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1. BEVEZETES
1.1 Benignus prosztata hyperplasia

A benignus prosztata hyperplasia (BPH) a prosatatagyes és stromalis széveteinek
progressziv hyperplasiaja. A BPH az életkdrathaladtaval kialkuld kérkép, mely a 40 éves
férfiak 20%-aban, a 60 éves férfiak 70%-aban vlanjeleljesen hatékony kezelés a BPH-ra
jelenleg nem létezik. Gydgyszeres terapiamdrenerg-gatlokbdél (adrenerg tbnus csdkentése)
és m-reduktdz-gatlékbol  [dihydrotesztoszteron (DHT)insz cstkentése] all. Egyes
betegeknél azonban csak #téti kezelés (legtdbbszér a prosztata transurethmesectioja)
az egyedilli hatékony kezelés. Ujabb terapiakrarégjydien sziikség van.

A BPH-nak a kdzegészségugyre rott oridsi terhenétke a betegség pathogenesise nem
teljesen tisztdzott. Szamos faktor szerepet jatszlpaosztata hyperplasticus névekedésében:
az andrgén/osztrgén egyensuly megbomlasa, kronggudladas, 6ssejt rendellenesség,
stromalis és epithelialis novekedési faktorok tapgrodasa, hypoxia, epithelialis-
mesenchymalis atalakulas és egyéb kevésbé jgeléaktorok.

Ennek ellenére, egyre tobb bizonyiték utal arrayyha gyulladas kulcsszerepet jatszik a
BPH kifejlodésében és progressziojaban. Szdmos Klinikai Keretszeti tanulmény azt
sugallja, hogy a megnagyobbodott prosztata térfégat jelenlel gyulladas k6zott kapcsolat
van. Szintén kapcsolat figyelliemeg az als6 hugyuti tinetek (LUTS) és a prosztetab
jelenlew gyulladas kozott. Mtéeti BPH mintakban a gyulladastekgib citokinek, (pl. IL-2,
IL-6, IL-8, IL-15, IL-17, és IFN) fokozott expresszidjat figyelték meg. Szamos hédeési
faktor, agy mint FGF-2, FGF-7, IGF-I, IGF-1l, TGFlés VEGF szerepet jatszik a BPH
kialakulasaban.

1.2 Prosztatarak

A prosztatarak a leggyakrabbarferdulé nem Breredeti malignus tumor a férfiakban.
Androgén-fligg prosztatardk az 6sszes prosztata neoplasmak babyj@%-a. A sebészi
orchiectomia illetve a luteinizald hormon-releasifg@rmon agonistak altali androgén
megvonas tekinthétaz ebrehaladott prosztatarak éilsnalbeli kezelésének. Azonban a
hormonterdpia az esetek mindéssze 70-80%-aban énges és atlagban 12-24 honapig tart
csak. A metasztatikus prosztatarak kezelése towalshisszetett és bonyolult probléma,
mivel kurativ kezelés nem létezik. A docetaxeleapalé kombinalt kemoterapiak a tulélési
idét jelenttsen megnyujthatjdk. Mindemellett, a kemoterapiadkézt| szamitott median
tulélés igy sem haladja meg a 20 honapot. Mindeziekt az Ujabb és hatékonyabb terapiak

iranti igény oriasi.



1.3 A luteinizal6 hormon-releasing hormon (LHRH) ésndvekedési hormon-releasing
hormon (GHRH)

A hypothalamikus neurohormonok kozé tartoz6 GHRH &BIRH szamos
extrahypothalamikus szovetben is terdalit, és sok, dedleg malignus szdvetekben képesek
modulalni a sejtek szaporodasat.

Az LHRH agonistakat tekintjuk az @khaladott prosztatarak éleonalbeli kezelésének.
Azonban az LHRH antagonistak hasznalata kivanalokaine, mivel altaluk a hypophysis
LHRH receptorok (LHRH-R) blok&djan &t azonnali avgin hormon szupresszio jon létre,
igy elkerilhed az LHRH agonistak okozta ,flare-up” jelenség. Adaatoriumunk altal
szuppresszidjan, az apoptozisi@ézésén, az LHRH, epidermdlis ndvekedési fakt@RE
EGF-R illetve IGF-II szint cstkkentésével gatolj&kiaérletes prosztatarak ndvekedését. A
cetrorelix altal okozott csokkenés a szérum LHtbENn és a hypophysis LHRH-R mRNS és
protein szintjeiben nagyobb volt, mint az LHRH aigtem Decapeptyl altal okozott
csokkenések. A klinikumban a cetrorelixet és masRHHantagonistakat széles korben
hasznaljak BPH, leiomyoma, endometriosis kezelésébletve az asszisztalt termékenységi
modszerek kozt ain vitro fertilizacioban és embryo transzferben. A cetigrenkoldgia
alkalmazasa jelenleg klinikai onkoldgiai vizsgalkatargyat képezi, mivel kisérletesen gatolja
a human prosztata-, mell-, és petefészekrakok maédét. A prosztataraksethaladott
forméjatol szenveatlbetegekben a szérum PSA csokkenése, metasztii#iok regresszioja
es a tarsult tinetek (pl. csontfajdalom, paresthésiparaplegia) gyors javulasa a cetrorelix
klinikai hatékonysagat bizonyitjak. A prosztata eiggen hormonérzékeny szerv, mely
elssdlegesen a hypophysis-gonad tengely kontrolljat @it Novekedési faktorok, mint
példaul IGF-I és-ll, EGF, FGF-2 és VEGF, illetveurghormonok (pl. LHRH és GHRH) is
képesek befolyasolni a prosztata novekedését ésijat.

A GHRH, mely egy hypothalamikus neuropeptid, azlsélihypophysislebenyben
R). A felszabadul6 GH stimulélja az inzulin-Szerdvekedési faktor 1 (IGF-1) termelését,
amely szamos daganatnak jetentanabolikus névekedési faktora €s potens mitog&ne.
GHRH, annak receptora, illetve csonkolt receptolicepvariansai (SV) jelen vannak
kulénbd® normal (pl. prosztata, vese, tijads maj) és szamos human daganatos sejtvonalban
és tumorban. Valosziteg a GHRH-R és SV1 egyarant kozvetitk a GHRH és
antagonistainak hatasat a daganatokban. A GHRH ipedjg autokrin/parakrin névekedési

faktorként is nikodik human rakokban, igy a prosztatarakban is.



Laboratériumunkban szamos potens, a kisérletesrtnouelleken s tumornévekedés-
gatlé hatassal bir6 GHRH antagonistat szintetin&ltaz elmult években. Ezen analégok
gatlé hatasa egyrészt indirekt médon, a GHRH &iizltott hypophysealis GH szekrécio
okozta endokrin mechanizmusok gatldsaval érvényesUEHRH antagonistak antitumor
hatasainak & mechanizmusat azonban valdszinileg kézvetlenilinsotban €6 autokrin
GHRH és IGF-I/ll hatasainak gatlasa képviseli. A R3H antagonistak ésen gatoljak a
nude-egerekbe xenotraszplantalt androgén-indepenpiersztatarak és szamos mas tumor
novekedését az EGF, FGF-2, IGF-I, IGF-II és VEGndtélis ndvekedési faktorok
szintjenek cstkkentése utjan. A kdzelmultban koadktok szerint a GHRH antagonistak
csokkentik a reaktiv oxigén-gyokok képiesét, melyek karositjdk a prosztata stromat és
hamot is.

LHRH antagonisték, beleértve a cetrorelixet ésalzaat is, a LUTS tlnetek jeleid és
tartos javulasat, a prosztata térfogat csotkkenédgt,a vizelet maximalis kiaramlasi
sebességének novekedését okozzak. Az adatok szetilyag detrusor tultikddést a
néstény patkanyok ganirelixszel tortérkezelése jeleisen ellensulyozza. Mindezek azt
sugalljak, hogy az LHRH-R-nak szerepe van a holzapalyozasaban és alatdmasztjak az
LHRH-R gatlas j6tékony hatasat a LUTS-t0l szeriviedtegekben.

1.4. A p53 és p21 szerepe a prosztatarakban

A p53 egy tumor szupressor, amelynek génmutaci@gtatalnatdé az emberi daganatok
nagyjabol felében. Ugyiihik, hogy a p53 fontos szerepet jatszik a DNS ladés
felismerésében és javitasaban: leallitia a sejisikh DNS javitas céljabol, és a sulyosan
karosodott sejtekben apoptozist indukal. A multiitionalis p53 proteint, mely
transzkripcids aktivatorként és represszorként ikddhet, a DNS karosodas aktivalja és a
DNS replikaciéban és javitasban szerepet jatszérjickkel egymast befolyasolni tudjak. A
mutalt p53 (mt-p53) gyakran expresszalodik hormefrakter €s metasztatikus
prosztatarakban. A kemoterapiara adott rossz véaszp53 gén mutacioi kozott nyilvanvalo
Osszefliggés talalhaté.

A cyclin-dependens kinaz (CDK) inhibitor p21 feleégzerepet jatszik a p53-kdzvetitette
novekedés gatlasban és a sejtndvekedés szabalyakasdicsszereple. A kézelmultban
kozolt adatok szerint a p21-nek fontos anti-apakuist s tulélést ékegib szerepe van
szamos daganatban, igy a prosztatrakot is beleéytregndvekedett p21 szint az androgén-
independens prosztatrak 6sszeflggésben all egyinddsakai tanulmanyokban a p21
expresszojat a prosztatadaganatos betegek roékxstiriek indikatoraként azonositottak.

2. CELKIT UZESEINK



2.1 Kiseérletes benignus prosztata hyperplasia tanoianyok
2.1.1. A GHRH-R és LHRH-R jelenlétének kimutataatkpny prosztataban
2.1.2. Az aldbbi anal6gok hatasainak vizsgélataiaygh-indukalt BPH modellben:

* LHRH antagonista cetrorelix

* GHRH antagonista JIMR-132, MIA-313 és MIA-459

» az LHRH antagonista cetrorelix and GHRH antagoriM&-132 kombinacidja
2.1.3. Az LHRH és GHRH antagonistak, illetve azaknbinacioja hatasmechnizmusainak
feltardsa kisérletes BPH-ban
2.2. Human prosztatarak xenograft tanulmanyok
2.2.1. A potens GHRH antagonista MZ-J-7-138 minismahatasos doézisanak és
dozishatasgorbéjének vizsgalatam vivo androgén-independens PC-3 prosztatarak
modelljében
2.2.2. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 a tumoralisFdlbre és VEGF-re gyakorolt
hatasainak vizsgalata PC-3 xenograftokban
2.2.3. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 tumorntvekedgglo hatasainak vizsgalata az
androgén-independens DU-145 és az androgén-dependd#DA-PCa-2b Kkisérletes
modelleken
2.2.4. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 apoptotikusgbkainak vizsgalata, beleértve a p53 és
p21 fehérjékre gyakorolt hatasokat, mt-p53-t exggé® PC-3 és DU-145, illetve vad tipusu
p53-t expresszald MDA-PCa-2b kisérletes modelleken

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Peptidek és reagensek

A GHRH antagonistdkat (JMR-132, MIA-313, MIA-459 &47-J-7-138) szolid-fazis
modszerrel szintetizaltuk. Az LHRH antagonista aegdlixet, melyet eredetileg laborunk
allitott els, szintén szolid-fazis modszerrel szintetizalta Aeterna-Zentaris. A BPH
modellinkben lassan felszivodo tesztosztron-erant@E), kukoricaolajat ésodreduktaz 2
gatlé (5AR2) finaszteridet hasznaltunk.
3.2. Kisérleti allatok

A BPH tanulmanyainkban Wistar féltt him patkanyokat hasznaltunk. A patkanyokat
standard laboratoriumi tapon és vizen tartottakl libitum A tumor xenograft

tanulmanyokhoz 5-6 hetes him athymicus (Ncr nuhuge egereket hasznaltunk, melyeket



autoklavozott tapon és vizen tartottuakl libitum A ragcsalokat klima-kontrollalt 12h
nappali/éjszakai fényviszonyokkal rendelkdadrnyezetben tartottuk.

3.3.1n vivo kisérletes modellek

3.3.1. Tesztoszteron-indukalt BPH modell

Mivel az ebzetes kisérleteinkben a target receptorainkat, aRl&Hés LHRH-
receptorokat kizarélagosan a patkany prosztata f@megben talaltuk meg, ezért a
domindansan ham hyperplasiat okozd tesztoszterarkaid BPH modellt hasznaltuk
kisérleteinkhez.

Az in vivo vizsgéalatainkban a patkanyokat véletlenserr kisérleti és kontroll
csoportokra osztottuk (n=10). A kisérleti csopobak a BPH-t az indukcios fazisban (-28.-
tél 0.-ik nap) naponta adott szubkutan TE injekkalk(2mg/nap) idéztik &) melyet
kukoricaolajban oldottunk fel. A negativ kontrolladiok szubkutdn kukoricaolaj injekciot
kaptak ugyanebben azdiendben.
3.3.1.A. Az LHRH antagonista cetrorelix hatasaimedsgalata

A kisérleti csoportok a kovekéek voltak: (1) TE, (2) TE/ Cetrorelix 0.625 mg/kK@)
TE/Cetrorelix 1.25 mg/kg, és (4) TE/Cetrorelix 1Rdg'tskg. Az TE-t kap6 pozitiv kontroll
allatok cetrorelix helyett a véanyag mannitolt kaptak.
3.3.1.B. A GHRH antagonistak hatasainak vizsgalata

A kisérleti csoportok a kdvekéek voltak: (1) TE, (2) TE/finaszterid (0.1 mg/kgma(3)
TE/JMR-132 40ug/nap, (4) TE/MIA-313 2Qug/nap, and (5) TE/ MIA-459 2Qg/nap. Az
TE-t kap6 pozitiv kontroll allatok a véoldatot, 0.1% DMSO 10% vizes propylén glycol
oldatot kaptak.
3.3.1.C. A GHRH és LHRH antagonistak kombinacididmatasvizsgalata

A kisérleti csoportok a kovekéek voltak: (1) TE, (2) TE/finaszterid (0.1 mg/kgma(3)
TE/JMR-132 40 pg/nap, (4) TE/Cetrorelix 0.625 mgémd (5) TE/JMR-132 40 pg/nap és
Cetrorelix 0.625 mg/kg. Az TE-t kapo pozitiv koritréllatok cetrorelix helyett a visanyag
mannitolt kaptak, GHRH antagonistak és finasztéwmdlett pedig azok visoldatat, 0.1%
DMSO 10% vizes propylén glycol oldatot kaptak.

A Kisérlet ebtt és az utolsé napjan (42. nap) vénas vérmint@ygtottink. A szérumot
centrifugalassal (10 perc, 1000 rpm) valasztotlukse-80C-on taroltuk. A 42. nap reggelén
lemértik a patkanyok sulyat , majd az anesztetjzitkdnyokat felaldoztuk. A prosztatékat
rogton egészben eltavolitottuk, sulyukat lemértiks é&olyékony nitrogénben
gyorsfagyasztottuk.

3.3.2. Tumor modellek



3.3.2.A. Sejtkultarak

Human androgén-independens (PC-3, DU-145) és hamdmgén szenzitiv (MDA-PCa-
2b) prosztata carcinoma sejtvonalakat hasznaltunk.
3.3.2.B. Tumor xenograft modell

Az in vivo tumor xenograft kisérleteinkben 1,5 millié PC-3)1245, vagy MDA-PCa-2b
sejtet injektaltunk szubkutan 3 donor allat lagakik Az ebbl nott tumorokat aszeptikusan
begyijtottik, majd kb. 3 mrhes darabokra apritottuk fel, melyeket nude egerbe
xenotranszplantaltunk trokar segitségével. Amiknatagos tumortérfogat kb. 30-75 rfm
elérte, az allatokat véletlensden kontroll és kulonbdzkezelt csoportokra osztottuk (n = 8-
9).

A tumorok térfogatat (hossz x szélesség x magass@dh236) és a testsulyt hetente
mértik. A kisérlet végén az allatokat pentobadaitatlaltattuk és az abdominalis aorta
szekcidjaval felaldoztuk. A tumorokat dvatosan\aitéottuk, sulyukat lemeértiik és tovabbi
vizsgalatok céljabol -80 °C-on gyorsfagyasztottukrmintakat is gyjtottink, illetve teljes
boncolast végeztink minden allaton. Majat, sziuvgioket, veséket, lépet, heréket,
prosztatakat és vesiculae seminalest Ovatosarobttituk és sulyukat lemeértik.

3.4. Szovettani eljarasok és morfologiai analizis

Sorozat 5 um vastag metszeteket készitettiink mirick&tt mintabol, és standard
hematoxylin-eosinnal festettink meg a morfologiadl&zishez. Az igy készilt metszeteket
Nikon Eclipse 90i mikroszkoppal analizaltuk. A niikus és apoptotikus sejteket a
csoportonként 3 kulonbézallat ventralis prosztataibdl készilt metszetekedmoltuk 10
random latomeiben 40x nagyitas alatt.

3.5. Immunhisztokémiai festés

A patkdny ventralis prosztatakbdl sorozat 4 pm-estspeteket készitettliink és
immunoperoxidaz modszerrel festettik meg standestbkollt kévetve. A GHRH-R elleni
antitestet 1:1,000, az LHRH-R elleni 1:5, mig azragén receptor (AR) elleni 1:20
higitasban hasznaltuk szolbamersékleten 30 min inkubaciosicel. A GHRH-R és LHRH-

R pozitiv reakci6 esetén narancs-barnas granulumkéig az AR fekete nuclearis
festbdésként jelent meg.
3.6. DNS izolalas

A patkany prosztatak sejttartalmanak meghatarogédekében teljes DNS-t izolaltunk
20 mg ventralis prosztataszovéltla DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen) segitsélgév
Csoportonként 5 mintat analizaltunk. A DNS #88gét a gyartd ajanlasai szerint

ellemriztik.



3.7. RNS izolalas és cDNS szintézis

Teljes RNS-t izolaltunk 30 mg prosztataszdwetd Nucleospin kitet (Macharey-Nagel)
hasznalva. Csoportonként 3 mintat analizaltunk. ¢S mirbségét spektrofotometridval
hataroztuk meg. A cDNS é&tirdsdahoz 2 pg RNB-indultunk ki 40ul végsé
reakciotérfogattal, a QuantiTect Reverse TrangonptKitet hasznalva Veriti 96-well
Thermal Cycler gépen.
3.8. Kvantitativ real-time RT-PCR

Szdmos patkdny és human gén expresszidjat elemespikifikus primerek és
molekularis probakat hasznalva. A real-time PCRkaekat iCycler iQ Real-Time PCR
Detection System-ben végeztik el. A relative géresgziot a Pfaffl-féle formulanak
segitségével hataroztuk meg.
3.9. RT? Profiler PCR Array

Patkany Novekedési Faktor, Gyulladasos Cytokinet#gtrok és Jelatvitel Real-Time
PCR Arrayeket hasznaltunk, melyekkel 6sszesen 2B2ngRNS szintjét hataroztuk meg. A
génexpresszid valtozasat AACt modszerrel végeztik el. Az adatok normalizalésa
haztartasi génnel tortént.
3.10. Western blot

A patkany prosztatakat, illetve a xenograft tumoveteket homogenizaltuk, fehérjét
Nucleospin kittel izolaltunk. A fehérje lysatumokatkoncentracioknak egységesitése utan
standard Western blot mddszerrel processzaltuk.
3.11. Radioimmunoassay (RIA) és ELISA

A BPH tanulméanyainkban kereskedelemben kaphato lGH DHT, IGF-1, illetve PSA
immunoassay kiteket hasznaltunk a gyartok utasitiédeetve.
A PC-3 prosztatarak kisérleteinkben a human VEGF I@&-Il meghatarozasat a
tumorszovetekll egyedi RIA modszert hasznalva végeztik el.
3.12. Ligand kompeticios assay

A patkany prosztataban a GHRH és LHRH receptorolky m xenograft prosztata
tumorszoévetekben a GHRH receptorokat ligand koropestiassay-el karakterizaltuk.
3.13. Statisztikai analizis

Az adataink statisztikai ertékelését SigmaStatsadftverrel (Sytat Software) végeztik.
Az eredményeinket atlag + SEM formaban kozoltik.e@my ANOVA-t kbdveben
Bonferroni t tesztet, Student—-Newman—Keuls tesztet, vagy twedteStudent’'st tesztet
végeztink. Statisztikai kilonbséget P < 0.05 esketgadtuk el.



4. LEGJELENT OSEBB EREDMENYEINK
4.1. Az LHRH antagonista cetrorelix hatasai kisérlees benignus prosztata hyperplasia
modellen (1. tanulmany)
4.1.1. Az LHRH antagonista cetrorelix hatasai a patany prosztata sulyan

A negativ kontroll allatok prosztatasulya 264.8+#§/100 g testsuly volt, mig a TE
kontroll allatok prosztataja 40.52%-kal megnagyaiitd372.1+25.3 mg/100 g testsuly
(p<0.001). A cetrorelix 0.625 mg/kg dbzisban 17.888b csokkentette az allatok
prosztatasulyat (p=0.02). Ez a csokkenés hasontéardl.25 mg/kg cetrorelix-szel elérthez
(18.65 % csokkenés [p=0.01]), és tovabbi csokkakésnt 12.5 mg/kg cetrorelix-szel
(35.17% csokkenés [p<0.001)).
4.1.2. A 0.625 mg/kg cetrorelix hatdsa a gyulladaslésegit cytokinek és novekedési
faktorok génexpresszidjara

A cetrorelix kezelés hatasara jelesgn lecsokkent a IFM-IL-1a, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-13, IL-15, IL-17B és LTA cytokinek szintje. A chemokinek és chemaildoeptorok kozul
a C5, CCL25, SPP1, CCR4, CCR9 and BLR-1/CXCR5 ga@msszidjat vitte le a cetrorelix.
A novekedési faktorok kozul FGF-2, FGF-7, FGF-8,F-Gl, TGFB1, BMP-7 és VEGF-A
szintjei csbkkentek. Ezen valtozasokat real-tim&Ral megefsitettik.
4.1.3. A 0.625 mg/kg cetrorelix hatasa az LHRH-R, HRH, AR and 5ea-reductase 2
expressziora a patkany prosztataban

Az LHRH-R és LHRH ligand expresszidjat a patkanpgatatdban mRNS és fehérje
szinten is igazoltuk. Az LHRH-R szintben nem tottéaltozas a cetrorelix kezelés utan. Az
LHRH expresszi6 megemelkedett a cetrorelix kezelkévethen. Az AR szintet
lecsokkentette a cetrorelix kezelés. A cetrorelix Sa-reduktdz 2 szintet is jelefgen
csokkentette.
4.1.4. LHRH receptor ligand kompeticios assay a plkény prosztataban

A ligand kompeticios assay egységes osztalyd nHmytéasu LHRH receptorok
jelenlétét mutatta ki a patkany prosztataban.
4.2. A GHRH antagonistak hatasai kisérletes benigrsuprosztata hyperplasia modellen
(2. tanulmany)
4.2.1. A GHRH receptor expresszio immunohisztokémikimutatasa

Az immunohisztokémiai analizissel megallapitottogy a GHRH receptorok a patkany
prosztata hAmjanak luminalis membranjaban és aalgptytoplasméban helyezkednek el.

4.2.2. A GHRH antagonistak csokkentik a prosztatanréetet



A negativ kontroll allatok prosztatasulya 234.9%16é1g/100 g testsuly volt, mig a TE
kontroll allatok prosztataja 55.5% -kal megnagyatitd365.4+20.3 mg/100 g testsuly
(p<0.001). A JMR.132, MIA-313, and MIA-459 GHRH agbnistak 17.8%, 17.0% illetve
21.4%-kal csokkentették az allatok prosztatas((i§&D.05). Ezek a csdkkenések nagyobbak
voltak a 0.1 mg/kg/nap finaszteriddel elért redakél (14.43%). A GHRH antagonistak
jelentbsen csokkentették a prosztata DNS tartalmat is.

4.2.3. A GHRH antagonistak csokkentik a gyulladaselésegit IL-1 B, NF-kp and COX-2
expressziojat

A prosztatakban a ILfl, NF«p/p65 (RelA), és COX-2 fehérjék szintje megemelkedet
TE indukcié utan, mig a GHRH antagonistak és fitexst jelentsen csokkentették azokat.
4.2.4. A GHRH antagonistak gatoljak a sejtosztédasts apoptozist indukalnak

Az apoptotikus sejtek szama magasabb volt a GHRibganistédkkal és finaszteriddel
kezelt csoportokban, bar az emelkedés a TE kookaltloz képest statisztikailag nem volt
szignifikans. A GHRH antagonistak és a finasztemndeltek a Bax mMRNS expressziojat és
csokkentették a Bcl-2-ét. A JMR-132 és MIA-459 gotasta jelertisen cstkkentette a
PCNA fehérje szintet.

4.3. A GHRH és LHRH antagonistak kombinaciéjanak h#asa kisérletes benignus
prosztata hyperplasia modellen (3. tanulmany)
4.3.1. A GHRH és LHRH receptor expresszié immunohiokémiai kimutatasa

Az immunohisztokémiai analizissel megallapitottakgy a GHRH és LHRH receptorok
a patkany prosztata hamjanak luminalis membranjdéanaz apicalis cytoplasmaban
helyezkednek el.

4.3.2. A GHRH és LHRH antagonistak kombinacidja cskkenti a prosztataméretet

A negativ kontroll allatok prosztatasulya 248.0#1éng/100 g testsuly volt, mig a TE
kontroll allatok prosztataja 48.2%-kal nagyobod887.5+15.9 mg/100 g testsuly (p<0.001).
A JMR.132 GHRH antagonista, az LHRH antagonistaocelix és ezek kombinacidja
18.6%, 21.3% illetve 30.3%-kal csdkkentették aatéh prosztatasulyat. Ezek a csokkenések
nagyobbak voltak a 0.1 mg/kg/nap finaszteriddettelédukcional (13.8%). A JMR-132,
cetrorelix és a kombinaciojuk is jelésen cstkkentették a prosztata DNS tartalméat is.
4.3.3. A GHRH és LHRH antagonistak kombinacidjanakhatasa aSAR2, a1A-AR, AR,
PSA és STEAP fehérjeszintekre

A GHRH antagonista JMR-132 csotkkentette a 5AR2 gmmotszinteket. Cetrorelix
csokkentette alA-AR protein szinteket. A prosztata AR szintet & iRdukcio megemelte,
mig a kezelések kozll csak a JMR-132 csOkkentette Aa prosztata PSA szintet a TE



indukcio 62%-kal emelte, mig a GHRH/LHRH kombina@8%-kal csokkentette azt. A
prosztata STEAP szintet a JMR-132 és a kombinat36 &s 83%-kal cstkkentette.
4.3.4. A GHRH és LHRH antagonistak kombinacidja cskkenti a gyulladast ebsegit
IL-1 B, NF-kp and COX-2 expressziojat

A prosztata IL-B szint 57%-kal cstkkent a kombinacios kezelés ufanIMR-132,
cetrorelix és kombinacids kezelés szintén jéleen csokkentette F-kf3/p65 protein szintet
48%, 37% illetve 54%-kal. A JIMR-132 és a kombinat@% and 97 %-kal cstkkentette a
COX-2 szinteket.
4.35. A GHRH és LHRH antagonistak kombinacioja gatlla a sejtosztodast és
apoptozist indukal

HE metszetek morfoldgiai elemzésével kimutattukgyh@a JMR-132, a cetrorelix, a
kombinacios kezelések és a finaszterid csokkeatkatlagos hamteriletet a ventralis
prosztatdbanAz mitotikus sejtek szama kevesebb volt az dsseeslé&s utan. Az apoptotikus
sejtek szama magasabb volt a JMR-132, cetroretimbinaciés kezelések és a finaszterid
kezelt csoportokban, bar ez a TE kontrollokéhozképtatisztikailag nem volt szignifikans.
A GHRH és LHRH antagonistak kombin4cidja jetes@n, 58%-kal cstkkentette a PCNA
fehérje szintet. Aombinacios kezelés és finaszterid megemeltékxantlRNS expresszidjat,
mig JMR-132, cetrorelix, és kombinacios kezelessikentettek a Bcl-2-ét. A p53 mRNS
szintet az 6sszes kezelés szupresszalta.
4.4. A PC-3 prosztata carcinoma novekedésének déziependens gatlasa MZ-J-7-138
GHRH antagonista kezeléssel tumoralis névekedésikimrok szupressziojaval
4.4.1. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 hatasa a PC-Buman androgen-independens
prosztatarak ndvekedésére nude egerekben

A GHRH antagonista MZ-J-7-138 minimum hatasos d02i$ pg/nap volt, mely 52%-0s
novekedeésgatlast okozott, mig az 5 pg/nap MZ-J&-45%-o0s, a 10 pg/nap dozis pedig
78%-0s gatlast eredményezett. A tumor duplazodigsi6i2 naprol 12.4 napraéti a 10
png/nap kezeléssel.
4.4.2. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 hatasa a VEGEs IGF-Il expressziéra

A GHRH antagonista MZ-J-7-138 kezelés 47.3%-0s IGEs 55%-0s VEGF szint
csokkenést okozott a PC-3 tumorokban. Az alacsdngazisi antagonista kezelések kisebb
csokkenést okoztak.
4.4.3. GHRH receptor ligand kompeticids assay PCi8moron

A ligand kompeticios assay egységes osztalya nHmytéasu GHRH receptorok

jelenlétét mutatta ki a vizsgalt PC-3 tumorokon.



4.5. A GHRH antagonistak kisérletes prosztatarakokndvekedéseére gyakorolt gatlo
hatasa 0sszefligg &ad-tipusu p53 szint ndvekedésével, illetve a muits-p53 és p2l
fehérjeszintekcsokkenésével
4.5.1. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 hatasa a PC-Buman androgen-independens
prosztatarak ndvekedésére nude egerekben

Az MZ-J-7-138 jelertisen, 77%-kal gatolta a PC-3 tumornévekedést a aitimbz képest
(p<0.01). Ez az antiproliferativ hatas a Wiedamorsulyokon is megmutatkozott (66%-0s
gatlas). A tumor duplazodasiichasonléan megnyuijtotta a MZ-J-7-138.
4.5.2. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 hatasa DU-14Bbuman androgenindependens
prosztatarak ndvekedésére nude egerekben

Jelends, 66%-0s tumorndvekedés gatlast eredményezett-d-¥4238 kezelés a DU-145
tumorokon, a kontrollhoz képest. Ez a gatl6 hat&égg) tumorsulyokon is megmutatkozott
(62%-0s gatlas). A tumor duplazédasio id0.6 naprol 25.2 napraéth a MZ-J-7-138
kezeléssel.
4.5.3. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 és LHRH antagusta cetrorelix hatasa az
MDA-PCa-2b human androgen-dependens prosztatarak niekedésére nude egerekben

A PC-3 és DU-145 tumoroknal tapasztalt gatlasnagyabb tumorndvekedés gatlast
okozott a MZ-J-7-138, cetrorelix és kombinaciojug &DA-PCa-2b tumorokon. A
kombinacios terapia vezetett a legnagyobb gatlashoxég® tumortdmegeket tekintve
hasonl6 tendenciat mutattak a kilonbéezelések. A tumor dupldzodasbidzintén kitolta
a cetrorelix 6nmagaban, illetve kombinacidban.
4.5.4. GHRH receptor ligand kompeticiés assay

A ligand kompeticiés assay egységes osztalya nHmytéasi GHRH receptorok
jelenlétét mutatta ki mindharom vizsgalt tumorvamal
4.5.5. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 és LHRH antagasta cetrorelix hatasa a p53
tumor szupresszor protein expresszibjara

A DU-145 tumorokban a mt-p53 szint jelésén csokkent a GHRH antagonista kezelés
hatasara. A wt-p53 expresszi6 a MDA-PCa-2b tumaaoklmegemelkedett a GHRH
antagonista, cetrorelix és ezek kombinacidinakd#ata
4.5.6. A GHRH antagonista MZ-J-7-138 és LHRH antaguasta cetrorelix hatasa a p21
protein expressziodjara

A PC-3 és DU-145 tumorokban a GHRH antagonista MZ4iB8 jelenfsen gatolta a
p21 protein expressziét. A MDA-PCa-2b tumorokbarMZ-J-7-138 illetve a cetrorelix



okozta p21 protein expresszié csokkenés nem \atlsstikailag szignifikans a nagy standard

hiba miatt.

5. MEGBESZELES
5.1. Az LHRH antagonista cetrorelix hatasai kisérlees benignus prosztata hyperplasia
modellen (1. tanulmany)

Klinikai tanulmanyokkal bebizonyitottak, hogy az RH antagonista cetrorelix terdpia a
LUTS tinetek hosszan tartd javulasat okozta. Ezavalas, mely magaba foglalja a
prosztataméret csOkkenését és a vizelet maximédimrklasi sebességének novekedéseét,
nagyobbnak tnik az o-blokkolok vagy a B&-reduktaz gatlok okozta javulasnal. A
kézelmultban végzett klinikai tanulmanyokban a aedlix alacsony dézisban a hypophysis-
gonad tengely és a tesztoreron szint csak részéegesessziojat okozta.

A jelen tanulmanyban kimutattuk, hogy a cetrorg@lem kasztralo, 0.625 mg/kg ddzisban
is jelentsen, 18%-kal csokkenti a prosztatasulyt. A BPH riddkben észlelt szovettani
megfigyeléseink szerint a tesztoszteron kezelt taMlaprosztatdjaban hyperplasticus
valtozasok torténtek, mig a cetrorelix alacsong2b.mg/kg dbzisban ezen hyperplasticus
valtozasok involutiéjat idézte &l a normal allatok prosztatdjanak morfologiajahagyon
hasonlo szovettani szerkezetet eredményezve.

Az LHRH és LHRH-R jelenlétét real-time PCR-ral ése$éérn blottal mutattuk Ki.
Tovabb4, ligand kompeticiés assay-vel egységesilgazhagy-affinitAsi LHRH receptorok
jelenlétét mutattuk ki a patkany prosztataban. 826.mg/kg dozisu cetrorelix csokkentette
az AR és b-reduktaz 2 szinteket is a prosztataban, bar aisge®HT és LH szintek kevésbé
csokkentek és a szérum PSA szintbéli valtozasok welth jelentisek. Emellett korabbi
tanulmanyok az LHRH és LHRH-R jelenlétét, illetvez d HRH és analdgjainak
antiproliferativ hatdsat mutattak ki szamos malgytumorban. A kézelmdultban kimutattuk,
hogy a cetrorelix gatolja a BPH-1 human prosztatithelialis sejtvonal névekedésétvitro.
Mindenezek a klinikai és allatkisérletes megfiggeléazt sugalljak, hogy az alacsony dézisu
cetrorelix a gonadalis funkciot nem kéarositja. Agatata zsugorodasa a cetrorelix kdzvetlen,
a prosztata LHRH receptorokon kifejtett gatléo hatek az ereménye. Megfigyeléseink egy
LHRH-n alapul6 autokrin szabalyozé rendszer jeligtlgugalljak.

A real-time PCR array kisérleteink megmutattak, ynegamos, a gyulladastésegit
cytokin és novekedési faktor szintje novekedettesztbszteron kezelt kontroll allatok
prosztatdjaban és csokkent a cetrorelix kezeltekéBeen inzulin-szét transzformald és

fibroblaszt nbvekedési faktorok, illetve effektopolakulaik szamos mas interleukinnel egyutt



a stromalis és epithelialis prosztatasejtek abnlismadvekedéséhez vezethetnek. Az
alacsony doézisu cetrorelix a gyulladasiselgit cytokinek mRNS szintét csokkentette. Ezek
a cytokinek a BPH-ban részét képezik egy gyullasiabélozatnak, melynek szamos
novekedési faktor is része. A T sejtek altal tetnifeN-y a novekedés gatlo hatasu TGF-
természetes antagonistaja, az FGF-2 pedig stirauéhovekedést. Az IFN-stimulalja az
IL-15-t is, mely a bearaml6 T-lymphocytak mennyisegyarapitja. Ezek a T-sejtek tovabbi
lymphokineket, mint példaul IL-4-et és IL-13-at rnelnek, illetve a B
hydroxydehydrogenaz/izomeraz indukalasaval aktidr@genek és Osztrogének kégeseét
segitik eb. A szintén T-sejtekdd ereds IL-17 pedig az IL-6, IL-8, IL-& ésp stimulalasaval
az immunvalasz finom hangolasat végzi.

Osszefoglalva, a széleskor génexpresszio analizisiinkkel kimutattuk, hogy a
tesztoszteron kezelt BPH kontroll &llatok proszédian szamos gyulladasteégit cytokin
€s novekedési faktor génje aktivalodott, mely gémghressziojat a cetrorelix szupresszalta.
Ezen megfigyeléseink azt sugalljak, hogy a cetrorBPH-ra gyakorolt kedveg hatdsa a
gyulladast glsegit cytokin és ndvekedési faktor mMRNS szupresszidj&iak nhet.

Jelen tanulmanyunk eredményei szerint a proszigtassbkkenés a prosztataban
talalhaté LHRH-receptorokon kifejtett kbzvetlenroeelix hatasnak és a gyulladasisagit
cytokin és novekedési faktor mMRNS szupressziojékadkzonhet. Megfigyeléseink fény
deritettek az LHRH antagonistdk hatasmechnizmu&Pél-ban és az LHRH lokalis
ndvekedési faktorként bet6ltott szerepét sugalli@hetséges, hogy az LHRH antagonistékat

kombinacioban mas szerekkel a klinikumban is |&lasznalni a BPH kezelésére.

5.2. A GHRH antagonistak hatasai kisérletes benigrsuprosztata hyperplasia modellen
(2. tanulmany)

Ennek a tanulmanyunknak a 16gb megfigyelése az, hogy a GHRH antagonistak (JMR-
132, MIA-313 és MIA-459) csokkentik a prosztata etét a BPH egy Kkisérletes
modelljében. A prosztata zsugorodasan felll, szamwsBPH pathogenesisében és
progresszidjaban szerepet jatszd novekedési ésladymbs faktor szintjét jelgigen
csokkentette a GHRH antragonistakkal valé keze#é<GHRH, GHRH-R és annak SV1
splice variansanak expresszidjat Western blottalattuk ki. Tovabba, ligand kompeticios
assay-vel nagy-affinitasi GHRH receptorok jelenlégé@zoltuk a patkany prosztataban, és
immunohisztokémiai elemzéseink szerint a GHRH-Repithelialis sejtek luminalis részén
expresszalodik. A szérum GH, IGF-1, DHT, illetve APSzintekben nem volt jeledd
valtozas GHRH antagonista kezelés utan. A koézebaadltkimutattuk, hogy a GHRH



antagonistak gatoljak a BPH-1 human prosztata elmiis sejtvonal ndévekedéset vitro.
Mindenezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy aosziata zsugorodasa a GHRH
antagonistak kozvetlen, a GH/IGF-I axistél fuggetle prosztata GHRH receptorokon at
kifejtett gatlé hatasdnak az ereménye. A GHRH ésp®rainak egyuttes jelenléte a patkany
prosztatdban tamogatja egy GHRH-n alapul6 autgdainakrin szabalyozé rendszer létezését.
Ennek, a GHRH antagonistakkal gatolhatdé rendszeangtenléte megmagyarazza az ilyen
antagonistak prosztata sejtekre gyakorolt antifm@tiv hatasatnind sejtkultirdban, mind a
prosztatarak xenograft-nude egér modelljében. Mggféseink arra utalnak, hogy a GHRH
szerepet jatszik a BPH pathogenezisében.

Az adataink, miszerint a gyulladasos cytokinek ggimegemelkedett az indukalt BPH-
es allatok prosztatajdban konzisztensek kordbhikidi és kiséreletes megfigyelésekkel. A
GHRH antagonistadk jeletden csokkentették e gyulladdsos cytokinek szinfitek a
cytokinek részét keépezik egy gyulladasos halézat@akBPH-ban, melynek szamos
progresszidjat a BPH-ban.

Kimutattuk, hogy a tesztoszteron kezelés a fl.{IF«p és COX-2 proteinek szintjének
emelkedéséhez vezet a patkany prosztataban, nMgral32, MIA-313, és MIA-459 GHRH
antagonistak kifejezett csokkenését okoztdk ezdmérfgknek. Az IL-B, mely egy
gyulladadsos cytokin, az N&B aktivaciojat okozza egérben. Az NB- proteinek, mint
példaul a NFRep/p65 (RelA), indukalhatd traszkripcios faktorok, lgek az immunvalaszban,
angiogenesisben, sejt adhéziéban, proliferacioldifierencialodasban és apoptdzisban
szerepet jatsz0 gének szazait szabalyozzak. Ax\iktivacioja kronikus gyulladas egyik
legkoraibb eseménye. A COX-2, mely a cyclooxigegdzim indukalhaté formdja, egy korai
valasz gén, mely felszaporodik specifikus stimukjsaint példaul mitogének, névekedési
faktorok és szamos cytokin, igy az IL-1 hatasar&@X-2 expressziojat, illetve a gyulladast
elosegit mediatorok altal indukalt COX-2 dependens prosathtermelését tulnyomdan az
NF-xp dependens géntranszkripcié szabalyozza, melywala hogy ok-okozati kapcsolat
lehet a GHRH antagonista okozata csokkentdRlp65 szint, a COX-2 upregulacio géatlasa
€s a csokkent IL{1 termebdés kdzott. A COX-2 tulexpresszidjat human BPH aiban
mar leirtak, illetve a GHRH antagonistak csokkdagten COX-2 szintet kisérletes tiides
prosztatacarcinomakban. Tovabbéa kimutattak, hoG¥X-2 néveli az anti-apoptotikus Bcl-
2 szintet, igy csokkenti az apoptozis mértékétosziataszovetben.

Bizonyitottuk, hogy mind a harom GHRH antagonishtofja a sejtproliferaciot, néveli a

p53 tumor szupressoszor és csokkenti a PCNA szpaétany prosztataban. Az anti-



apoptotikus Bcl-2 szint emelkedését figyeltik meg tesztoszteron-indukalt BPH

prosztatakban. Ez a Bcl-2 tulexpresszié megegykinkso-Magdalena és mtsai human BPH
mintakban tortént megfigyelésével, mely arra utadgy a BPH nem egy proliferativ

betegség, hanem inkabb az apoptdzisnak ellenaji@kséelszaporodasa. Munkankban

kimutattuk, hogy a GHRH antagonista kezelés medesdelt pro-apoptotikus Bax és

csokkent anti-apoptotikus Bcl-2 mRNS szinteket okd¥ prosztatahamban talalhato

apoptotikus sejtek szadma szintén emelkedett a GldRElgonista kezelés utan, bar ez nem
volt szignifikdans. A GHRH antagonistak ezen profaptikus hatasait valoszinileg a
csokkent prosztatabéli COX-2 szint vagy az intdng&s extrinsic apoptotikus utak gatlasa
okozza.

A jelatviteli utak kvantitativ PCR array-el tori&relemzésével kimutattuk a mitogén
hedgehog, PI3-AKT, és foszfolipaz-C jelatviteli kitds effektor molekulaik szerepét. Ezen
jelatviteli utak kozvetitik valészinileg a GHRH agonistak BPHara gyakorolt kedvez
hatasat. A GHRH antagonistdak a MAPK utvonal gatiéstaakadalyozzak a malignus sejtek
novekedését.

A GHRH antagonistak terapeutikus hatasa szamosntetken, igy a prosztata
zsugorodasban, a novekedési faktorok és gyullaglésegit COX-2 szint csokkentésben,
illetve antiproliferacios és pro-apoptotikus hatdsm is felilmulta a finaszteridet. A
finaszterid mellékhatasait is figyelembe véve a GH&htagonistak akdr a BPH alternativ
gyogyszeres kezelését is képezhetik.

Osszefoglalva, a jelen tanulmanyban kimutattuk,yhagIMR-132, MIA-313, és MIA-
459 GHRH antagonistak jelérst sulycsokkenést és DNS tartalom csokkenést okoanak
patkany prosztataban. Adataink szerint ez a prizsily csokkenés a prosztatdban talalhatéd
GHRH-receptorokon kifejtetett kozvetlen GHRH antaigta hatasnak és a szamos
gyulladast elsegit cytokin és novekedési faktor mMRNS szintjenek szsgmiojanak
k6szonhet. Kimutattuk azt is, hogy a GHRH antagonistaksen gatoljak a ILf1, NF«f, és
COX-2 expresszidjat a prosztataban. SzemléltettUkGHRH antagonistak apoptozist
elosegitt  hatasat. Megfigyeléseink  fény deritettek az GHRHntagonistak
hatasmechnizmuséara BPH-ban, és az GHRH lokaliskediési faktorként betoltott szerepére
utalnak. Lehetséges, hogy az GHRH antagonistak ¢@ukban, vagy mas szerekkel

kombinalva a klinikumban is hasznossa valhatnalPE Bezelésében.

5.3. A GHRH és LHRH antagonistak kombinacidjanak ha#asa kisérletes benignus

prosztata hyperplasia modellen (3. tanulmany)



Ebben a tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a GHRHgonista JMR-132 az LHRH
antagonista cetrorelix-szel kombinalva noveli asptata zsugorodasat és sejttartalmanak
csokkenését okozza. Ezen antagonistak kombinaaidjastént kezelés csokkentette szamos,
a BPH pathogenesisében és progresszi6jaban szgrsgétmolekula szintjét.

Immunohisztokémiai elemzéseink szerint a GHRH- B&RH-receptorok az epithelialis
sejtek luminalis részén expresszalodnak. A GHRH,RHH illetve ezek receptorainak
jelenlétét a patkany prosztataban Western blotfakaltuk. Kordbban mar beszamoltunk
arrél, hogy ligand kompeticiés assay-vel nagy-éfisi GHRH- és LHRH receptorok
vannak jelen a patkany prosztataban. A szérum @Gif;1, DHT, illetve PSA szintekben
nem volt jelents valtozas GHRH-és LHRH antagonista kombinacioselész utan. A
prosztata és szérum PSA, egy jo6l ismert tumor nnarkeintjei jelenisen leestek a
kombinacios kezelés utan. A STEAP egy sejtfelszaritigén, mely talnyomoan
prosztatacarcinomaban expresszalodik, és szamdsd dzonorban potencialis terapias
célpont. A kombinacioés kezelés radikalisan csokéiata STEAP szintet.

A koézelmdaltban kimutattuk, hogy a GHRH és LHRH @uaistak gatoljak a BPH-1
humén prosztata epithelialis sejtvonal novekedéseitro. Mindenezek a megfigyelések azt
sugalljiak, hogy a prosztata zsugorodasa a GHRH.HEIRH antagonistak kozvetlen, a
prosztata GHRH illetve LHRH receptorokon at kifdgjtgatlo hatasanak az ereménye. A
GHRH, LHRH és ezek receptorainak egyuttes jelerdgtatkany prosztataban tAmogatja egy
GHRH-n és LHRH-n alapul6 autokrin/parakrin szabafyaendszer létezését. Ennek, az
antagonistakkal gatolhatd rendszernek a jelenléegnmagyardzza a GHRH és LHRH
antagonistak prosztata sejtekre gyakorolt antifa@ltiv hatasat mind sejtkulttraban, mind
és a prosztatardk xenograft-nude egér modelljébergfiggeléseink arra autalnak, hogy a
GHRH és LHRH szerepet jatszik a BPH pathogenezisébe

Kimutattuk, hogy a JMR-132 és a cetrorelix kombidgcaz IL-13, NF«p és COX-2
proteinek szintjének és az NiB/p50 foszforilaciojanak jeletis csokkenéséhez vezet. Az IL-
1B, NF«p és COX-2 proteinek szerepét fent targyaltuk.

Tanulmanyunkban bebizonyitottuk, hogy a kombindkerelés jelerdsen csokkentette a
ventralis prosztata atlagos hamteriletet, DNS ltadaés a PCNA proliferaciés marker
fehérje szintjeit. Ezek mellett az anti-apoptotikiBsl-2 gén downregulaciojat és a pro-
apoptotikus Bax gén upregulécidjét is megfigyeltik.

A JMR-132 és a cetrorelix kombinaciéjanak teragiasdsa szamos tekintetben, igy a
prosztata zsugorodasban, a PSA, STEAP,pILes COX-2 szintek csokkentésben, illetve

antiproliferacios és pro-apoptotikus hatasokbarel8imulta a finaszteridet. A finaszterid



mellékhatasait is figyelembe véve a GHRH és LHRE@onistak kombinacioja akar a BPH
alternativ gyogyszeres kezelésének is bizonyulhat.

Osszefoglalva, a jelen tanulmanyban kimutattuk yr@@&HRH antagonista JMR-132 az
LHRH antagonista cetrorelix-szel kombinalva noOvedi prosztata zsugorodasat és
sejttartalmanak csokkenését kisérletes BPH modddém Adataink szerint ez a
prosztatasuly cstkkenés a prosztataban talalhat@HsHs LHRH receptorokon kifejtetett
kdozvetlen GHRH és LHRH antagonista hatdsoknak &SA, STEAP, IL-B és COX-2
szintek szupresszidjanak koszorhedzemléltettiik a kombin4cids terapia antiprolifiergs
apoptozist disegit hatasat. Megfigyeléseink fény deritettek az GHRB IEHRH
antagonistak kombinaciojanak a hatasmechnizmusBtlan, és az GHRH/LHRH lokalis
novekedési faktorként betdltott szerepét sugalli@hetséges, hogy az GHRH antagonistédk
onmagukban, vagy LHRH antagonistaval kombinalvalimikkimban is hasznos terapiava

valhatnak a BPH kezelésében.

5.4. A PC-3 prosztata carcinoma novekedésének dézilependens gatlasa MZ-J-7-138
GHRH antagonista kezeléssel tumoralis névekedésikimrok szupresszidjaval

A visszae$ androgén-figgetlen prosztatarak kezelése tovaisbjelents kihivas. Az
LHRH és GHRH antagonistak, valamint célzott cytatag peptidanaldégok fejlesztésével
Ujabb kezelési lehéségeket kindlkoznak. A polypeptid ndvekedési fakpragy mint
GHRH, gastrin-releasing peptide, IGF-I és -ll, VEGIHFGF, EGF illetve ezek receptorai
széles korben jelen vannak a prosztatarakban. HxRrekedési faktorok némelyike
aberransan stimulalja az androgén receptor utvbiasldagy hozzajarul az prosztata rakos
sejtjeinek androgén-fliggetlen ndévekedéséhez. A GidRIHa kilonbé& human neoplasmak
novekedésében jatszott szerepe GHRH antagonistafejleketésére 0Osztondzte
laboratériumounkat ezen malignanciak endokrin téjapak céljabol. A GHRH antagonistak
képesek szamos human kisérletes prosztatarak rddsdegatolni egyrészt indirekten, a
hypophysisealis GH és hepaticus IGF-1 szekrécitag@tal, masrészt direkten, a tumoralis
GHRH receptorok blokkolasaval és tumoralis IGF-+8ssokkentésével.

Jelen tanulmanyunkban kimutattuk, hogy az MZ-J-8-13HRH antagonista dozis-
dependens moédon gatolja a PC-3 prosztatarak nogs&ees a tumoralis VEGF és IGF-II
novekedési faktorokat. Az elmult években szamos BHihtagonista ndvekedés gatld
hatdsat teszteltiink kulonk®ddzisokban prosztatarak xengraftokorvivo.

Egyértelnfien megmutattuk a laboratoriumunk altal kifejledztegyik leghatasosabb

GHRH antagonista, a MZ-J-7-138, dozis-dependengshdta tumor gatlason és ndévekedeési



faktorok szupresszion. A VEGF fehérje szintek jglsrcsokkenését tapasztaltuk 5 pg és 10
pg/nap dozisoknal. Az IGF-1I szint cstkkenését 1§/npp doézisnal figyeltik meg. A
tumoralis VEGF és IGF-Il gatlasa megegyezik a lahkban korabban megfigyelt adatokkal,
ahol is a novekedési faktorok szintjének csokkenégént nagy dozisu GHRH antagonista
kezelés utan. Azonban a jelen tanulmany szeriataazsonyabb dozisu GHRH antagonistaval
elért tumorndvekedés gatlas nem tarsult a tumon@hekedési faktorok szintjének jelést
csokkenésével, hanem az val6szinileg ezen antégarag tumoralis GHRH receptorokon
kifejtett direkt gatlé hatasanak az eredménye.

Ebben a tanulmanyunkban RT-PCR-ral és radioligasdyavel is kimutattuk a GHRH
receptorok jelenlétét. A 10 pg/nap dozisu MZ-J-B-1&HRH-R és SV1 mRNS
expresszidjara gyakorolt hatasat is vizsgaltuk.SAZL a PC-3 tumorokban magas szinten
jelen van és mely valészinileg@tbimoralis GHRH receptor tipus. Az SV1 mRNS csekély
meértékben downregulalédott a kezelés utan. EzZehl@zleg, a GHRH-R jelerdisen
upregulalédott. Végul, a GHRH ligand mRNS szingeptsen, egynegyedére lecsokkent a
GHRH antagonista kezelés hatasara.

Eredményeink jol szemléltetik egy Ujabb GHRH antagia dozisfiig§ hatasossagat az
androgén-fuggetlen prosztatarak tumorndovekedésig@ihn. A novekedési faktorok, ugy
mint VEGF és IGF-II, szintjének csokkenése a GHRithgonista magasabb dozisanal volt
megfigyelhed. Tovabbi vizsgalatokra van szikség, hogy megdHiaki a GHRH
hatasosabb antagonistak szintézise szikséges ellewlyy terapias eszkozze valo
konvertalasahoz.

5.5. A GHRH antagonistak kisérletes prosztatardkokndvekedésének géatl6 hatasa
Osszefigg a vad-tipusu p53 szint novekedésével tie a mutans-p53 és p21
fehérjeszintek cstkkenésével

A p53 tumor szupresszor gén mutacioi a malignusotokban leggyakrabban talalt
genetikus valtozasok egyike. Mivel a p53 fehérjansas sejtfunkciot, mint pl. génétiras,
DNS szintézis és javitas, sejtciklus gatlasa éptaaes, modulal, a fehérje mutéciéi ezen
funkciokat megsimtetheti és a daganat genetikai instabilitasahtetye progressziéjahoz
vezethet. A p53 valtozasai egyértébn tarsulnak az androgén-fliggetlen prosztatarakkal,
mt-p53 jelends tulexpresszidja figyelh&t meg a hormon-refrakter és metasztatikus
prosztatarak szovetben.

Az androgén-fuggetlen prosztatarak modellek, ugytmRiC-3 és DU-145, és az androgén-
fuggoek, mint pl. MDA-PCa-2b és LNCaP, kulonidoadvekedési karakterisztikaja és terapias



valasza ezen modellek p53 statuszanak tulajdodithatebbbiek mt-p53-t, mig az utdbbiak wt-
p53-t expresszalnak. A jelen tanulmanyban kimutatiogy a human kisérletes prosztatarakok
novekedésének gatlasa az GHRH antagonista MZ-B7é$3LHRH antagonista cetrorelix
kezeléssel a wt-p53 és mt-p53 szinteken valé kilzinbatasokon at valésul meg. Az MZ-J-7-
138 a PC-3 és DU-145 tumorok gatlasat a mt-p53ekzicsdkkenése mellett hozta létre, mig a
MDA-PCa-2b tumorokban a wt-p53 upregulacioja meli@ttént a gatlas. A cetrorelix szintén
novelte a wt-p53 expressziét a MDA-PCa-2b tumorakba wt-p53 expresszié indukcioja
valészinlleg szerepet jatszik a GHRH és LHRH amigtfik MDA-PCa-2b tumorndvekedés
gatlasanak. Eredményeink 0Osszhangban vannak ankdidmn tortént megfigyelésekkel,
miszerint egy BPH kisérletes modellben a wt-p53egpialoédott és a DMS-153 kissejtes
tiddcarcinomaban az mt-p53 downregulalddott a GHRHgamiata kezelés hatasara. A MDA-
PCa-2b tumorokban a GHRH és LHRH antagonista kafcidfa nagyobb tumorndvekedés
gatlast eredményezett, mint ezen antagonistak Hilt@im. Az MZ-J-7-138 az eis GHRH
antagonista, mely jeletgden gatolta a MDA-PCa-2b androgén-figgprosztatarak
novekedését a velejaré androgén-deprivacido nélRillkorabbi tanulmanyainkban, ahol
kevéshé potens GHRH antagonistakat alkalmaztunkndemgén-deprivacié szikséges volt a
jelents tumorndvekedés gatlas eléréséhez. A GHRH és LidBgptorok jelenlétét a PC-3, DU-
145 és MDA-PCa-2b human sejtvonalakban korabbantéitnk.

A GHRH antagonistdak szdmos huméan kisérletes ptasaka nbvekedését direkten
gatoljak a tumordlis GHRH receptorok blokkolas&sla tumordlis IGF-I és Il termelésének
csokkentésével. A GHRH antagonista kezelés utamombvekedés gatlashoz vezet
intracellularis jelatviteli utak kdzé tartozik a BKsoformak expressziojanak valtozasa, a p42/44
MAPK (pERK1/2) — c-jun Gtvonal gatlasa, és & Csejtekbe valé belépése, mely apoptozist
indukal.

A PC-3 és DU-145 tumorokkal ellentétben, az andnefgggd MDA-PCa-2b prosztatarak
modellben a wt-p53 expresszalodik. A MDA-PCa-2bdrok kezelése MZ-J-7-138-cal a wt-
p53 nem szignifikAns upreguléciojadhoz vezet.

A p53-nak a DNS karosodas utani apoptozis élierseben betdltétt szerepe miatt a p53 gént
a tumorok cytotoxikus terapiakra adott valadpa® faktoranak gondoljak. A vad tipusu p53
fehérje transzkripcidos faktorként képes a tumomgen szupressziGjara és az apoptozis
indukélasara, mig a mutans p53 fehérje szamospathiologiai folyamathoz kédik, és a wt-
p53-val ellentétes hatasokat valt ki. A PC-3 és II3- tumorokban megfigyelt, GHRH

antagonistak altali anti-apoptotikus mt-p53 gatlésatégiat nyujthat az d@khaladott,



kemoterapiara rosszul reagalé prosztatarakok cremaiisitasanak noveléséhez és tovabbi
progresszidjanak megakadalyozasahoz.

Jelen munka, szamos kordbbi tanulmanyainkkal egsgitt sugallja, hogy a GHRH
antagonistak hatékonyak mind a wt-p53 és mt-p38s#té tumorok kezelésében is. A GHRH
antagonistak hatarozotielye igy a mt-p53 statuszu tumorok kezelésében leniel azokban
a hagyomanyos antitumor szerek, mint pl. DNS ké&kégz agensek, antimetabolitok és
topoizomeraz | és Il gatlok, kevésbé hatékonyakkéxelmultban kimutattdk, hogy a p53
funkcio gatlasa csokkenti az androgén-receptor &tagelatvitelt.

A GHRH antagonista kezelt tumorok p53 jelatvitelidltezasainak pontosabb
feltérképezésének érdekében, megvizsgaltuk a p8tefaként ismert p21 (p2EFH/Cry
expresszidjat. A GHRH és LHRH antagonista kezetéwz&kvensen, a tumor p53 statuszara
val6 tekintet nélkil szupresszalta a p21 proteinteket. Ez azt jelzi, hogy az antagonistak
valészinuleg a p53-tél fuggetlen mechnizmusokonbéfolyasoljak a tumoralis p21-t.
szuppresszidja kisérte az antagonistakkal torezglés utdn annak ellenére, hogy a wt-p53 a p21
expresszid jol ismert szabalyozéja. Mindemellettnap53-t expresszalé PC-3 és DU-145
tumorokon végzett kisérleteinkben a mt-p53 gatlagaitén a p21 szuppresszioja kisérte. A
GHRH antagonistaink p53-tél figgetlen p21 szuprégsa tumoralis MAPK (pERK1/2) és
pAkt gatlasa atjan valdsulhat meg, mivel a pERKA$2pAkt a p21 pozitiv regulatorai és a
GHRH antagonistak csokkentik a pERK1/2 és pAkttetiprosztata és tiddarcindbmakban.

Az anti-apoptotikus p21 GHRH és LHRH antagonistif&lidggatlasa egy nagyon kedvez
molekularis hatdsmechanizmus, mely azt sugalljagyhezen antagonistak valoszinileg
képesek kivédeni a hagyomanyos kemoterapiak éstewd@ak p21 upregulalé hataséat és
igy kemo- vagy radioterapia szenzitizal6 agenskéikodhetnek. Hasonl6an nem zérhato ki
az, hogy a GHRH és LHRH antagonistak a kemo- vagyoterapia karos hatasait kived
agensei is lehetnek. A p2l expresszié csokkenéderabban leirt parakrin/autokrin
novekedési factor blokaddal egyutt egy multimodatiegkozelitést ajanlhat egy ()
rakterapiahoz.

A GHRH antagonistak altal okozoit vivo PC-3 and DU-145 tumorgatlas részben a
defektiv p53 gatlasaval, illetve a p21 fehérje egpridjanak csokkentésével magyarazhato.
Tovabbi kisérletek ezen analdgokkal a relapszatyvkncionalis kezelésre nem reagald

prosztatarakos betegek szamara Uj terapias madkiieglesztéséhez vezethetnek.

6. UJ EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA



6.1. Kisérletes benignus prosztata hyperplasia tatmanyok

Kimutattuk az egységes osztalyd nagy-affinitast GHRs LHRH receptorok
jelenlétét a patkany prosztataban

Megallapitottuk, hogy a GHRH és LHRH receptorokaakpny prosztata hamjanak
luminalis membranjaban és az apicalis cytoplasmélkeirezkednek el

Az LHRH antagonista cetrorelix-szel torten kezelés jeleris prosztata
sulycsokkenést okoz dbzis-dependens madon a kiseB&H modellinkben
Adataink szerint ez a prosztatasuly csokkenés a&zgataban talalhato LHRH-
receptorokon kifejtetett kozvetlen cetrorelix hat#s €és a gyulladéstéegit cytokin

€s novekedési faktor mMRNS expresszid szupressaldjéiszonhét

Bebizonyitottuk, hogy a JMR-132, MIA-313, és MIASISGHRH antagonistak
jelents sulycsokkenést és DNS tartalom csokkenést okaapaitkany prosztataban
Adataink szerint ez a prosztatasuly cstkkenés a&ztataban talalhat6 GHRH-
receptorokon kifejtetett kozvetlen GHRH antagonisigasnak és a szamos gyulladast
elosegit cytokin és ndvekedeési faktor mMRNS expresszio gagaidjanak koszonliet
Kimutattuk azt is, hogy a GHRH antagonistaksen gatoljak a IL-{i, NF«p, és
COX-2 expresszigjat a prosztataban

Szemléltettik a GHRH antagonistak apoptozisseyyity hatasat

Megfigyeltik, hogy a mitogén, hedgehog, PI13-AKT fészfolipaz-C jelatviteli utak
es effektor molekuléi szerepet jatszanak a GHRldgatistak hatdsmechnizmusaban
Bebizonyitottuk, hogy a GHRH és LHRH antagonistéknkinacioja potencirozza a
prosztatadly csokkenését a kisérletes BPH modelltinkben

Eredményeink azt sugalljak, hogy ez a prosztatassiykkenés a prosztatdban
talalhaté GHRH- és LHRH receptorokon kifejtetetzkétlen antagonista hatasoknak
koszonhet

Kimutattuk, hogy a GHRH és LHRH antagonistdk kondlinja jelendsen
szupresszalja a PSA, STEAP, IB; NF«p, és COX-2 expressziot a prosztataban
Demonstraltuk a kombinacios terdpia apoptozissetdit €s antiproliferativ hatasait

is.

6.2. Human prosztata carcinoma xenograft tanulmanyo



* Eredményeink szerint a GHRH antagonista MZ-J-7-h&®kony a wt-p53 (MDA-
PCa-2b) és mt-p53 (PC-3 and DU-145) fenotipusu rleitss prosztatarakok
kezelésében

* Kimutattuk, hogy a GHRH és LHRH antagonista kezslagoresszalja a p21 protein
szintet a tumor p53 fenotipusatdl fuggetlentl. E# eutatja, hogy ezek az
antagonistak valészinileg a p53-t6l flggetlen mizchuson at befolyasoljak a
tumoralis p21 szintet.

A VEGF és IGF-2 novekedési faktorok szintek csdldsena GHRH antagonista a

nagyobb dézisainal és hosszabb kezelésénél vokiesi
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Legmélyebb nagyrabecsiilésemet szeretném kifej@mi Andrew V. Schally-nek, a
fonokomnek és mentoromnak, aki folyamatosan tamogjmkdmat és a buzditja a

kutatdsomat. Ez a disszertaciééaanacsadasa és nagyletdmogatasanak az érdeme.

Itt szeretném megragadni az alkalmat, hogy megkijesr®Dr. Norman L. Block-nak

tamogatasat és tanacsait az urolégia kutatasban.

Kilon készononDr. Rékasi Zoltdnnak, mentoromnak a lelkesitamogatasat és tanitasat.

Halamat fejezem ki az minden kollégamnak (Departméi®athology, University of Miami,
Miller School of Medicine and Endocrine, Polypept@nd Cancer Institute, Veterans Affairs
Medical Center and South Florida Veterans Affaiosifidation for Research and Education,
Miami), de kulondserDr. Szalontay Lucénak, Dr. Szepeshazi Karolynak, DrZarandi
Martanak, Dr. Roberto Pereznek Dr. Mehrdad Nadji-nak Dr. Ren-Zhi Cai-nak Dr.

Varga L. Jozsefnek, Irving Vidaurre-nak Ricardo Rincon-nak éBenny Fernandeznek

Végul, de nem utolsésorban sziVbjové koszonetettel és oOrok halaval tartozom a

csaladomnak a szeretetikeért, aldozatukeért és fapgtbatorité thmogatasukert.



