapotokban. Tobb gatloszerrel kapesolatban is
igéretes kisérleti eredmények sziilettek, példaul a Carbenoxolon inzulin érzékenységet
noveld hatasal®®, illetve az INCB13739 éhomi vércukor, HbA 1c és koleszterin csokkentd

hatasa'?’ is bizonyitast nyert.
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3.1. A 11-B-hidoxiszteroid dehidrogenaz enzimet kodolé gén
(HSD11B1 gén)

A 11-B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim génje (HSDI11B1) az els6

kromoszéma hosszii karjan helyezkedik el (1q32.2-41), 6 exonbdl és 5 intronbol

alt1t12L122 - A oént Tannin és munkatarsai irtak le elséként!?.,

182bp 130bp  111bp  185bp 143bp 17bp

S Ll 3'U'Ri—3'
~ 776bp . 767bp  120bp 253kb 1.7kb

4.Abra. Sémas abra a HSD11B1 gén szerkezetérdl, a sziirke négyzetek (1-6) a kodold

exonokat jeldlik, a szamok pedig az exonok kozétti intronok méretét!!t,

3.2. HSD11B1 gén polimorfizmusok és klinikai vonatkozasuk

A HSD11B1 génben helyet foglaldé polimorfizmusok befolyasolhatjdk az enzim
aktivitasat, ezaltal a GR-hoz hozzaférhet6 hormon mennyiségét, ennek
végeredményeként pedig prereceptorialis szinten modosulhat a szoveti glukokortikoid
érzekenység. Ezt a mechanizmust kordbban Osszefiiggésbe hoztdk az elhizéssal és a
metabolikus  szindromaval'®12, Az SNP-k befolyasolhatjaAk a glukoz- és
lipidmetabolizmust!?’, és szerepet jatszhatnak az oszteopordzisi'’12812%  hipertonia
patomechanizmusaban, sét terhesség indukalta hipertoniaban is leirtak jelentéségét®0. A
glukokortikoidok mentélis statuszra gyakorolt hatdsanak modositasaval szerepet
jatszhatnak egyes pszichés korképek, ugymint Alzheimer kor, kognitiv hanyatlas™!,
illetve depresszi6'®? kialakulasaban, tovabba hatdst gyakorolhatnak a gyulladdsos reakcio

feedback mechanizmusara is™8.

Az rs12086634-es polimorfizmus a 3-as intronban, 83597-es nukleotid
pozicidban egy guanin—>timin cserébdl allo SNP. Mivel 100% kapcsoltsagban all a
szintén 3-as intron régioban elhelyezkedd, 83557-es nukleotid pozicioba beékelddd
83557insA polimorfizmussal, igy hatdsuk nem szétvalaszthato. In vivo, sejttranszfekciot

kovetden ezen polimorfizmusok hatdsara csokkent HSD11B1 expresszié volt mérhet6!%.
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Az SNP-k szerepét oszteoporozisban is leirtak, Cushing-szindromaban példaul a
hordozok korében magasabb oszteokalcin-szint volt mérhet6!®3. Bar egyes
tanulmanyokban a polimorfizmusok 6sszefliggését figyelték meg a nagyobb testtomeggel

1124,134

és inzulin rezisztencia kialakulasava , policisztas ovarium szindromaban (PCOS)

mégis az SNP-k paradox védo hatasat publikaltak obezitassal szemben, annak ellenére,

hogy hordozokban magasabb plazmaandrogén-szinteket mértek!3,

2012-ben, munkacsoportunk altal elséként leirt rs4844880 polimorfizmus®® a
Kezdetben a csontstirtiséget kedvezéen befolyasold hatasa keriilt leirdsra, hordozokban
magasabb BMD ¢és Z-score értékeket észleltek a femur nyak és lumbalis csigolyak
régidiban. A késObbiekben az SNP ritkabb eléfordulasat dokumentaltadk PCOS
betegségben szenvedOkben, mint az egészséges kontroll csoportban, és az esectleges

inzulin felszabadulast serkent6 hatasa is felmeriilt'®’.

4. Addison kor

1855-ben Thomas Addison els6ként irta le a mellékvesekéreg-elégtelenség tiinet
egylittesét, mely akkoriban haldlhoz vezetd korkép volt. Az életmentd glukokortikoid
hormonpotld terdpia csak 1949-ben valt elérhetévé, amikor is Kendall, Sarett és
Reichstein elsdként allitott eld szintetikus Uton kortizont. Bar az Addison-koérban
szenvedd betegek életmindsége tovabbra is elmarad az egészségesekétdl, varhatod
¢lettartamuk mara alig tér el az atlagpopulaciojaétol. Az 0j terapids fejlesztéseknek és a

crer

elkovetkezendo évtizedekben.

4.1. Az Addison kor etiolégiaja és tiinetei

A mellékvesekéreg-elégtelenségnek primer és szekunder illetve tercier vagy mas
néven iatrogen formajat kiilonitjiik el. Az utobbit leggyakrabban kronikus glukokortikoid
terdpia okozza, ami hosszi tavon a hipofizis kortikotrop sejtjeinek atrofiajat

eredményezi®*®. Klinikai jelentésége a glukokortikoid terapia felfiiggesztésekor keriil
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elétérbe, a szteroid készitmény hirtelen elhagydsa sulyos klinikai tiinetek
megjelenéséhez, akar Addisonos krizishez vezethet, azért a glukokortikoid terapia
leépitése csak 1épcsézetesen javasolt. A szekunder korkép kialakulasdban az egyes
hipofizist érintd6 megbetegedések jatszanak szerepet, melyek az ACTH hiany
kovetkeztében vezetnek kozvetetten mellékvesekéreg-elégtelenséghez. Erre példa a
hypophysectomia, hipofizis tumor, irradiacio, autoimmun limfocitas hypophysitis, izolalt
ACTH hiény, illetve a Sheehan-szindroma. A primer mellékvesekéreg-elégtelenség, vagy
mas néven Addison kor prevalencidja 93-140/1.000.000 lakos®*%°. A korabbi

t*41 mara ennek

évtizedekben az elsddleges patogenetikai faktor a tuberkul6zis vol
visszaszorulasaval az autoimmun adrenalitisz keriilt eldtérbe!?. Tovébbi koérokok
lehetnek: primer vagy metasztatikus tumoros megbetegedések, bilateralis
adrenalectomia, irradiadcid, hemorhagia példaul meningicoccus szepszis esetén vagy
trauma hatasara, kiilondsen velesziiletett vérzékenység vagy oralis antikoagulacio
esetében, primer mellékvesekéreg limfoma, nem tuberkulotikus infekciok vagy
disszeminalt gombainfekcio, szifilisz. Az autoimmun betegség leggyakrabban a
negyvenes éveiben jar6 korosztalyt érinti, illetve ndkben gyakoribb, mint férfiakban. A
betegség eléfordulhat dnmagédban, vagy autoimmun poliglanduralis szindroma (APS)
részeként is. Ez utobbinak két alcsoportjat kiillonboztetjiik meg: az APS1, vagy mas néven
autoimmun  poliendokrinopatia-kandidiazis-ektodermalis  disztrofia ~ (APECED,
autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis- ectodermal dystrophy,) esetében az
autoimmun adrenalitiszhez hipoparatiredzis és kronikus mukokutan kandidiazis tarsul,
ritkan egyéb betegség is eléfordulhat, ugymint kronikus hepatitisz, alopecia, anémia
perniciosa. A betegséget az autoimmun regulator (AIRE) génben (kromoszomalis
lokalizacio: 22022.3) megjelené mutaciok okozzak. APS2 esetében az Addison-koérhoz
autoimmun pajzsmirigy betegségek, gonadalis diszfunkcio, 1-es tipusu diabétesz
mellitusz és ritkabban egyéb autoimmun eltérések, példaul vitiligo, Sjégren-szindréma,
miasthenia gravis, antifoszfolipid szindroma, reumatoid artritisz és coliakia tarsulhat'*,

A hipadrénia vezetd tiinetei a fokozatosan kialakuldo gyengeség, faradtsag,
hipotenzi6 és kollapszus hajlam, hanyinger, hosszabb ideig fennallo, kezeletlen betegség
esetén testsuly-vesztés, akar anorexia, illetve hiperpigmentacidé a nyomadsnak kitett
testfeliileteken, tenyérredokben, Ujonnan szerzett sériillések gyogyult hegeiben,

szajliregben a gingiva és a bucca teriiletén. Sajnos el6fordul, hogy Addisonos krizis
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tlinetei, ugymint hipotenzié vagy akar hipovolémias sokk, akut hasi fajdalom, laz,
gyermekeknél hipoglikémia hivjak fel elsoként a betegségre a figyelmet. A tiinet egyiittes

akar — tévesen — akut hasi katasztrofara is utalhat.

5.Abra. Hiperpigmentacié Addison korban'*

4.2. Az Addison kor diagnozisa

A diagndzis alapja a klinikai tiineteken tul a jellegzetes laboratoriumi eltérések,
hyponatraemia, hyperkalaemia és metabolikus acidosis, melynek oka az elégtelen
aldoszteron termelédés, és kovetkezménye a hipovolémia illetve exsiccosis. A betegek
tobbsége esetében anémia is eldfordul. A hyperkalaemia EKG eltéréseket (kiszélesedett
QRS, csucsos T), esetleg aritmiat okozhat. Hormonvizsgalatok soran alacsony bazalis
kortizol szint észlelhetd (reggel <5 pg/dl, normal tartomany: 8-25 pg/dl), melyhez magas
plazma ACTH szint tarsul (normal tartomany: 7.2-63.3 pg/ml). A diagndzis felallitasat
tovabb segiti az ACTH-stimulacids, vagy mas néven Synacten-teszt végzése, melynek
soran 250png ACTHzi-24 intravénds adasat kovetden 0, 30 és 60 perccel mérik a plazma
kortizol szinteket. Normalis valasz esetén a kortizolszint 20 pg/dl f6lé emelkedik.
Addison-korban a glukokortikoid képzés mellett a mineralokortikoid szintézis is
elégtelen. A plazmaban alacsony aldoszteron szintet mérhetiink (normal tartomany: 3.5-

30 ng/dl) és emelkedett renin aktivitast regisztralhatunk (normaél tartomany: 0.2-2.8
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s

jatszanak szerepet. A mellékvese CT vizsgalat soran atrofiara (pl. autoimmun eredet
esetén), meszesedésre (pl. tuberkuldzisban), bilateralis bevérzésre vagy daganatattétekre
deriilhet fény. Sella MRI vizsgalat soran az egyes hipofizist érinté elvaltozasok
abrazolodhatnak, kezeletlen Addison kor esetén a hipofizis gyakran megnagyobbodik a
kortikotrop sejtek hiperplaziaja miatt.

4.3. Az Addison kor kezelése

Mind a betegség, mind az élethosszig tarté glukokortikoid hormonpd6tld kezelés
negativ hatassal bir a betegek életminéségére *8. Az Addison kor kezelésének alapja a
mineralokortikoid és glukokortikoid hormonok poétlasa. A glukokortikoid terapiat illetéen
a mai napig nincs olyan szakmai iranyelv, ami az el6irt kezdé hormon doézis, a terapia
modositasanak mikéntjét targyalja. Szintén nem ismert olyan marker, ami a terapia
hatékonysagat megfeleléen monitorozhatna.. Egészségesekben a szérum kortizol szint

diurnalis ritmust mutat, melyet szinte lehetetlen mesterségesen reprodukalni.
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6.Abra. A szérum kortizol szint cirkadian ritmusa egészségesekben (telt vonal) és szérum

kortizol koncentracio hormonp6tlé terapia sordn (szaggatott vonal) 2

A szérum kortizol szint — mivel a gyakran hasznalt immunanalitikai kortizol
mérések bemérik az exogen bevitt hydrocortisont — nagyban fiigg a hormonpo6tlas és a
mérés kozott eltelt 1d6tol, igy fals eredményt adhat, ha a beteg nem a megfeleld idében

vette be a készitményt. A 24 6rés vizelet kortizol szint forditottan aranyos a szérum
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kortizol kot6 fehérje (Corticosteroid Binding Globulin — CBG) szintjével, ez utdbbinak a
valtozasa hamisan alul- vagy tildozirozéasra utalhat. A nyal kortizol nem jol korrelal a
szérum kortizol szinttel. Az ACTH szint szintén fligg a hormonpo6tld szer bevételétdl
eltelt 1d6tol, illetve korabbi tapasztalatok azt mutatjak, hogy a szérum ACTH szint normal
tartoményba vald bedllitasa szuprafizioldgias szérum kortizol szintet eredményez, ezért
monitorozasra nem hasznaljak. A rutin gyakorlatban a terapiat szubjektiv tiinetek alapjan
szoktak moddositani, ez kiegészithetd szérum kortizol méréssel, 4 o6raval a reggeli
gyogyszerbevétel utan®. A terapias ajanlasokat illetden megoszlanak a vélemények,
melyek altalaban a betegek szubjektiv jolétén, Health Related Quality of Life kérddives

4,144-147

felméréseken , illetve a feliildozirozas mellékhatdsainak monitorozasan alapulnak

148 A felmérések eredményei szerint egyes szerzok a napi haromszori®4°

, masok a napi
kétszeri gyogyszeradagolast preferaljak 144147 Egészséges egyénekben a 24 oras kortizol
rata 4tlagosan 5.7-7.4 mg/m2/nap®®1t, per os bevitt szerekbél ez 10-12mg/m2/napnak
felel meg, vagyis 15-25 mg 6sszdozisnak. Egyszeri dozisként minimum 2.5 mg ajanlott.
Erdemes a reggeli gyogyszeradagnak a napi igény nagyobb hanyadat adni, mivel igy a
teljes napi igény csokken. Ez atlagosan 0.12 mg/ttkg'*®, bar ennél sokkal magasabb
értékeket is publikaltak (0.33 mg/ttkg/nap)?. Mivel reggel a betegek szérum kortizol
szintje a fizioldgias allapottol eltérden gyakorlatilag nulla, érdemes ébredés utan egybdl
bevenni az elsé gyogyszeradagot. Az éhomi vagy posztprandidlis allapot befolyésolja a
gyogyszer felszivodasat. Etkezéskor torténd hormonpotlas esetén a szérum kortizol
szintnovekedés jelentdsen lassabb, igy a betegeknek ajanlott 15-60 percet varni a reggeli
gyogyszerbevétel és az étkezés kozott 149, Reggelente rendszeresen faradtsag esetén,
hajnali 3-kor extra 5 mg-t hydrocortisone bevétele javasolhatd, de ennek hatékonysaga
nem bizonyitott 2. Varhato fizikai vagy szellemi megterhelés, stressz eldtt egyesek
ajanljék plusz 5-10 mg hormon bevitelét!>2, de ez hossz tivon, napi szinten nem ajanlott,
mert a tilzott hormonbevitel nem kivant mellékhatasokat eredményezhet (abdominalis
elhizas, magasabb szérum lipid szintek, karosodott glukdz tolerancia, hipertonia,
oszteoporozis, Cushingoid tiinetek). Terhesség utolso trimeszterében a hydrocortisone
hormonpotld dozis igény novekszik, a kordbbi 6sszddzis 50%-kal emelendd. Valtott
miiszakban dolgozo betegek esetében a felkeléshez kell adaptalnia a terapiat °2. A terapia
beallitasa soran figyelembe kell venniink a betegek altal szedett egyéb gydgyszereket is,

mivel szamos gyogyszerinterakcio moddosithatja a glukokortikoidok hasznosulasat. A
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rifampicin példaul ndveli a kortizol clearence-t, igy alkalmazdsa esetén a napi
hydrocortisone adag duplazandd. Szintén a napi hydrocortisone adag novelése sziikséges
ketokonazol, barbituratok, etomidat, sunitinib, fenitoin és karbamazepin terapia esetén,
mivel ezek gatoljak a kortizol képzését és ndvelik a kortizol metabolizmusat. A kortizol
metabolizmusban szerepet jatszo CYP3A4 enzimet gatolja a ritonavir, fluoxetin,
diltiazem ¢és a cimetidin, igy ezek a gyogyszerek alkalmazasa hydrocortisone potlasban
részesiilo betegekben noveli a szérum kortizol szintet. A mitotan indukalja a CYP3A4
enzimet ¢és noveli a CBG szintet, ezért mitotan kezelésben részesiilé betegeknél a napi
hydrocortisone adag kétszeresét vagy haromszorosat kell alkalmazni®?, amennyiben a
beteg hydrocortisone hormonszubsztiticidra szorul. A betegek részletes krizis prevencios
oktatasban vesznek részt, melynek fontos része az infekcidok korai felismerése, ennek
megfelelden a hormonpotld dozis kétszerezése vagy haromszorozasa 1°2. Napjainkban
tobb 1j készitmény all fejlesztés alatt, melyek szérum szintje sokkal inkabb megkdzeliti
a fiziologiasan mérhet6 szérum kortizol szintet. Idealisabb szérum glukokortikoid szintet
biztositanak a moddositott ill. kettds felszabadulast, elhuz6dé hatasti hydrocortisone

komponenst tartalmazo készitmények!>31°8

, 1ll. az inzulin pumpa mintdjara kifejlesztett
folyamatos subcutan kortizol infiziés pumpal®>1%° A leglijabb terapias torekvések a
betegség lefolydsdnak modositasat célozzédk, iim. a B-lymphocyta deplécids terapia

1161

rituximab segitségével ™, illetve a még meglévé mellékvesekéreg sejtek indukcidja

Synacten terapiaval®®?,

A glukokortikoidok mellett elengedhetetlen a mineralokortiokoid-potlas is. A
klinikai gyakorlatban a fludrokortizon alkalmazasa terjedt el, napi 0.05-0.2 mg dozisban
2 részre osztva. Fontos a terapia monitorozasa, a betegek szubjektiv kozérzetén kiviil
ebben segitséglinkre lehet a vérnyomas, a szérum ionszintek és a plazma renin akivitas
(PRA) rendszeres ellendrzése. Elégtelen terdpia esetén faradékonysag, gyengeség,
hipotonia, hyponatraemia, hyperkalaemia és magas plazma renin aktivitas észlelhetd, mig
a tulzott mineralokortikoid bevitel hipertoniat és ezzel kapcsolatos panaszokat (pl.
fejfajas), hypernatraemiat, hypokalaemiat €s szupprimalt plazma renin aktivitast

eredményezhet.
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Il. Célkituzések

Munkédm soran a glukokortikoid receptor és a prerecptoridlisan a glukokortikoid
hormonhatéast befolyasolé 11-B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim genetikai
mellékhatdsok megjelenésére a Semmelweis Egyetem II. szam Belgyogyaszati
Klinikajan gondozott Addison koéros betegek csoportjaban.

Célul tuztem ki:

1. Az irodalmi adatok alapjan leggyakrabban vizsgalt glukokortikoid receptor
polimorfizmusok (Bcll,, N363S ¢és A3669QG), illetve a HSD11B1 gén két
polimorfizmusanak (rs12086634 ¢és a munkacsoportunk altal els6ként leirt
rs4844880) allélgyakorisag-vizsgalatat, illetve ennek Osszehasonlitdsat a
nemzetkozi irodalomban kozoltekkel

2. A vizsgalt polimorfizmusok hordozoi stidtuszanak és a klinikai paraméterek
Osszefliggéseinek leirdsat, az SNP-k a hormonpo6tld terapia kapcsan felmeriild
mellékhatasok megjelenésének tanulmanyozasa céljabol

3. Az SNP-k hordozasa illetve a betegség id6beli megjelenése kozotti Osszefliggés
vizsgalatat az esetleges hajlamosito tényezdk felderitése érdekében

4. A polimorfizmusok hormonpotld dozisigényt befolyasolo szerepének felderitését,
az egyénre szabott terapia kialakitdsakor egy tovabbi szempont felallitdsa
érdekében

5. A HSD11B1 polimorfizmusok hordozasanak csontanyagcserét befolyasold
hatasanak leirasat

6. A HSD11B1 polimorfizmusok metabolikus paramétereket befolyasold hatasanak
szeparalt vizsgalatat dexamethasont szedd ¢s nem szedd Addison koros
betegekben, tekintettel arra, hogy a 11-B-HSD enzim 2-es tipusa a hydrocortisone
aktiv bontasaval szemben a dexamethasont nem oxidalja

7. Az rs4844880 polimorfizmus csontanyagcserére gyakorolt hatdsanak vizsgalatat
szeparaltan 50 év feletti és alatti, néi betegcsoportban annak felderitése
érdekében, hogy a menopauza okozta hormonadlis valtozdsok megvaltoztatjak-e

az SNP klinikai paramétereket modositd hatasat
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8. A GR gén vizsgalatdit egy a Semmelweis Egyetem Il.szdmu Belgyodgyaszati
Klinikajan diagnosztizalt és kezelt, 31 éves, Chrousos szindromas nébeteghen, a

mutaciohoz tarsuld genotipus-fenotipus 0sszefiiggések dsszegezése érdekében.
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I1l. Modszerek

1. Vizsgalt beteg- és kontroll csoport

Munkdm sordan a Semmelweis Egyetem II. sz. Belgyogyaszati Klinik4jan
diagnosztizalt és kezelt Addison kéros (n=68) betegeket vizsgaltam. A kutatas elvégzését
a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte. A kutatds Osszes résztvevoje
(mind a betegek, mind az egészséges kontrollcsoport) tajékoztatast kovetden beleegyezé
nyilatkozatot irt ala. A vizsgalt betegcsoportban a primer mellékvesekéreg-elégtelenség
oka autoimmun adrenalitisz, az egyéb okbdl glukokortikoid hormonpoétlasra szoruld
betegek (kongenitalis adrenalis hiperplazia, mellékvesekéreg tuberkul6zis, szarkoidozis,
amiloido6zis, hemokromatdzis, malignus vagy hematologiai megbetegedések, mellékvese
hemorrhagia) adatai nem keriiltek feldolgozasra, illetve izolalt ACTH hidny, vagy mas,
hipofizist érinté korkép sem meriilt fel a laboratériumi adatok alapjan. A diagndzis
Klinikai tiineteken (faradtsag, hiperpigmentacio, gyengeség, hipotenzid, sulyvesztés és
gasztrointesztinalis panaszok), elektrolit eltéréseken (hyponatraemia, hyperkalaemia)
alapul, melyet tovabbi laboratoriumi vizsgalatok erdsitettek meg: alacsony szérum
kortizol szint, mely Synactennel végzett stimulacié hatdsara sem mutat kell6 emelkedést.
A diagnoziskor mért plazma ACTH szintrdl 56 beteg esetében voltak elérhetfk az adatok
(12 beteg diagnozisa évtizedekkel ezeldtt sziiletett meg, ebbdl az idészakbol nem allnak
rendelkezésre laboratoriumi adatok), ezeknek mindegyike meghaladta a referencia
tartomany fels6 hatarat (1381+1523 pg/ml), alatamasztva a primér mellékvesekéreg-
elégtelenség diagndzist. A diagnoziskor mért 21-hidroxilaz ellenes antitest szint
eredményei csak 5 esetben alltak rendelkezésre, ezek erds pozitivitdst mutattak. A
betegeket a terapia szempontjabol harom csoportra bontottam: hydrocortisont
monoterapiaban (n=34), hydrocortisont és prednisolont (n=4), illetve hydrocortisont €s
dexamethasont (n=30) szed6 csoportokra. Mivel a dexamethason napjainkban mar nem
része a korszerli terapia kialakitdsanak, igy foként azoknal a betegeknél jellemzd, akiknek
a diagnozisa még évtizedekkel ezelOtt sziiletett meg (a legrégebbi 1968-ban), és az akkori
terdpia részeként szedett esti, hosszii hatasti dexamethason elhagyasakor reggelente
faradtsag, gyengeség, fejfajas, hanyinger jelentkezett esetiikben, ezért a dexamethason

terapia fenntartasat igényelték.
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jellemzdi
Klinikai jellemzék Addison koros Egészséges kontroll Egészséges kontroll
betegek (n=68) csoport 1. (n=160) csoport I1. (n=250)

Eletkor (év), 4tlag £SD 53+17 52.7+14.7 473+15.3
Nem

N6 47 111 250

Férfi 21 49 0
BMI (kg/m?), 4tlag +£SD 27.745.7 26.1+4.4 NA
Ossz. hydrocortisone ekvivalens 29.98+7.6 NA NA
szubsztiticids dozis (mg/nap), atlag +SD
Testtomegre korrigalt szubsztitiicids 0.34+0.13 NA NA
dozis (mg/kg/nap), atlag +SD
Dexamethasont szed6k 30/68 NA NA
Vérnyomas-csokkentd terapia 23/68 NA NA
Antidiabetikus terapia és/vagy magas 15/68 NA NA
¢homi vércukorszint
Koleszterin-csokkentd terapia és/vagy 6/68 NA NA
magas se. koleszterin szint
RBC (T/1), atlag+SD 4.7+0.57 NA NA
Hb (g/1), atlag+SD 139.8+14.78 NA NA
Ht, atlag+SD 0.41+0.04 NA NA
Ehomi vércukorszint (mmol/l), atlag+SD 4.99+1.75 NA NA
Se. koleszterin (mmol/1), atlag+SD 5.3+1.25 NA NA
Tg (mmol/l), atlag+SD 1.8+1.15 NA NA
LDL (mmol/l), atlag=SD 3.1£1.06 NA NA
HDL (mmol/l), atlag=SD 1.38+0.46 NA NA

NA — nem alkalmazhatd, BMI — body mass index/testtomeg index, RBC — red blood cell mass/ vorosvértest
szam, Hb — hemoglobin, Ht — hematocrit, Tg — triglicerid, LDL — low density lipoproteine koleszterin, HDL

— high density lipoproteine koleszterin

Azok a betegek, akik egyéb okokbdl (pl. reumatoid arthritisz) tovabbi szteroid
terapidban  részesiilnek, vagy a hydrocortisone metabolizmusat befolyasolo
gyogyszereket szednek (Id. 5.4.2. fejezet, gyogyszerinterakciokrol szold rész) nem
keriiltek be a vizsgalati csoportba.

A glukokortikoid receptor gén polimorfizmusok vizsgalatdhoz egy 160 fos, a
HSD11B1 SNP-k vizsgélatahoz egy 250 f0s, egészséges, hazai populaciobol szarmazd
kontrollcsoportot hasznaltam. Endokrin megbetegedés nem szerepelt csoportok
résztvevoinek anamnézisében. A beteg- és kontrollcsoportok adatait az 2. Tablazat

tartalmazza.

41



DOI:10.14753/SE.2018.2190

2. Klinikai és laboratoriumi paraméterek
A betegek esetében regisztralasra keriiltek a metabolikus statusz megitélése
céljabol sziikséges antropometriai paraméterek, ugymint ¢letkor, magassag (cm),
testtomeg (kg), illetve az utodbbi kettdbdl szamitott testtomeg index (body mass index,
BMI).

testtomeg (k
BMI g (kg)

~ testmagassag (m)?

Tovabba rogzitettem a betegek ¢letkorat a betegség kezdetekor, a testtomeg valtozasat a
terapia soran (kg/év), a glukokortikoid hormonpotldé doézist hydrocortisone ekvivalens
értékben megadva (mg/nap), illetve ez utdbbit a testtomegre korrigalva (mg/ttkg/nap). A

hydrocortisone ekvivalens értékek szamitasakor az alabbi tablazatot vettem figyelembe:

Készitmény Hatoanyag Kiszerelés Hydrocortisone ekvivalens
neve (mQ) dozis (mg)
Prednisolon prednisolone 5 4
Dexamethason dexamethasone 0.5 25
Oradexon dexamethasone 0.5 25
Medrol methylprednisolone | 2-4-8-16-32 5
Polcortolon triamcinolon 4 5
Bethamethasone bethamethasone 0.5 25

Feljegyeztem a betegek altal szedett egyéb, a metabolikus statuszt befolyasolo
gyogyszereket (antihipertenziv, koleszterincsokkentd, antidiabetikus terapia), illetve
hormon  készitményeket (pajzsmirigy-, novekedési-, illetve nemi  hormon
szupplementacid). Azoknak a betegeknek, akik pajzsmirigy hormonpotld terapiaban

részestiltek, a TSH értékiik a referencia tartoméanyban volt.

A laboratdriumi és hormon vizsgélatokhoz éjszakai ¢éhezést kovetden a betegeknél
reggel 8 és 9 ora kozott tortént vérvétel periférias vérbol. A mérések a Semmelweis
Egyetem Kozponti Laboratoriumaban toténtek. A kovetkezd adatok keriiltek

Osszegyljtésre: vérkép (Advia 2120, Siemens, Németorszag), maj-és vesefunkcids
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paraméterek, szérum glilkéz, koleszterin, triglicerid, LDL-koleszterin és HDL-
koleszterin szintek (AU 5800, Beckman Coulter, USA), plazma- , nyal- és vizeletkortizol,
plazma ACTH, szérum 6sztradiol, progeszteron, nemi hormont kot6 fehérje (sex hormone
binding globulin, SHBG), tesztoszteron, luteotrop hormon (LH), follikulus-stimulald
hormon (FSH), tireoidea stimulaldo hormon (TSH), szabad tiroxin (free thyroxin, fT4),
prolaktin és nodvekedési hormon (growth hormone, GH) koncentraciok
(elektrochemiluminescens immunoassay, Cobas E411, ROCHE, Indianapolis; Architect
System, Lisnamuck, Longford, Ireland; IDS-iSYS, Immunodiagnostic Systems Ltd,
Boldon, England), szérum dehidroepiandroszteron szulfat (DHEAS) és androsztendion

koncentratiok (radioimmunoassay, Beckman Coulter Brea, California, USA).

3. Csontsiiriiség mérés

A csont asvanyi anyag siriiségének mérése DEXA modszerrel tortént (QDR
4500C, Hologic Inc., Waltham, MA, USA; Software version 9.03) femur nyak és a
(bone mineral density, BMD, g/cm?), amit &sszehasonlitva az azonos nemi, fiatal
populacid csucs-csontstirliségével, €s az ettdl valo eltérés alapjan keriilt meghatarozasra
a régidkhoz szoérasegységben szamitott T-score értékeket. Szintén szdmitdsra keriilt az
életkor- és nem-specifikus atlagtol vald, szorasegységben kifejezett eltérés (Z-score). A
mérésekhez a gyartd altal megadott referencia értékek keriiltek felhasznalasra. A kapott
adatokat Osszehasonlitva a betegek azonos gépen mért kordbbi eredményeivel

kiszamitottam az éves BMD, T- és Z-score valtozast.

4. Molekularis biolégiai modszerek
4.1. DNS izolalas
A DNS izolalast periférias vérmintakbol végeztem a Kereskedelemben
forgalmazott kit-ek segitségével (DNA Isolation Kit for Mammalian Blood, ROCHE
Gmb Basel, Svijc; Qiamp DNA Blood Kit, Qiagen, USA). A DNS mintédkat a

felhasznalasig -80°C-on taroltam.
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4.2. Allél specifikus PCR reakcio

A Bcll. és N363S polimorfizmusok vizsgalatdhoz allél specifikus PCR reakciot
alkalmaztam. Az amplifikacidhoz a Bcll. polimorfizmus esetében az alabbi primereket
hasznaltam:
forward (F): 5>-GAGAAATTCACCCCTACCAAC-3’
reverz (R): 5’-AGAGCCCTATTCAAACTG-3’
vad forvard (VF): 5’-CAATTCCTCTCTTAAAGAGATT-3’
muténs reverz (MR): 5’-GACAAGTTATGTCTGCTGATG-3’

(Invitrogene Life Technologies, Glasgow, UK)

A reakciot ThermoCycler (ProFlex PCR System, ThermoFisher Scientific, USA)
segitségével végeztem, 25ul-es végtérfogatu PCR elegyen, mely tartalmazott 0.3umol/l-
t minden felsorolt oligonukleotid primerb6l, 10mmol/l Tris—HCI-t, 2.5 mmol/l MgCI2-t,
50 mmol/l KCI-t, 0.2 mmol/l deoxinukleotid trifoszfatot, 0.5U Taq polimerazt
(2xImmoMix, Bioline, UK) és 5% glicerolt. A program egy 7 perces denaturacioval
kezdddik 95°C-on, majd ezt egy 3 1épcsébdl alld, 38 ciklusos fazis koveti: 95°C, 56°C és

72°C 45-45 masodpercig, és végiil egy 10 perces, 72°C-on torténd extenzio zarja le.

Az N363S polimorfizmus vizsgéalatakor a kovetkezd primereket alkalmaztam:
2/4 F: 5’>-CCAGTAATGTAACACTGCCCC-3
2/4 R: 5’>-TTCGACCAGGGAAGTTCAGA-3’
363-MR: 5’-ATCCCTGGCACCTATTCCAAC-3’

(Invitrogene Life Technologies, Glasgow, UK)

A reakciét a Bcll. polimorfizmusndl leirt berendezés segitségével végeztem a
munkacsoportunk altal kordbban kidolgozott protokoll szerint, 50ul-es végtérfogata, a
Bcll. polimorfizmusnal részletezett dsszetételli PCR elegyen. A program egy 5 perces
denaturacioval kezdédik 95°C-on, majd ezt egy 3 1épcsdbol allo, 34 ciklusos fazis koveti:
95°C, 61°C és 72°C 1-1 percig, és végiil egy 10 perces, 72°C-on torténd extenzid zarja le.
Az amplifikdlt DNS szakaszokat a Bcll. polimorfizmus esetében 2%-0s, az N363S
polimorfizmus esetében 3%-os agar6z gélen, gélelektroforézis segitségével valasztottam

szét, és ethidium-bromid segitségével, ultraibolya transzilluminator alatt vizualizaltam.
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Py P

7. Abra. A Bcll. polimorfizmus vizsgalata, allél specifikus PCR reakciot kdvetéen az
eredmények gélektroforetikus értékelése: a marker mellett (1. oszlop) pozitiv kontrollként
egy homozigota mutans (GG) minta, mellette negativ kontrollként egy homozigéta vad
(AA) genotipusu minta lathat6. Mellette balrél jobbra két heterozigota minta (AG)
lathatd, melyek esetében a vad és mutans allélokat jel6l6 mindkét sav megtalalhato. Ezt

kovetden a felvitt mintak genotipusa: GG-AG-AA-AG-AG-AA-AA-GG-AG-AA-AG

4.3. Valos idejii (real time) PCR reakcio

A glukokortikoid receptor gén 9-es exonjan taladlhaté A3669G és a HSD11B1
génjében fellelhetd rs12086634 és rs4844880 polimorfizmusok vizsgalatahoz valos ideji
PCR reakciot hasznaltam, gyarto javaslatanak megfeleléen, 7500 Fast Real-Time PCR
System gépen (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, California, USA),
Tagman SNP Assay segitségével (Applied Biosystems). Az eljards lényege, hogy az
SNP-k helyének megfeleleléen a vad és mutans nukleotid szekvenciahoz két kiilonb6zo,
fluorofor festékkel (jelen esetben FAM és VIC) jelolt proba kothet be, melyeket a gyarto
altal elkészitett reakcidelegy tartalmaz. Az SNP hordozasa, illetve nem hordozésa (vad
tipus) esetén a reakcid soran a két proba egyike kot be, a fluorofor festék felszabadul a
gatlas alol és floureszcens jelintenzitast bocsat ki, mely a PCR termék mennyiségével
aranyos ¢s mérhetd, az ido fliggvényében megjelenithetd, grafikonon abrazolhato.
Homozigéta vad tipus esetén csak az egyik (jelen esetben FAM) festék intenzitasa
mérhetd, homozigdta mutans genotipus esetén a masik festék (VIC) ad jelintenzitast,

heterozigota hordozoi statusz esetén pedig mindkét festék jelintenzitasa detektalhato.
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8.Abra. Az A3669G polimorfizmus vizsgalata real timePCR segitségével. Az els6 dbran
egy heterozigdta hordozd minta lathato, a vizsgalat soran a FAM-mal és VIC-kel jelolt
vad és mutans allélek egyarant és egy idében adtak jelintenzitést. A jobb oldali dbran egy
homozigota vad genotipusu minta mérése eredménye lathato, csak a FAM-mal jelolt vad

tipust allél adott érdemi jelintenzitést.

A genotipizalashoz az aldbbi probédkat hasznaltam:
rs12086634: FAM-al jelolt proba: 5-GATTTCTTAATATAGCCATCTCTTG-3’
VIC-el jelolt proba: 5’-GAATGGGAAAGGTATCAACCCCAGA-3’
rs4844880: FAM-al jelolt proba: 5°-TAGTACCTGACCAACAGTAAATACC-3’
VIC-el jelolt proba: 5’-GAGCATTTCAATGGTGTTTTTATTC-3’

A program paraméterei a kovetkezOk voltak: 2 perc 50°C-on, majd egy 10 perces
denaturécio 95°C-n, ezt egy 2 Iépcs6bdl allo, 40 ciklusos fazis koveti: 95°C 15
masodpercig és 60°C 1 percig.

4.4, Direkt DNS szekvenalas

crer

mutaciok felderités céljabol direkt DNS szekvenaldssal hataroztam meg. Elsé 1épésben
PCR-t végeztem, melyhez a Koper és munkatarsai altal leirt eredeti forvard és reverz
oligonukleotid primereket hasznaltam?®. A reakciét ThermoCycler (ProFlex PCR
System, ThermoFisher Scientific, USA) segitségével végeztem, 50ul-es végtérfogath

PCR elegyen, mely tartalmazott 0.3umol/lI-t minden felsorolt oligonukleotid primerbdl
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(Invitrogene Life Technologies, Glasgow, UK), 10mmol/l Tris—HCI-t, 2.5 mmol/Il
MgClI2-t, 50 mmol/l KCI-t, 0.2 mmol/l deoxinukleotid trifoszfatot, 0.5U Taq polimerazt
(2xImmoMix, Bioline, UK) és 5% glicerolt, ennek segitségével 100 ng mennyiségii DNS
mintat amplifikaltam. A program egy 10 perces denaturacioval kezdédik 95°C-on, majd
ezt egy 3 1épcsdbal allo, 35 ciklusos fazis koveti: 95°C, 60°C és 72°C 45-45 masodpercig,
¢és végiil egy 10 perces, 72°C-on torténd extenzid zarja le. Az igy kapott PCR termékeket

1%-o0s agar6z gélelektroforézis segitségével vizualizaltam, majd a terméket kivagtam ¢és

tisztitottam (DNA extraction kit, VViogene, New Taipei City, Taiwan).

9.Abra. A GR gén direkt szekvenalasa soran a PCR reakciot kovetéen az eredmények
gélektroforetikus értékelése (bal oldali kép, 5-9 exonok), termék kivagasa (kdzépso kép),
majd tisztitast kovetden a termékek ismételt gélektroforetikus ellenérzése (jobb oldali

kép)

Az igy nyert terméket BigDye Terminator Cycle-Sequencing Kit segitségével (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems) késziiléken
szekvenaltam, ezt kovetden gél-filtracio segitségével tisztitottam (NucleoSEQ),

Macherey-Nagel, Diiren, Germany).
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10.Abra. Direkt DNS szekvenélas sorany nyert kromatogram képe

5. Statisztikai modszerek

Az allélfrekvencidk eloszlasanak vizsgalatakor Chi-négyzet és Fischer tesztet
alkalmaztam. A GR és HSD11B1 polimorfizmusok és a folyamatos valtozok
atlagainak Osszefiiggéseinek vizsgalatakor egy utas ANOVA-t hasznaltam SPSS
statisztikai program segitségével (IBM SPSS Statistics version 19.0, IBM Corp.,
Armonk, New York, USA). A statisztikai probak erejének ellen6rzésé céljabol power
analizist  alkalmaztam egy online elérhetdé  algoritmus  segitségével

(https://www.dssresearch.com/Knowledge  Center/toolkitcalculators/  statistical

powercalculators.aspx). P<0.05 és power>80% értékeket tekintettem szignifikansnak.

6. Hdarom dimenzios protein modellezés

A GR génben beazonositott variansnak a fehérjeszerkezetre gyakorolt hatasanak
vizsgalatara molekula modellezést és analizist az UCSF Chimera package segitségével
végeztiink. A GR ligandko6té domén koordinatait a 4UDC PDB strukturabol nyertiik. Az

eredmények részletes bemutatasat az Eredmények megfeleld fejezetében részletezem.
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IV. Eredmények

A genotipus eloszlas minden vizsgalt polimorfizmus esetében megfelelt a Hardy-
Weinberg egyensulynak. A vérnyomas értékekkel, szérum koleszterin- és triglicerid
szintekkel, plazma gluko6z koncentraciokkal nem mutattak 6sszefliggést a vizsgalt GR és
HSD11B1 SNP-k. Szintén nem volt dsszefliggés a hordozoi statusz és az alkalmazott
antihipertenziv, antidiabetikus és lipidcsokkentd terapia gyakorisdga kozott. Az egy utas
ANOVA teszt soran (polimorfizmusok és a folyamatos valtozok atlagai kozotti
Osszefiiggés vizsgalata) kapott p értékeket az 3. Tablazat tartalmazza. Power analizist
kovetéen a szamos szignifikans eredmény koziil csak néhany bizonyult megfeleld

erdsségiinek.
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3. Tablazat. A GR és HSD11B1 polimorfizmusok illetve az antropometriai, laboratoriumi paraméterek és a hormonp6tlo dozis kozotti

Osszefliggés vizsgalata sordn nyert p értékek egy utas ANOVA segitségével, Addison koros betegekben

Paraméter HSD11B1 SNP-k GR SNP-k
rs12086634 rs4844880 Bcll. N363S A3669G
datlagtszords p dtlag+szords p dtlagtszords p dtlagxszords p dtlagtszords p
Hordozo Nem Hordozo Nem Hordozo Nem Hordozo Nem Hordozo Nem
hordozo hordozo hordozo hordozo hordozo
BMI (kg/m?) 25.79 26.84 0.49 29.98 2511 | 0.002* 23.92 28.13 0.007* | 3019 26.2 0.073 26.9 26.6 087
+5.3 +5.2 +3.7 +5.2 +3.92 +5.2 +4.7 +5.1 +4.4 +5.7

Eletkor a 396 381 0.83 4367 36.6 0.064 36.6 39.1 0.29 409 382 051 345 4105 | 0.04*
betegség +13.7 £12.5 7.0 +13.4 +134 £11.9 +57 +13.6 +12.2 £124
kezdetekor
Tests(lly— 2.75 7.85 0.42 175 4.05 0.020* 2.83 8.33 0.24 13.3 5.9 0.28 75 6.4 0.81
valtozas (kg/év) +11.9 +10.9 +9.9 +9.95 +9.6 +11.9 +11.5 =11 +11.3 +11.3
Hydrocortisone 27.69 24.13 0.24 22.17 25.8 0.22 26.89 24.16 0.08 24.7 25 0.88 25.9 24.4 0.41
ekvivalens +10.7 +6.1 +4.8 +8.3 +9.5 +5.7 +6.5 +7.8 +6.8 +8.1
hormonpétlé
dozis (mg/nap)
Testtomegre 04 0.32 0.14 0.278 0.371 0.018* 0.395 0.313 0.035* 0.33 0.35 0.68 0.33 0.35 0.63
korrigzilt +0.19 +0.1 +0.06 +0.14 +0.17 +0.08 +0.06 +0.14 +0.09 +0.15
hormonpétlé
dozis
(mg/kg/nap)
Ehomi 4,97 51 0.86 491 505 0.59 451 556 0.8 516 503 0.85 491 514 0.66
vércukorszint +1.3 +2.3 +0.9 +2.3 +1.2 +2.6 +1.3 +2.2 +1.1 +2.5
(mmol/l)
Se. koleszterin 4.35 474 0.49 5.33 452 0.49 5.15 4.36 0.94 5.03 4.49 0.62 4.7 4,63 0.21
(mmoI/I) +1.9 +2.3 +1.8 +2.2 +1.6 +2.5 +2.7 +2.1 +1.8 +2.4
Se. trig“cerid 1.1 1.38 0.54 1.83 1.18 0.17 11 1.46 0.066 18 1.2 0.11 1.34 1.28 0.31
(mmol/l) +0.72 +1.21 +1.1 +1.1 +0.7 +1.3 +1.9 +0.9 +0.97 +1.18
Plazma ACTH a 1118 1477 0.45 1622 1345 0.58 1734 1099 0.145 893 1475 0.29 1944 984 0.02*
diagnéziskor +1089 +1676 +1837 +1442 +1884 +1143 +669 +1625 +478 +144
(pg/ml)
Denzitas az FN 0.74+0.11 | 0.76x0.1 | 0.012 | 0.8%0.15 | 0.75:0.11 | (.92 | 0.741x0.108 | 0.7650.1 001 | 0.76£0.05 | 0.76+0.12 | 0.89 | 0.76x0.11 | 0.76x0.12 | (.95
régiéban
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Paraméter HSD11B1 SNP-k GR SNP-k
rs12086634 rs4844880 Bcll. N363S A3669G
dtlagtszords p dtlag+szords p dtlagtszords p dtlagxszords p dtlagtszords p
Hordozo Nem Hordozo Nem Hordozé Nem Hordozo Nem Hordozé Nem
hordozé hordozo hordozé hordozo hordozo
EVGS denzitas 0.009+0.03 | 0.003+0.02 0.41 0.003+0.013 | 0.006+0.02 0.6 0.0013+0.019 | 0.008+0.019 0.37 0.005+0.01 | 0.006+0.02 0.65 0.005+0.02 | 0.005+0.02 0.95
valtozas az FN
régioban
Denzitas az LS 0.94+0.15 0.86+0.19 0.1 0.94+0.14 0.89+0.2 0.31 0.948+0.137 0.842+0.208 0.048 0.82+0.08 0.09+0.2 0.42 0.83+0.25 0.93+0.14 0.11
régioban
Eves denzitas -0.01+0.02 0.01+0.03 0.051 0.024+0.03 0.001+0.03 | 0.017* | -0.005+0.018 | 0.014+0.038 0.12 0.0+0.03 0.007+0.03 0.71 0.022+0.04 - 0.019
valtozas az LS 0.004:0.02
régioban
T-score az FN -1.13+0.89 -1.0+0.77 0.002 -0.57+1.3 -1.1+0.85 0.82 -1.15+0.85 -0.96+0.79 0.002 -1.02+0.18 | -0.96+1.01 0.97 -1.0+£0.8 -0.94+1.03 0.82
régioban
Eves T-score 0.07+0.22 | -0.13+0.11 | .28 | 0.005+0.06 | 0.006+0.11 0.66 -0.005+0.104 | 0.011+0.102 | (.82 | 0.009+0.12 | 0.013+0.16 | .98 | 0.008+0.1 | 0.001+0.1 | Q.79
valtozas az FN
régiéban
T-score az LS -0.78x1.4 | -159+1.1 | 0.017 | -148+13 -1.2+413 0.32 -0.96+1.19 -1.54+1.3 0.038 | -1.9+0.65 -1.2+13 0.2 -1.6+1.2 -0.97+1.4 | 0.13
régiéban
EVES T-score -0.06+0.15 0.056+0.2 0.14 0.22+0.23 -0.03+0.13 | 0.005* -0.008+0.14 0.049+0.22 0.44 0.007+0.31 | 0.026+0.18 0.86 0.1+0.23 -0.27£0.15 | 0.067
valtozas az LS
régiéban
Z-score az FN -0.2+0.87 -0.11+0.77 | 0.001 0.23£1.4 -0.098+0.8 0.78 -0.25+0.7 0.029+0.84 0.001 0.07+0.72 -0.08+0.97 0.8 -0.13+0.84 0.06+0.99 0.52
régiéban
EVES Z-score 0.12+0.21 0.046+0.12 0.25 0.054+0.1 0.076+0.17 0.65 0.043+0.16 0.087+0.15 0.46 0.039+0.1 0.073+0.16 0.71 0.08+0.17 0.06+0.15 0.78
valtozas az FN
régioban
Z-score az LS 0.12£094 | -0.72+13 | 0.026 | -0.77x1.4 | -0.35t12 0.19 | 0.08L1.09 | 474,12 | 0.013 | -077£105 [ -0.41£13 | 044 | -0.78x1.4 | -014=11 | 0.11
régioban
Eves Z-score -0.12+0.18 | -0.07+0.13 | 9.01* | 0.26+0.22 | -0.003+0.1 | 0.003* | 0.035+0.13 0.073+0.22 0.58 0.043+0.3 | 0.056+0.17 | (.87 | 0.155+0.22 | -0.006+0.1 | 0.019
valtozas az LS
régiéban

BMI-testtomeg index (body mass index), RBC-vorosvértest szam (red blood cell mass), Hb-hemoglibin, Ht-hematocrit, LDL-low density

lipoproteine, FM-femur nyak régio (femoral neck), LS-1V-V lumbalis csigolya régio (lumbal spine), * p<0.05 és power>80%; a félkovér betiivel

kiemelt értékek szignifikansak, de a power analizis 80%-nal kisebb értéket mutatott.
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1. GR polimorfizmusok hatdsai

a. Bcll. polimorfizmus
A 2. intronikus régioban elhelyezkedd Bcell. polimorfizmus allélfrekvencidja nem tért el
a beteg- és kontrollcsoport kozott. Az SNP szignifikans Gsszefliggést mutatott a testtomeg-
index-szel (BMI, kg/m?). Homozigota hordozok esetében a BMI szignifikansan magasabb volt,
mint a heterozigota genotipussal rendelkezk esetében (p=0.007, power: 100%,). Emellett a
homozigota hordozdk hydrocortisone ekvivalensre szamitott napi szubsztiticids hormondozisa
szignifikansan kisebb, mint a heterozigbta hordozoké vagy a vad genotipusi betegeké

(p=0.002, power: 98.9%). Az alabbi dsszefiiggéseket az 11. Abran szemléltettem.

Panel A Panel B
P=0.007
40 32,'55 P 0.002
30 28,15 23,92 mCC =0

20 - CG 20 - —113— mCC
B GG
10 ~ l
10 . MGG
O 1
O —

11. Abra. Az atlagos testtomeg-index (BMI, kg/m?) (Panel A) és ossz. hydrocortisone

ekvivalens szbsztitucidos dozis (mg/map) (Panel B) dbrazolasa homozigota vad (CC),
heterozigota (CG) és homozigdéta mutans (GG) Bcell polimorfizmust hordozok esetében,

Addison-koros betegekben

b. N363S polimorfizmus
Az N363S polimorfizmus allélfrekvencija szignifikdnsan magasabbnak bizonyult az
Addison-koros betegcsoportban, mint a kontroll csoportban (8.0% vs. 3.1%; p=0,019). A

vizsgalt polimorfizmusok allélgyakorisagat a 4. Tablazatban tiintettem fel.
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4. Tablazat. A vizsgalt GR és HSD11B1 polimorfizmusok genotipus megoszlasa és
allélgyakorisdga Addison koros betegekben ¢s a kontroll csoportokban.

Addison-koros betegek (n=68) | Egészséges kontroll csoport
(n=160 és n=250)
esetszam | allélgyakorisag (%) | esetszam | allélgyakorisag (%)
Bcll. 26.4% 35%
CcC 36 62
CG 28 82
GG 4 16
N363S 8.0%0* 3.1%
AA 57 150
AG 11 10
GG 0 0
A3669G 19.1% 22%
AA 42 100
AG 26 48
GG 0 12
rs12086634 13.9% 17.5%
GG 50 86
GT 17 40
TT 1 3
rs4844880 14.7% 18.2%
TT 50 167
TA 16 75
AA 2 8

*: p<0,05 Chi négyzet vagy Fischer teszt alkalmazéasaval
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c. A3669G polimorfizmus
Az A3669G polimorfizmus allélfrekvencidja nem tért el a beteg- és kontrollcsoport
kozott. Erdekes eredmény, hogy a betegség hordozok korében szignifikdnsan korabbi
¢letkorban jelentkezett, mint nem-hordozok esetében (34.5+£12.2 vs. 41.05+£12.35 év, p=0.04,
1. Tablazat) fiiggetleniil a tobbi SNP hordozoi statuszatol. Emellett a polimorfizmust hordozok
esetében szignifikdnsan magasabb volt a diagndziskor mérhetd plazma ACTH szint a nem-

hordozokhoz képest (1944+478 vs. 984+144 pg/ml, p=0.031, power: 100%).

2. HSD11B1 polimorfizmusok hatdsai
a. rs12086634 polimorfizmus

Az 1512086634 polimorfizmus allélfrekvencidja nem tért el a beteg- és kontrollcsoport
kozott. A polimorfizmus szignifikdns Osszefiiggést mutatott az éves Z-score valtozassal a
lumbalis régidoban, hordozokban az éves Z-score csokkenés szignifikdnsan nagyobb mértéki
volt, mint nem-hordozokban (-0.12+0.18 vs. -0.07+0.13, p=0.01, 3. Tablazat). Emellett a
hordozokban szignifikdnsan alacsonyabb denzitds, T- és Z-score értékeket észleltiink a
femoralis régidban, és szignifikansan magasabb T-és Z-score értékeket a lumbalis régidban, de

ezeket az eredményeket a power analizis nem erdsitette meg.

b. rs4844880 polimorfizmus

Az 154844880 polimorfizmus allélfrekvenciaja nem tért el a beteg- és kontrollcsoport
kozott. Az eredmények alapjan az SNP szignifikans hatast gyakorol a testtomeg-indexre és a
testtomeg valtozasara a hormonpotlo terdpia soran. A polimorfizmust hordozékban a BMI
szignifikansan magasabb volt, mint nem-hordozok kérében (29.9+3.7 vs. 25.1+5.1 kg/m?,
p=0.002, power: 95.5%). A hormonpotld terdpia mellékhatasaként észlelhetd testtomeg
ndvekedés hordozok esetében szignifikansan nagyobb mértékll volt, mint a nem-hordozoknal
(17.5+£9.87 vs. 4.05+£9.95 kg, p=0.02, power: 84%). Mindezek mellett a testtomegre korrigalt
hormon-szubsztitucidés dozis szignifikansan alacsonyabb volt hordozok korében a nem-
hordozokkal 6sszehasonlitva (0.278+0.06 vs. 0.371+0.14 mg/kg/nap, p=0.018, power: 94.9%).
A BMl-re és testtomegre korrigalt hormonpotld dozisra vonatkozé adatokat a 12. Abran
szemléltettem.

A polimorfizmus pozitiv hatasa volt megfigyelhetd az éves denzitas, T- és Z-score
valtozas esetében a lumbalis régidban. A denzitas esetében a ndvekedés szignifikansan nagyobb

mértékli volt hordozoknal, mig a T- és Z-score értékek hordozok esetében ndvekvd, nem-
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hordozdok esetében csokkend tendencidt mutattak (0.024+0.03 vs. 0.001+£0.03, p=0.017;
0.224+0.23 vs. -0.03+0.13, p=0.005; 0.26+0.22 vs. -0.003 £ 0.1, p=0.003; power: 92.1%, 90.7%,
96.2%).

Panel A Panel B

P=0.018
P=0.002

31
0,4
30
0,35
29
03
28
0,25
27

W Hordozdk = Hordozok

m Nem hordozok 02

26 ® Nem hordozdk

0,15
25

24 01

23 0,05

22 0

12. Abra. BMI (kg/m?) (panel A) és testtomegre korrigalt hormon-szubsztiticios dozis
(mg/kg/nap) (panel B) az rs4844880 polimorfizmust hordozok és nem hordozok esetében,
Addison-koros betegcsoportban

Tekintettel arra, hogy a 11-B-HSD enzim 2-es izotipusa (NAD dependens dehidrogenaz,
mely a kortizol inaktivalasa altal védi a mineralokortikoid receptort a tilzott, glukokortikoidok
altali aktivalastol) nem metabolizalja a dexamethasont — és igy a 1 THSD1 éaltal visszaalakitando
hormon mennyisége megvaltozik - a betegeket két csoportra osztottam attol fiiggden, hogy a
hormonpo6tlo terdpidjuk tartalmaz-e dexamethasont. A két csoport kdzott nem volt szignifikdns
eltérés az €letkor, hormon szubszitcids dozis, €homi vércukor €s szérum lipid koncentracidok
tekintetében. A dexamethasont nem szeddk korében tovabbra is szignifikdnsan magasabb BMI
€s nagyobb teststlygyarapodéas volt megfigyelhetd az rs4844880 polimorfizmust hordozok
esetében, a nem-hordozokkal dsszehasonlitva (31.2+5 vs. 23.8+4.9 kg/m? illetve 16.2+12.5 vs.
3+8.9 kg), ezzel szemben a dexamethasont szedoknél ez az 6sszefiiggés nem volt megfigyelhetd
(5. Tablazat), bar észlelhet6 volt, hogy a Bcll polimorfizmus a dexamethasonnal nem kezelt
csoportban szignifikansan gyakrabban fordult eld, mint a dexamethasont is szedéknél (34.2%

vs. 18.3%, p=0.03, 6. Tablazat), ami az rs4844880 polimorfizmus hatasat tovabb arnyalhatta.
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5. Tablazat. Az rs12086634 ¢és rs4844880 polimorfizmusokat hordozo és nem hordozé Addison koros betegek klinikai paraméterei kozotti

kiilonbségeket reprezentald p értékek dexamethasont szedd és nem szedd betegcsoportokban

Dexamethasont szedok (n=30)

Dexamethasont nem szed6k (n=38)

rs12086634 rs4844880 rs12086634 rs4844880
atlagxszorads p dtlagtszorads p atlagxszorads p atlagxszorads p
Hordozok Nem Hordozok Nem Hordozok Nem Hordozok Nem
hordozok hordozok hordozok hordozok
BMI (kg/m?) 30.5+4.6 | 27.4+£3.8 | 0.13 | 29.1+2.5 | 27.1+4.9 | 0.72 | 23.1+£3.5 | 26.3+6.4 | 0.23 | 31.2£5.05 | 23.8+£5.0 | 0.002*
Eletkor a betegség 45+14.3 | 38.7£12.3 | 0.29 | 42.2+7.5 | 38.3£14.1 | 0.31 | 35.9£12.5 | 37.6+12.9 | 0.83 | 45.8+6.1 | 35.4+13.0 | 0.09
kezdetekor (év)
Testsuly-valtozas 20.1+11.3 | 9.1+£11.4 |0.38 | 20.0+0 8.7+14.4 | 0.45| 2.1+£10.4 | 7.3£10.42 | 0.25 | 16.2£12.5 | 3.0+8.9 | 0.021*
(kg)
Hydrocortisone 24.3+2.1 252+2 | 0.14 | 21.6+3.4 | 249445 | 0.18 | 31.8+12.2 | 23.7+7.6 |0.051 | 23.0+6.8 | 26.5+10.4 | 0.61
ekvivalens
hormonpétlo dozis
(mg/nap)
Testtomegre 0.3+0.08 | 0.3+0.08 | 0.79 | 0.2+0.06 | 0.3+0.08 | 0.17 | 0.4+£0.2 0.3+0.1 0.1 0.3+0.1 0.4+0.1 0.10
korrigalt
hormonpoétlo dozis
(mg/kg/nap)
Ehomi vércukorszint | 5.6+1.9 4.7+1.3 |0.14 | 5.0+0.8 48+1.7 |0.82| 4.5£0.4 5.5£2.9 0.69 | 4.7£1.03 5.2+2.7 0.73
(mmol/l)
Se. koleszterin 4.34£2.1 5242.0 |0.67| 5.7£1.05 | 4.9£2.1 |0.67| 4.3+1.7 4.3£2.4 0.65 | 4.7+£2.6 42422 0.86
(mmol/Il)
Se. triglicerid 1.1£0.6 1.3£1.0 |0.54 | 1.6+1.0 1.2+09 |0.18 | 1.1+0.8 1.4£1.4 049 | 2.2+1.3 1.2+1.2 0.28
(mmol/Il)

BMI-testtomeg index (body mass index), * p<0.05 és power>80%
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6. Tablazat. A vizsgalt GR és HSD11B1 polimorfizmusok genotipus megoszlasa és
allélgyakorisdga Addison koros betegekben, dexamethasont szedd és nem szedd

alcsoportokban

Dexamethasont szed6k (n=30) Dexamethasont nem szeddok
(n=38)
esetszam allélgyakorisag esetszam allélgyakorisag
(%) (%)
Bcll. 18,3 34,2*
CcC 20 16
CG 9 19
GG 1 3
N363S 11,6 52
AA 23 34
AG 7 4
GG 0 0
A3669G 23,3 15,8
AA 16 26
AG 14 12
GG 0 0
rs12086634 11,6 15,8
GG 23 27
GT 7 10
TT 0 1
rs4844880 18,3 11,8
TT 20 30
TA 9 7
AA 1 1

*: p<0,05 Chi négyzet vagy Fischer teszt alkalmazasaval

Nobetegek esetében a betegesoportot két alcsoportra osztottam a fertilitastol
fliggben, a pre- €s posztmenopauzalis csoport kozotti hatart az 50. betoltott életévnél
htuztam meg. A 50 évnél idésebbek csoportjaban az rs4844880 polimorfizmusnak foként
a csontslirliségre gyakorolt jotékony hatasa, mig az 50 évnél fiatalabbak esetében a
testtomeget és BMI-t befolydsold hatisa keriilt el6térbe, és a csontsiirliséget jelzd

paraméterek k6zott nem volt szignifikans eltérés (7. Tablazat).
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7. Tablazat. Az rs4844880 polimorfizmus illetve a BMI, hydrocortisone ekvivalens
hormonpotld doézis és csontstirtiség értekek kozotti Osszefliggést reprezentald p értékek

50 év feletti és alatti, Addison kéros betegcsoportokban

Eletkor: 0-50 év | Eletkor >50 év
Testtomeg 0.023 0.338
BMI 0.005* 0.476
Eves testtomeg-valtozas 0.035* 0.154
Se. Triglicerid 0.028 0.249
Testtomegre korrigalt hormonpotlé dézis 0.231 0.029
Eves dinzitas valtozas az LS régioban 0.442 0.0001*
Eves T-score valtozas az LS régioban 0.709 0.0001*
Eves Z-score valtozas az LS régioban 0.463 0.0001*

BMI — testtomeg index (body mass index), FN — femur nyak régio (femoral neck), LS —
lumbalis csigolya régio (lumbal spine)
* p<0.05 és power>80%; a félkovér betiivel kiemelt értékek szignifikansak, de a power

analizis 80%-nal kisebb értéket mutatott.
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3. Esetismerterés — R714Q mutdcio kiovetkeztében kialakult Chrousos szindroma

31 éves nébeteg kivizsgalasa infertilitds miatt kezd6dott meg a Semmelweis
Egyetem Il.szdmu Belgyogyaszati Klinikan. Anamnézisében érdemi megbetegedés nem
szerepelt, 2.5 éves sikertelen gyermekvallaldsi probalkozast kovetden Kkeriilt az
egészségiigy latoterébe. 13 éves kora ota rendszeres és szabalyos menstrudciés ciklus
jellemezte. A klinikai vizsgalat sordn a testtdmeg-indexe (19.8 kg/m?) és vérnyomasa a
normdl tartomanyban volt, laboratoriumi leleteiben ioneltérés nem mutatkozott
(normokalaemias volt). Semmilyen Cushing-szindromara vagy hiperandrogenizmusra
utald fizikalis és klinikai tiinet nem volt fellelhetd, galaktorrhoea sem jelentkezett.
Csaladi anamnézise nem volt érdemi. A kezdeti hormonalis vizsgalatok soran emelkedett
prolaktin érték volt fellelheté (93ng/ml, referencia tartomany:1.4-24 ng/ml). Tovabbi
vizsgalatok soran ez az eltérés makroprolaktinémianak bizonyult (polietilén glikol — PEG
precipiacios érték: 76%), sella MR vizsgélat soran két alkalommal sem éabrazolodott
koros eltérés. Az infertilitas apai oka kizarhato, hiszen a férjnek az el6z6 hazassagabol
két gyermeke sziiletett. Részletes hormonalis kivizsgalas eredményei részleges
glukokortikoidok irdnti rezisztencidra utaltak (8. Tablazat). Tobbszor ismételt
hormonvizsgalatok soran a szérum kortizol szint mindig emelkedettnek bizonyult a
reggeli 6rakban (az értékek 35.4 és 26 pg/dl kozott mozogtak, referencia tartomany: 8-25
pg/dl), mig a plazma ACTH koncentracid vagy a normal tartomanyban mozgott, vagy azt
éppen meghaladta (28.5 és 65 pg/ml kozott, normal tartomany: 7.2-63.3 pg/ml). A reggeli
nyalkortizol érték kétszer keriilt meghatdrozasra, mindkét alkalommal emelkedettnek
bizonyult (1.36 és 1.13pg/dl, normal tartomany: <0.69), ezzel szemben az ¢&jjeli
nyalkortizol a normal tartoméanyban volt (0.21 és 0.23 pg/dl, normal tartomany: <0.43),
ami megtartott kortizol ritmusra utal. Kis dézisu (1mg) dexamethason szupresszids teszt
két alkalommal keriilt elvégezésre, az eredmények inadekvat szérum kortizol
szupressziora utalnak (10 és 15ug/dl, normal: <5Sug/dl). A 24 o6ras vizelet szabad
kortizolszint (UFC, urinary free cortisol) 280 és 513 nmol/nap kozott valtozott (normal
tartomany: 100-379). A szérum DHEAS (dehidroepiandroszteron szulfat) szint ismételt
mérések soran a normal tartomanyban mozgott, vagy azt éppen meg is haladta (163 és
342 pg/dl, normal tartomany:130-330). A szérum androsztendion koncentraciod
emelkedett volt (344 ng/dl, normal tartomany: 80-280). A szérum GH, SHBG, TSH, T4,

LH, FSH, progeszteron és 0sztradiol értékek mind a normal tartomanyban voltak.
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8.Tablazat. Glukokortikoid rezisztencidban szenvedd, 31 éves nébeteg és tiinetmentes testvére esetében mért laboratériumi paraméterek

Referencia 1.Vizit 2.Vizit 3.Vizit 4. Vizit 5.Vizit 6.Vizit 7.Vizit Testvér
reggeli sz. kortizol (ug/dl) 8-25 324 26.0 27.0 354 325 26.53 22
éjjeli sz. kortizol (ug/dl) 0-5 4.81
plazma ACTH (pg/ml) 7.2-63.3 65 32.4 28.5 47.4 38.6 27 19.9
reggeli nyal kortizol (ug/dl) <0.69 1.13 1.36
éjjeli nyal kortizol (ug/dl) <0.43 0.23 0.21
sz. kortizol LDDST-t kovetéen <5 10.1 15.08
(ug/dl)
24h UFC (nmol/nap) 100-379 513 288 208
DHEAS (ug/dl) 130-330 163 342 183.3 204
androsztendion (ng/dl) 80-280 344
TSH (mU/1) 0.35-4.94 2.444 1.054 1.298 1.75 1.49
fT4 (pmol/l) 9-23.2 11.65
prolaktin (ng/ml) 1.39-24.2 93.55 25.61 61.48 158.57 114.89 40.4
prolaktin PEG precipitaciét 1.39-24.2 21 6.1

kévetden (ng/ml)

LDDST - kis dé6zisti dexamethason szupresszios teszt (low dose dexamethasone suppression test (1 mg); UFC — vizelet szabad kortizol (urinary free cortisol); DHEAS

- dehidroepiandroszteron szulfat; ACTH - adrenocorticotrop hormon ; PEG — polietilén glikol , TSH - thyreoidea stimulalé hormon; fT4 — szabad thyroxin
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Genetikai tandcsadast és irasos beleegyezd nyilatkozat alairasat kvetden elvégeztem
a GR gén (NR3C1, NM_000176) kodolo régivinak mutaciod analizisét. Az index beteg és
testvére genetikai tanacsadason vett részt, a vizsgalatot tdjékozott beleegyezésen alapuld
nyilatkozat alairasat kovetden végeztiik el. A human adatokat a Helsinki Deklaracionak
megfeleléen kezeltiik, a kutatds elvégzését a Semmelweis Egyetem Etikai Bizottsdga

engedélyezte.

A GR gén szekvenalasa soran egy missense, heterozigéta mutaciora deriilt fény
(c.2141G—>A), ami a GR fehérjében egy Arg714Glu aminosavcserét eredményez a 8-as
patogénnek takintették. A patogén mutacid identifikdlasat kovetden csaladsziirés
keretében a beteg 35 éves, klinikailag egészséges lanytestvérénél is megismételtem a
vizsgalatot. A testvér szintén hordozza a mutacidt, ennek ellenére normal szteroid
hormonszintekkel rendelkezik, és nincs fertilitasi problémaja (egy 10 éves leanygyermek
édesanyja). A csalad tobbi tagja nem egyezett bele a genetikai sziirésbe. Az index beteg
és testvérének Sanger szekvenalds sordn nyert, a fent emlitett mutaciot abrazolo
kromatogramot, illetve a harom dimenzidés modellt a 714-es aminosav pozicioban

elhelyezked§ argininrél és glutaminrol 13. Abran tiintettem fel.

Héarom dimenzids modellezés soran a 714 pozicidban 1év6 arginin a GR ligandk&td
doménjének (LBD) 10-es helixében helyezkedett el, a ligand ko6t zsebbel ellentétes
oldalon, viszonylag messze barmely, ismert funkcionalis régiotol. Az arginin nagy,
pozitiv toltésti oldallanccal rendelkezik, ami benytlik a 7-10 hélixek altal alkotott résbe.
Ezzel szemben a glutaminnak kicsi, toltés nélkiili oldallanca van, ami felszabaditja a 10-
ligandkoté zseb szerkezetében.®* Nader és mtsai. elvégezték a mutacio komplex
funkcionalis vizsgalatat, melynek soran kimutattak, hogy a szimulaci6 id6tartama alatt a
mutans LBD mérete megnovekedett a vad tipashoz képest, ami csokkent ligand kotési

affinitashoz vezethet.%
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egészséges testvérében (A); harom dimenzidés modell a 714-es aminosav pozicidban
elhelyezked6 argininrél (B) illetve glutaminrol (C): a 714-es pozicidban eredetileg
elhelyzkedd arginin a ligand kot6 domén felszinén talalhatd, nagy pozitiv toltéssel
rendelkezik. A glutaminra torténd aminosavcsere szerkezeti- és  toltésbeli
valtozasokathoz létre (a domén gerince szalagként jelenik meg, a 714-es és kornyezd

aminosavakat gdmbok jelolik, az arginint vilagoskék, a glutamint z61d szin jeldli)

A beteg vizsgalata soran detektalt, és kordbban patogénként publikalt mutaciot
nem észleltiik kordbban, a munkacsoportunk altal glukokortikoid rezisztencia és Cushing
szindréma iranyaba vizsgalt 60 beteg, illetve kontroll esetében. Ezenkiviil nem volt jelen
a leggyakrabban hasznalt genetikai adatbazisokban, mint példaul az Exome Variant
Server (evs.gs.washington.edu/EVS), Exact (exac.broadinstitute.org) vagy SNPeffect
(http://snpeffect.switchlab.org).
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V. Megbeszélés

1. A GR és HSD11B1 polimorfizmusok vizsgdlati eredményei

Az Addison-korban szenvedd betegek életmindsége mind a betegség, mind a
hormonpétlé terdpia kdvetkeztében elmarad az egészségesekétdl™®®, A nem megfeleld
hormonp6tld terapia komoly rizikét jelent az emelkedett morbiditds és mortalitas
szempontjabol. Az alkalmazott glukokortikoid szubsztitucios kezelés pontos beallitasa
emiatt kiilonosen fontos. Ez a feladat a mai napig kihivasok elé allitja az
endokrinologusokat, mivel napjainkig nem sziiletett ajanlas a terapia felépitésérol, illetve
a kezelés kovetésére alkalmas paraméterrél?. A szérumban mérhetd hormonértekeken tul
elsd sorban a betegek szubjektiv hogyléte befolyasolja a terdpids modositasokat.
Elégtelen hormonpotlas esetén gyengeség, faradtsag, hipotenzio és kollapszusra valo
hajlam, hanyinger, testsuly-vesztés, illetve hiperpigmentacio Iéphet fel, talzott
hormonbevitelkor a kovetkezmény abdominalis elhizas, magasabb szérum lipid szintek,
karosodott glukoz tolerancia, hipertonia, oszteoporézis, Cushingoid tiinetek lehetnek. A
kezelés bedllitdsakor tovabbi nehézség, hogy testtomegtdl fiiggetleniil a betegek
szubsztiticids dozis igénye eltérd, a glukokortikoid érzékenység egyénenként valtozo,
ennek kovetkeztében igen hamar megjelent az egyénre szabott terapia igénye. A
glukokortikoidok iranti érzékenység mértéke részben genetikailag determinalt. A
glukokortikoid receptor illetve a receptorhoz hozzaférd hormonmennyiséget
prereceptorialis szinten modulalé 11-B-hidroxiszteroid dehidrogenéz enzim génjében
eléforduld eltéréssek - mint példaul a polimorfizmusok — a glukokortikoid hatas
jelatvitelének ezen pontjait modositva akar globalisan, akar szdveti szinten eltérden
modosithatjak az egyéni glukokortikoid érzékenységet, ezaltal a hormonpotld terapia
soran az igényelt hormonmennyiséget, illetve a mellékhatdsok megjelenésének

sulyossagat.

Napjainkban az eddig dokumentalt, a glukokortikoid receptor génjében (GR)
megjelend polimorfizmusok szama folyamatosan novekszik. A harom leggyakrabban —
és altalunk is — vizsgalt SNP a Bcll., N363S és A3669G polimorfizmusok, mivel ezeknek
a genetikai variacioknak glukokortikoid érzékenységet befolyasold szerepe — az
irodalomban id6énként felmertil6 ellentmondasok ellenére — 6sszességében bizonyitott. A

Bell. és N363S SNP-k a glukokortikoid érzékenységet novelik, tehat ugyanazon
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glukokortikoid hormonp6tld dozis esetén a hordozoknal a mellékhatasok megjelenésére
a kockéazat fokozott, mig ezzel ellentétben az A3669G polimorfizmus relativ
glukokortikoid rezisztenciat okoz, igy hordozo betegek esetében az igényelt hormonp6tld
doézis nagyobb, mint a nem-hordozoké, €s a mellékhatasok megjelenése is nagyobb

szubsztiticids dozis adasa esetében varhato.

Vizsgalataim soran az N363S polimorfizmus allélfrekvencidja majdnem
haromszorosa volt a vizsgalt betegcsoportban, mint a munkacsoportunk altal kordbban
vizsgalt egészséges kontrollcsoportokban®”®. Ez a megfigyelés felveti az SNP
hajlamosité tényezoként valo jelenlétét az autoimmun adrenalitisz patogenezisében, amit
korabban még nem publikaltak, s6t egyéb autoimmun megbetegedésekkel (pl. colitis
ulcerosa, Crohn betegség, reumatoid arthritisz, szkler6zis multiplex) sem irtak le az

Osszefliggését, ellentétben példaul az A3669G polimorfizmussal.

Az eredmények alapjan tovabba felvetheté az A3669G polimorfizmus patogenetikai
szerepe is az Addison-kor kialakulasaban tekintettel arra, hogy a betegség a hordozok
esetében korabbi ¢életkorban manifesztalodott. A jelenség azzal magyardzhatd, hogy az
endogén glukokortikoidok irant is csokkent érzékenység miatt a betegek korabban
szorulnak hormonpo6tld terdpidra az endogén glukokortikoid termelés csokkenésével
parhuzamosan, mivel a rezisztencia miatt a még meglévd hormontermelés hamarabb
vezet elégtelen miikodéshez. Ezt a tedriat alatdmasztja az az eredmény is, hogy a
polimorfizmust hordozokban a diagndziskor magasabb plazma ACTH koncentraciok
voltak mérhetdk, ami a negativ feedback mechanizmus fokozott miikodésére, a hipofizis
nagyobb mértékil aktivacidjara és ACTH termelésére utal. Hordozok esetében a betegség
fiatalabb életkorban torténd manifesztacidja tovabba Osszhangban van a korabbi
megallapitdsokkal, miszerint az SNP 0Osszefliggésbe hozhatd egyéb autoimmun
megbetegedésekkel, példaul reumatoid arthritisz'®®  és  szklerozis multiplex>®

kialakulasaval is.

Az irodalomban korabban mar leirasra kertilt a Bell. polimorfizmus glukokortikoidok
iranti érzékenyitd hatasa*’. Eredményeim ezt a kordbbi megéllapitist alatimasztjak,
mivel homozigota hordozdkban alacsonyabb hormonpoétld dézist és ennek ellenére
magasabb atlagos testtomeget detektaltam, ami a nagyobb mértékli glukokortikoid

expozicid mellékhatasa lehet. Mindezek alapjan a genotipus eloszlas megallapitasaval az
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egyénre szabott glukokortikoid szubsztiticios terapia tovabb pontosithatd lehet. Ugyan
az SNP-k szlirése koltséges eljaras, elvégzése minden beteg esetében nem tériilne meg az
egészségligy szamara, véleményem szerint azonban néhany beteg esetében, elsdsorban
azoknal, akiknél szokatlanul nagymértékti hizads vagy egyéb mellékhatasok fellépése
tapasztalhatd a hormonpo6tld dozis csokkentése ellenére, megfontolandé lenne ennek az

SNP-nek a vizsgalata.

A HSD11B1 génben eléforduld polimorfizmusok az enzimaktivitds moduldlasaval
prereceptorialis szintén arnyalhatjdk az egyéni — akar szoveti szinten is eltéré —
glukokortikoid érzékenységet, korabban a szerepiiket mar felvetették az elhizas és a
hiperlipidémia kapcsan. Az rs12086634 polimorfizmus illetve a vele 100%
kapcsoltsagban all6 83557insA polimorfizmus hatasaként korabban csokkent HSD11B1
expressziot igazoltak'®. Az SNP-k szerepét oszteopordzishan is igazoltak'®, Ez utobbi
megallapitast eredményeim is alatamasztottak, mi szerint a polimorfizmust hordozékban
az éves Z-score csokkenés szignifikansan nagyobb mértékii volt, mint nem-hordozokban,
illetve esetiikben szignifikdnsan alacsonyabb denzitas, T- és Z-score érté¢keket észleltiink
a femoralis régidban. Ezen eredményeinket a power analizis nem erdsitette, és ellentétben
allnak azokkal a szintén gyenge statisztikai erésségii eredményekkel, amelyek szerint
hordozokban szignifikansan magasabbak a T- és Z-score értékek a lumbalis régioban. Az
ellentmondasos illetve kis statisztikai erdvel rendelkez6 eredmények tisztazasa érdekében
az esetszam emelése lenne sziikséges, de akar arra is utalhatnak, hogy ezen

polimorfizmusok a kordbban leirtaknal kisebb jelentdségliek.

A 2012-ben, munkacsoportunk altal elséként leirt, a HSD11B1 gén promoter
befolyasold hatasa mar bizonyitott. A Bcll. polimorfizmushoz hasonldéan vizsgélataim az
rs4844880 SNP hormonpdtl6 dozist befolyasold hatasat is igazoltak, hiszen hordozoékban
szignifikansan alacsonyabb testtomegre korrigalt glukokortikoid szubsztitiiciés dozist
¢észleltiink. Mindemellett a hordozok atlagos testtomege szignifikdnsan magasabb volt a
nem-hordozokéhoz képest, illetve esetiikben — a nem-hordozoknal is megfigyelhetd —
testtomeg novekedés nagyobb mértékii volt. Mindezen eredmények nem egyeznek a
munkacsoportunk altal leirt korabbi megallapitasokkal, miszerint a polimorfizmus

jelenléte csdkkent transzkripcids aktivitast eredményez!®, azaz a korabbi eredmények
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alapjan csokkent mértékii kortizon—>kortizol atalakulast, ezatal kisebb hormonhatast,
vagyis relativ glukokortikoid rezisztenciat varnank, mig a jelen eredmények, azaz a
kisebb hormondézis ellenére észlelheté nagyobb mértékii elhizas inkabb fokozott
glukokortikoid érzékenységet sugall. Korabban hasonld ellentmondasos eredmény
sziiletett a GR gén ER22/23EK polimorfizmusaval kapcsolatban, ami az A3669G SNP-
hez hasonloan relativ glukokortikoid rezisztenciat okoz, jelenlétét mégis Osszefiiggésbe
hoztak az emelkedett BMI értékekkel Addison-kéros betegek esetében'®®. Vizsgalataim
soran az rs4844880 polimorfizmus BMI-t és testtomeg gyarapodast befolyasolo szerepe
csak azoknak a betegeknek az esetében jelentkezett, akiknek dexamethason nem képezte
részét a terapiajuknak. Tekintettel arra, hogy ebben a betegcsoportban a Bell.
polimorfizmus szignifikansan nagyobb aranyban fordult eld, lehetséges, hogy a
magasabb BMI ¢és testtomeg ndvekedés csupan ezen SNP érzékenyitd hatdsanak
koszonhetd. Mindazonaltal nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy a 11HSD enzim 2-es
tipusa - mely az aktiv kortizolt hivatott inaktiv kortizonna alakitani és ezzel a
mineralokortikoid receptort a glukokortikoidok altal kifejtett tilzott mineralokortikoid
hatastol védeni — a dexamethasont nem bontja, viszont a 11HSD2 altal inaktivalt
glukokortikoidokat a 11HSD1-es altipusa reaktivalhatja, igy lehetséges, hogy az
rs4844880 polimorfizmus BMI-re és testtomeg valtozasra gyakorolt hatasat a nem
lebontott dexamethason feliilirja. A glukokortikoidok egy feed forward visszacsatoléasi
koron keresztiil novelik a HSD11B1 expresszidjat, és az enzim aktivitasat, ezaltal szoveti
szinten glukokortikoid tobblet alakulhat ki. Addison-koros betegek esetében a megfeleld
hormonhatést csak kiilséleg bevitt glukokortikoidok segitségével lehet elérni. Mivel a 11-
B-HSD enzim f6 forrasa a zsirszovet, a sulygyarapodassal és BMI novekedésével
parhozamosan a zsirszovet mennyisége, és ennek kdvetkeztében az enzim expresszidja is
novekszik. Ez egyezik a korabbi megfigyelésekkel, melyeket zsirszoveti 11-8-HSD
enzimet overexpresszald egerek esetében regisztraltak, amiknél metabolikus szindroéma
alakult ki érdemi keringé glukokortikoid szintemelkedés nélkiil}*>16>1%® Egy nemrégiben
publikalt &sszefoglalas (do Nascimento altal’®”) tovabba 15 kiilonbozd vizsgalat
eredményeit 0sszegzik, melyek emelkedett HSD11B1 expresszidval jardo abdominalis
zsirszovet felszaporodasardl, emelkedett BMI-r6l tudodsitanak. Az eredményekre
alapozva egy prospektiv, farmakokinetikai vizsgalat tisztazhatna a vizsgalt SNP-k

hydrocortisone metabolizmusra gyakorolt hatasat Addison koros betegekben.
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A munkacsoportunk altal els6ként leirt rs4844880-as polimorfizmus tovabba
kedvezden befolyasolta a csontstiriség értékeket, Addison koros betegekben pozitiv
hatasa volt megfigyelhetd az éves denzitds, T- és Z-score valtozas esetében a lumbalis
csigolya régioban. Ezen eredmény megerdsiti a korabban posztmenopauzalis
oszteoporoézisban szenvedd ndbetegek esetében tett megfigyelést, ami szerint a

polimorfizmust hordozokban magasabb BMD, T- és Z-score értekek voltak mérhetdk a

crer

Fertilitastol fliggden a nébetegek csoportjat két alcsoportra felosztva az rs4844880
polimorfizmus testtomeget ¢€s csontslriiséget befolyasold hatdsai nem egyforma
mértékben érvényesiiltek. Az 50 év felettiek csoportjaban az SNP foként a csontstiriségre
gyakorolt jotékony hatast, mig az 50 év alattiakban a testtomeget és BMI-t befolyasolo
hatasa keriilt el6térbe. A csontsiiriiséget befolyasold hatas hianya a premenopauzalis
csoportban a csoportra jellemzd, kedvezd nemi hormonhatassal, illetve a nagyobb

mértékil fizikai aktivitassal is magyarazhato.

2. Esetismertetés megbeszélése

Vizsgalataim soran egy klinikailag glukokortikoid rezisztenciaban szenvedd,
infertilitas miatt vizsgalt, fiatal ndbeteg panaszai hatterében egy missense, heterozigota
formaban hordozott, Arg714Glu mutaciot identifikdltam a GR gén 8-as exonjaban. A
beteg kezdeti hormonvizsgalata hiperprolaktinémiara utaltak, mely szintén az infertilitas
okozoja lehet, bar késébbiekben az emelkedett prolaktin szint makroprolaktinémianak
bizonyult (PEG precipitaciés eredmények alajan), és a betegnek nem voltak
hiperprolaktinémiéra utal6 klinikai tiinetei, a sella MR vizsgalatok soran pedig normalis
hipofizis morfologia abrdzolodott. Mindezek alapjan nem valoszinli, hogy a beteg
infertilitasanak okaként a hiperprolaktinémia jelolheté meg. A részletes endokrinoldgiai
kivizsgalas sordn a hormonalis laboratériumi eredmények enyhe foku glukokortikoid
melynek soran egy mar korabban, Nader és munkatarsai altal publikalt, patogénnek
mindsitett mutdciora deriilt fény. A mutaciot korabban egy 2 éves ledny gyermek esetében
azonositottak, akit hipoglikémia, hipertenzio, korai pubarche, enyhe klitoromegalia és
elorehaladott csontkor, illetve emelkedett szérum kortizol, ACTH, DHEA,
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androsztendion és vizelet 17-ketoszteroid szintek miatt vizsgaltak. A mutéciod
azonositasat kovetden annak funkcionélis kdvetkezményeit is meghataroztak, a mutans
receptor csokkent transzkripcids aktivitassal €s ligand koto affinitassal bir, és dominans
negativ hatast gyakorol a vad tipust receptorra®. Molekularis modellezés alapjan a 714-
es aminosav pozicidban elhelyezked$ arginin—>glutamin csere olyan konformacid
valtozast okoz a receptor ligand kotd egységében, ami megtori az AF-2 domén
stabilitasat, és igy karosul a receptor interakcioja a GRIP1 koaktivatorral®*,

A korabban publikalt 2 éves ledny gyermek és az altalam vizsgalt fiatal nébeteg,
illetve az 6 klinikailag egézséges lanytestvérének fenotipusa ugyanazon mutacid
hordozéasa ellenére jelentdsen eltér, ami ismét ravilagit arra, hogy a glukokortikoid
rezisztencia klinikai manifesztacioja igen heterogén. Az irodalomban eddig megjelent GR
génmutéciokat és az altaluk okozott klinikai tiineteket dolgozatom bevezetd részében, az
1.Tablazatban foglaltam 0ssze. Mindezek alapjan lehetséges, hogy ugyanaz a mutacio
egyarant enyhe, akar klinikailag jelentéktelen, illetve sulyos foku elvaltozasokhoz
vezethet. Tovabbi vizsgélatok révilagithatnanak egyéb mechanizmusokra, vagy mas, a
patomechanizmust modositdé génekre, meyek tovabb arnyalhatjdk a betegség klinikai
megjelenését.

A glukokortikoid rezisztencia terapiaja nagy dozisu glukokortikoid adasabol all,
melynek célja az emelkedett ACTH szint szupresszidja, ezaltal a tulzott
mineralokortikoid és androgén termelés gatlasa®®. A jelenleg vizsgalt nbeteg esetében
azonban figyelembe kell venniink, hogy a betegsége nem okoz mineralokortikoid és az
infertilitdson tul egyéb, androgén tobbletre utalo klinikai tiineteket, rdadasul nem tudhato,
hogy a nagy do6zisu glukokortikoid az infertilitas kezelése c€ljabol is megfeleld-e, foként
annak tudataban, hogy jelentds maternalis és fotalis rizikoval jar a terhesség soran. Arrol
sincsenek adatok, hogy a glukokortikoid rezisztencia terapidjaként megkezdett
glukokortikoid kezelés folytathat6-e a terhesség alatt. Tekintettel arra, hogy az altalunk
detektalt Arg714Glu mutacié mind enyhe, mind sulyos tlinetek kialakulasdhoz vezethet,
a sulyos beteg varandos ndk esetében mérlegelhetd a terapia folytatasa terhesség alatt is
azzal a céllal, hogy a magzat ne legyen kitéve a tilzott mértékli mineralokortikoid és
androgén hatasnak. Sajnos nem megjosolhatd, hogy az érintett magzat is hordozza-e a

mutaciot, €s ha igen, milyen mértékii klinikai tiinetek fognak nala jelentkezni. Minden
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esetre a magzat prenatalis vizsgalata megfontoland6 a genotipus meghatirozasa

érdekében.
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VI. Kovetkeztetések

A glukokortikoid receptor gén Bcll. polimorfizmusat homozigéta hordozok
esettben a BMI szignifikansan magasabbnak bizonyult, mint a heterozigdta
genotipussal rendelkezOk esetében. Emellett a homozigéta hordozok
hydrocortisone ekvivalensre szamitott napi szubsztiticiés hormonddzisa
szignifikansan kisebb atlagértéket mutatott, mint a heterozigdta hordozoké vagy a
vad genotipust betegeké.

A GR gén N363S polimorfizmusanak allé¢lfrekvenciaja szignifikdnsan magasabb
volt az Addison-koros betegcsoportban, mint az egészséges kontroll csoportban.
Addison koéros betegcsoportban az A3669G polimorfizmust hordozék korében a
betegség szignifikansan korabbi életkorban jelentkezett, mint nem-hordozok

esetében, fiiggetleniil a tobbi SNP hordozoi statuszatol.
Az A3669G polimorfizmust hordozd6 Addison koros betegek esetében

szignifikansan magasabb volt a diagnoziskor mérhetd plazma ACTH szint a nem-
hordozdkhoz képest.

Az 1512086634 polimorfizmus szignifikans 6sszefliggést mutatott az éves Z-score
valtozassal a lombalis régidban, hordozo Addison koros betegekben az éves Z-score
csokkenés szignifikdnsan nagyobb mértékii volt, mint nem-hordozokban.

Az 154844880 polimorfizmus szignifikans hatast gyakorolt a testtomeg-indexre €s
a testtbmeg valtozasdra Addison kor hormonpodtld terdpidja soran. A
polimorfizmust hordozokban a BMI szignifikansan magasabb volt, mint nem-
hordozok korében, a testtomeg novekedés hordozok esetében szignifikdnsan
nagyobb mértékli volt, mint a nem-hordozoknal. Mindezek mellett a testtomegre
korrigalt hormon-szubsztitucios dozis szignifikdnsan alacsonyabb volt hordozdok
korében a nem-hordozokkal dsszehasonlitva.

Az rs4844880 polimorfizmus pozitiv hatasa volt megfigyelhet6 az éves denzitas,
T- és Z-score valtozas esetében a lumbalis csigolya régidoban. A denzitas esetében
anodvekedés szignifikdnsan nagyobb mértékll volt hordozoknal, mig a T- és Z-score
értékek hordozok esetében novekvd, nem-hordozok esetében csokkend tendenciat

mutattak
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Az rs4844880 polimorfizmust hordozok esetében, dexamethasont nem szed6k
korében tovabbra is szignifikdnsan magasabb BMI és nagyobb testsulygyarapodas
volt megfigyelhet6 a nem-hordozokkal Osszehasonlitva, ezzel szemben a
dexamethasont szedoknél ez az 6sszefliggés nem volt megfigyelheto.

Az rs4844880 polimorfizmus a néi betegek 50 év feletti csoportjaban foként a
csontstiriségre gyakorolt jotékony hatast, mig az 50 év alattiakban a testtomeget és
BMI-t befolyasolo hatdsa keriilt elotérbe, és a csontsiiriséget jelzd paraméterek
ko6zott nem volt szignifikans eltérés.

Direkt DNS szekvenaldsi modszer segitségével egy korabban mar Nader és mtsai
a klinikailag enyhe glukokortikoid rezisztencidban szenvedd, Klinikdnkon

infertilitds miatt vizsgalt, 31 éves ndbeteg korképének etioldgiai tényezdje lehet.
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VII. Osszefoglalas

A glukokortikoidoknak jelentés szerepe van szamos betegség gyogyszeres
hormonpo6tlo terapidra lehet sziikségiik. Az egyénre szabott terapiat, illetve az igényelt
hormonpotld kezelés dozisat tobbek kozott genetikai tényezOk is befolydsoljak. A
glukokortikoidok intracellularisan elhelyezkedd receptorokhoz kotédve fejtik ki
hatasukat. Az eddig leggyakrabban vizsgalt GR SNP-k: N363S, Bcll., ER22/23EK ¢s
A3669G, melyek esetében Osszefiiggéseket igazoltak a csokkent vagy emelkedett
glukokortikoidok iranti érzékenységgel. Vizsgalataim soran igazoltam a Bcll.
polimorfizmus BMI-t és hormonszubsztiticios dozis igényt befolyasold hatasat, az
N363S ¢és A3669G SNP-k lehetséges hajlamositd szerepét Addison kor esetében, illetve
az A3669G polimorfizmus relativ rezisztencidt okoz6 hatdsat tdmasztja ald azon
eredményiink, mi szerint a hordozok ACTH szintje magasabb volt a diagndziskor.

A glukokortikoidok lokalis hatasat prereceptorialis szinten a 11-B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz enzim (11HSD) modulalja. Az enzim 1-es tipusa foként a kortizon
kortizolla alakitasaért felelds, ezaltal fokozza a GR aktivaciojat. A HSD11B1 génben
helyet foglald polimorfizmusok befolyasolhatjak az enzim aktivitasat, ezaltal a GR-hoz
hozzaférhetd hormon mennyiségét. Vizsgalataim soran igazoltam az rs4844880
polimorfizmus BMI-t és hormonszubsztitucios dozis igényt befolyasold hatasat, amely
Osszefiiggés a dexamethasont szedoknél azonban nem volt megfigyelhetd. Emellett az
SNP pozitiv hatasa volt megfigyelhetd az éves denzitas, T- és Z-score valtozas esetében
a lumbalis csigolya régioban. Erdekeség, hogy az rs4844880 polimorfizmus az 50 év
feletti n6i betegek esetében foként a csontslirliségre gyakorolt jotékony hatast, mig az 50
¢év alattiakban a testtomeget és BMI-t befolyasolo hatasa keriilt eltérbe.

Mindezek mellett egy klinikailag Chrousos szindromaban szenvedd, infertilitas
miatt vizsgalt, fiatal ndbeteg panaszai hatterében egy - mar korabban, Nader és
munkatarsai altal publikalt - missense, heterozigota formaban hordozott, Arg714Glu
mutéciot identifikadltam a GR gén 8-as exonjaban. A korabban publikalt 2 éves leany
gyermek €s az altalam vizsgalt fiatal nObeteg, illetve a klinikailag egészséges lanytestvére
fenotipusa ugyanazon mutacié hordozasa ellenére jelentdsen eltér, ami ismét ravilagit

arra, hogy a glukokortikoid rezisztencia klinikai manifesztacioja igen heterogén.
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VIIl. Summary

Glucocorticoids play an important role in the therapy of many (for example
autoimmune) diseases. In case of absence of glucocorticoids, for example in Addison’s
disease, patients may need lifelong hormone substitution therapy. The individualized
therapy and the required dose of the hormone replacement therapy is influenced by
genetic factors as well. Glucocorticoids exert their action through the intracellular
glucocorticoid receptor (GR). The most investigated SNPs are N363S, Bcll:, ER22/23EK
and A3669G, since their correlations are confirmed with the increased or decreased
sensitivity to glucocorticoids. During this study, the effect of the Bcll. polymorphism on
the BMI and the need of hormone supplementation dose was confirmed. Moreover, the
possible predisposing role of the N363S and A3669G polymorphisms to Addison’s
disease, and the relative resistance causing role of the A3669G polymorphism, since
carriers had higher plasma ACTH levels at the diagnosis than non-carriers were also
revealed.

The locally available glucocorticoid level is modulated by the 118-hydroxysteroid
dehydrogenase (118-HSD) enzymes. The 11B-HSD1 converts cortisone to cortisol,
thereby it enhance the activation of the GR. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of
the HSD11B1 gene influence the activity of the enzyme, thereby the accessible hormone-
quantity to the GR. During this study, the effect of the rs4844880 polymorphism on the
BMI and the need of hormone supplementation dose were confirmed. This association
was found only in patients treated with glucocorticoids other than dexamethasone, but not
in those receiving dexamethasone substitution therapy. Moreover, the rs4844880
polymorphism of the HSD11B1 gene may have a positive effect on the annual change of
the bone mineral density, T- and Z-scores at the lumbal spine. It is an interesting result
that in women in postmenopausa has this SNP mainly impact on the bone mineral density,
while in premenopautic group, it has mainly effect on the body weight and BMI.

In addition to these, | present a 31-year-old woman who was evaluated for
infertility and was diagnosed with a mild phenotype of glucocorticoid resistance caused
by the pathogenic Arg714Glu mutation of the GR gene. The same mutation has been
previously documented by Nader et al. in a child with severe disease phenotype,
suggesting that the Arg714Glu mutation may lead to both severe and mild diseases.
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¢és baratsaggal segitette a munkamat.

Ko6szonom Dr. Liké Istvannak a hidrom dimenzids protein modellezésben nyujtott

segitséget.

Ko6szonom az Endokrin Genetikai Laboratérium tovabbi posztdoktor kutatéinak (Dr.
Butz Henriett, Dr. Doleschall Marton, Dr. Grolmusz Vince), volt és jelenlegi PhD
hallgatoinak (Dr. Feldman-Kovacs Karolina, Dr. Stark Jalia, Dr. Marczell Istvan,
Dr. Koncz Klara, Dr. Nagy Zoltan, Dr. Nagy Zsolt, Fiilopné¢ Németh Kinga, Dr.
Perge Pal, Dr. Kévesdi Annamaria, Dr. Sarkadi Baldzs, Dr. Decmann Abel) és
Benké Mariann asszisztensnének, hogy mindennapos segitségiik mellett jo

hangulatban végezhettem a kutatomunkam.

Ko6szonom IlL.sz. Belgyogyaszati Klinika Endokrinologiai, [zotop és Osteodenzitometriai
Laboratoriuméaban dolgoz6 valamennyi asszisztensnek az adatgylijtésben nyujtott

segitséget, Szabd Rozsanak a vérvételi mintavételek lebonyolitasat.

Kosz6ném TDK munkam témavezetéjének, Dr. Nemeskéri Agnes egyetemi docens
asszonynak, hogy felkeltette érdekléddésemet a kutatas irant, hogy mind kutatoként,
mind tanarként kimagasldo munkajaval a késébbi kutatbmunkamhoz is utravaléul

szolgalt.

Nem lehetek elég halas férjemnek, kislanyomnak, sziileimnek a végtelen tiirelmiikeért,
szeretetiikért és toretlen biztatasukért! Kiilon koszonom testvéremnek, Dr. Molnar

Tamasnak, hogy mindemellett a technikai nehézségek athidalasaban is segitett.
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