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Bevezetés

Az Osztradiol (E2) tobbféle modon is befolyasolhatja a sejtek életfolyamatait.
Legrégebben ismert hatdsmechanizmusa a ,,klasszikus” 0sztrogénhatds. Ennek soran az
aktivalt dsztrogén receptor (ER) bizonyos gének transzkripcidjat serkenti oly modon,
hogy a DNS-hez, és/vagy mas transzkripcids faktorokhoz kotddik. Ezen un. genomikus
hatasokon kiviil vannak olyan, nemgenomikus E2 indukalta sejtélettani folyamatok is,
amelyek til gyorsan zajlanak le ahhoz, hogy génexpresszids valtozasokkal magyarazni
lehetne Oket, vagy transzkripcidt gatldé anyagok jelenlétében is lezajlanak. Ilyen hatasok
példaul a sejtek kalcium felvételének serkentése, a MAP kinaz vagy a foszfatidilinozitol-
3 kinaz (PI3K)-Akt utvonalaknak az aktivalodasa. A PI3K-Akt utvonalnak kdzponti
szerepe van a sejtciklus, az apoptozis €s a sejtek anyageseréjének szabalyozasaban. Ezen
utvonal soran a PI3K aktivalodasa az Akt foszforilacidjahoz vezet, ami azutdn szamos
egyeéb fehérjét foszforilalva aktivalja az antiapoptotikus, és gatolja a proapoptotikus
folyamatokat, illetve serkenti a sejtosztodast, de az inzulin hatasban is fontos szerepe van.
Az, hogy az E2-ER komplex milyen modon aktivadlja a PI3K-t, még nem teljesen
tisztazott. Bar kimutattdk, hogy az ER kozvetleniil hozzd tud kapcsolédni a PI3K
katalitikus alegységéhez, aminek hatdsara az aktivalodik, még nem bizonyitott, hogy ez a
mechanizmus szerepet jatszik a PI3K aktivaldsdban uteruszban in vivo. Az Akt fontos
szubsztratjat képezik a FOXO proteinek, amelyek a transzkripcids faktorok FOX
csalddjaba tartoznak. Mint transzkripcios faktorok, hatdsaikat a sejtek transzkripcids
mintazatdnak modositasan keresztiil fejtik ki. Tobbek kozott olyan fehérjék szintézisét is
serkentik, amelyek leallitjak a sejtciklust, vagy proapoptotikus hatastiak. A FOXO
fehérjék sokrétli poszttranszlacids szabalyozas alatt allnak. Sejtkultaras kisérletek szerint
az Akt a FOXO proteineket foszforilalva gatolja azok transzkripcos aktivitdsat, ami
hozzajarul az Akt antiapoptotikus hatasahoz.

Az utobbi években a PI3K/Akt jelatviteli ut sok kutatas targyat képezte. Ezen
vizsgalatok elsésorban kiilonb6zo tulajdonsdgokkal rendelkezd sejtkulturakon torténtek,
¢s a fobb jelatviteli utak megismerését eredményezték. Azonban jol ismert tény, hogy a
multicelluldris szervekben kialakuld hatasok, szabélyozasi mechanizmusok joval

Osszetettebbek. Kiilonbozo sejttipusok, és a kozottik kialakuld multifaktorialis



kolcsonhatasok vesznek részt az adott szerv homeosztazisanak fenntartisdban, vagy
kiilonbozé patologids elvaltozasok kialakulasaban. A jelenleg rendelkezésiinkre allo
technikai, modszertani lehetdségek inkabb a sejtkultiras vizsgalatoknak kedveznek, noha
egyre siirgetobb igény jelentkezik olyan molekuldk megismerésére, gyogyszerek
kifejlesztésére, amelyekkel lehetdség nyilik a sejtélettani folyamatok ¢él6 szervezetben
torténd modositasara.

Az E2 egyik legfontosabb hatdsa a sejtproliferacio serkentése. A nettd sejtképzodés
intenzitdsat a survival (proliferativ és antiapoptotikus) hatdsok és a proapoptotikus
hatdsok egymashoz viszonyitott ardnya szabja meg. Irodalmi adatok, ¢és a
laboratoriumunkban végzett korabbi vizsgalatok arra mutatnak, hogy a PI3K-Akt
jelatviteli at meghatarozd szerepet jatszik az E2 hatasdnak mechanizmusdban, az
uteruszban folyo sejtképzddés szabélyozasaban, kiilonb6zd, és a reproduktiv szerveket
érintd patologias elvaltozdsokban. Jelen munkankban az E2-PI3K-Akt-FOXOI jelatviteli
ut jellegzetességeit vizsgaltuk in vivo patkany uteruszban, valamint ex vivo human

uteruszbol szarmazd szévetmintakban a menstruacios ciklus €s menopausa soran.

Célkitiizések

Vizsgalataink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

Expresszalodik- és foszforilalodik-e az Akt patkdny uteruszban. Amennyiben igen, akkor

az expresszio illetve a foszforilacio mértéke valtozik-e akut E2 kezelés hatasara?

Hogyan alakul az egyedfejlédés folyaman az Akt expresszioja, foszforilacioja és E2

érzékenysége?
Patkany uteruszban az E2-nak az Akt foszforiladcidra gyakorolt hatasat az Gsztrogén
receptor o medidlja-e, vagy esetleg egy mas szerkezetli, nemklasszikus Osztrogén

receptor?

Az Akt az uteruszban PI3K fliggd, vagy pedig egy alternativ titon aktivalodik?



Expresszalodik-e patkdny uteruszban a FOXOI, foszforilalodik-e a két Akt érzékeny
helyen (Thr** és Ser”®), és hogyan hat ezen csoportok foszforilacidjara az akut E2

kezelés, illetve a PI3K Wortmanninnal torténd gatlasa?

Milyen hatéssal van az E2 kezelés és a PI3K gatlasa a Ciklin D1 és a Fas-ligand mRNS

szintjére?

Milyen jellegzetességei vannak az Akt expresszionak és aktivacidonak human uterusz

szovetben a menstruacios ciklus alatt és menopauzaban?

Modszerek

Allatok

Kisérleteinkhez fejlédésben 1évd és felndtt ndstény Wistar patkanyokat hasznaltunk. A
patkanyokat standard koriilmények kozott tartottuk. A felndtt allatokat 6t nappal a
kisérletek eldtt enyhe éter narkodzis alatt ovariektomizaltuk. A kisérleteket a PTE

allatetikai bizottsaganak engedélyével végetiik.

Kezelések

Az antidsztrogén ICI 182,780-at (2 mg/ml, 96% etanolban) intraperitonealis
injekcioval juttattuk az allatokba (0.1 mg/100 g tt.). A Wortmannint DMSO-ban oldottuk
fel (1 mg/ml), ebbdl az oldatbdl (vagy tiszta DMSO-bdl) adtunk 5 pl-t kdzvetleniil a
narkézisban 1évo allatok uteruszdnak jobb szarvaba. Az Osztradiolt (E2) 25%-os
etanolban oldottuk fel, és intraperitonealis injekcioval adtuk be az allatoknak. Ahol nem
jeleztiik kiilon, ott az alkalmazott E2 mennyisége 10 pug/100 g tt. volt. A kisérletek végén
az allatokat dekapitaltuk, az uteruszukat eltavolitottuk, tomegiiket lemértiik, majd a két

szarvat kiilon-kiilon lefagysztottuk, és felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.



Human uterusz

Ezeket a vizsgalatokat a PTE AOK Sziilészeti és Négyogyaszati Klinika
munkatérsaival kollaboracioban végeztiikk. A vizsgalatokat a PTE AOK Human Etikai
Bizottsaga engedélyezte.

Vizsgalatainkat hysterectomids miitétekbdl szarmazd human uterusz szdveteken
végeztiik. A betegek (38-55 évesek) a miitét eldtt legalabb 3 honapig hormonkezelésben
nem részesiiltek. A ciklus stddium beosztdsokat ill. a menopausa meglétét az
endometrium szovettani vizsgalataval, illetéleg a mitét reggelén levett vérbol torténd

FSH, 6sztrogén és progeszteron szintek meghatarozasaval allapitottak meg.

Kozvetlenil a miitét utan a myomat az uteruszbol disszekaltak. Kontrollként
ugyanazon uteruszbol szarmazé ép myometrium szovetet alkalmaztunk.
A mintéakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és -80°C-on szallitottuk és taroltuk

felhasznalasig.

Western blot

A fagyasztott mintdkat 4°C-on  elhomogenizaltuk, poliakrilamid gélen
elektroforetizaltuk, majd a szétfuttatott fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk at.
A membranokat a megfeleld elsddleges, majd a masodlagos antitestekkel kezeltiik.
Masodlagos antitestként nyul ellenes, peroxidazzal konjugélt antitestet hasznéltunk. Az

antigén-antitest kotodést peroxidaz reakcidval tettiik lathatova.

Szubcellularis frakciok elvalasztasa

Enyhén hipotonids pufferben részlegesen elhomogenizaltuk a szdvetet, pottereztiik,
majd alacsony fordulaton (750g) lecentrifugaltuk. A feliilisz6t 4j csében nagy fordulattal
(10 000g) uqjra centrifugaltuk, majd a feliiluszébol (citoplazmaban gazdag
homogenizatum) triklor-ecetsavval kicsaptuk a fehérjéket. Az elsd centrifugalas
csapadékat egyszer mostuk enyhe detergens jelenlétében, majd Gjra centrifugaltuk. Az

iiledéket (nukleuszban gazdag homogenizatum) felvettiik izolald pufferbe, majd ezt is



triklor-ecetsavval kezeltiik. A triklor-ecetsavval kicsapott fehérjéket acetonnal haromszor

mostuk, majd széradas utan felvettiik az elektroforézishez hasznalt izolalé pufferbe.

Kvantitativ RT PCR

Az mintdkbol TRIzol reagenssel total RNS-t izolaltunk, ezzel reverz transzkripciot
végeztiink. A kész cDNS tisztasagat hagyomanyos PCR segitségével ellendriztiik. A
kvantitativ  PCR-hoz SyBr Green Supermixet hasznaltunk a termék leirdsdnak
megfeleléen. A program a kovetkezd 1épésekbdl allt: 3 min 95°C-on, majd 45
amplifikécids ciklus (10 sec 92 °C-on, 10 sec 55 °C-on, plate read, 12 sec 72 °C-on),
végiil 1 min 72 °C-on. Befejezés utdn melting curve analizist végeztiink. A kapott
eredményeket a AACt Livak modszerrel értékeltiik. A felhasznalt primerek szekvenciajat

az I. tablazat mutatja.

—

. tablazat

A primer tervezéshez hasznalt
Alkalmazas Primer név Szekvencia c¢DNS azonosité szdma az NCBI
adatbazisban
Beta aktin 5' AGCCATGTACGTAGCCATCC 3'
Hagyomanyos | forward primer
PCR-hoz Beta aktin 5' AAGGGTGTAAAACGCAGCTC 3'
reverse primer NM_031144
Beta aktin 5' AGCCATGTACGTAGCCATCC 3'
forward primer
Beta aktin 5’AGCGCGTAACCCTCATAGAT 3’
reverse primer
Ciklin D1 5’TAGGGCTGGTAGCATGAGGT 3’
QT PCR-hoz | forward primer NM 171992
Ciklin D1 5 CACGGTCCCTACTTCCAAAC 3’
reverse primer
Fas ligand 5’ TCTGGTTGGAATGGGGTTAG 3’
forward primer NM_ 012908
Fas ligand 5’ TTGGTTTCAGAGGGTGTGC 3’
reverse primer

Statisztika

A Western blottok denzitometridas mérését Image Tool (Roswell, GA, USA)
programmal végeztiik. Az allatkisérletek eredményeit Student t-teszttel, a human mintak
adatait ANOVA teszttel, majd Student-Newman-Keul-féle multiple range teszttel

analizaltuk.



Eredmények

Az Akt fejlodo és felnott allatok uteruszaban is expresszalodik, és életkorfiiggo

érzékenységgel foszforilalodik

Eredményeink szerint az Akt protein minden vizsgalt életkorban (7, 14, 21, 28 és 35
napos) azonos mértékben expresszalodik, a foszforilacioja azonban az ¢letkor
elérehaladtaval fokozodik.

Az E2 ¢érzékenységet vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy 11 napos korban az Akt
foszforilaciot az E2 kezelés még nem befolyasolta, viszont a 28 ¢és a 60 napos

(ovariektomizalt) allatok uteruszaban fokozta azt.

Az Akt expresszalodik és E2 érzékeny modon foszforilalodik patkany uteruszban

Felnétt, ovariektomizalt patkanyokat kezeltiink kiilonb6zé dozisu (1, 10 vagy 100 pg
/100 g tt.) E2 injekcidval. Az Akt minden vizsgalt allatban expresszalddott, €s szintjét az
E2 kezelés nem befolyasolta. A pSer*”*-Akt szintje szignifikansan fokozodott két draval
az E2 injekcidt kovetden.

Az osztradiol (E2) Akt aktivald hatdsat nem fokozta a nagyobb dozis, viszont kisebb
dozist alkalmazva kicsit megnétt az injekcid beadasatol az Akt foszforilacio fokozodasaig

eltelt 1dG.

Az Akt ICI 182,780 és Wortmannin érzékeny uton foszforilalodik az uteruszban

Felnott patkanyokat kezeltiink ICI 182,780-nal, ami szelektiv gatloszere az Gsztrogén
receproroknak. Az ICI 182,780-nal el6kezelt 4llatok uteruszaban az E2 nem fokozta az
Akt foszforilaciojat. Az ICI 182,780 kezelés dnmagéaban hatastalan volt.

Az uterusz lumenébe beadott Wortmannin (5 pg/éallat) szignifikdns mértékben
csokkentette az Akt foszforilaciot, ami azt mutatja, hogy ovariektomizalt patkanyok
uteruszéban az Akt PI3K fiiggd Uton foszforilalodik. A Wortmannin olddszereként

hasznalt DMSO nem befolyésolta az Akt foszforilacio mértékét.



A FOXOL1 expresszalodik, és E2 hatasara PI3K fiiggo uton foszforilalodik patkany

uteruszban

Az Akt a FOXOl-et in vivo két helyen, a Thr** és Ser™® oldallancon foszforilalja.
Western blottal vizsgaltuk a FOXO1 foszforilacié valtozasait PI3K gatlas és két oras E2
kezelés hatasara.

A pSer”*-FOXO1 szintje alacsony volt a vehiculummal kezelt 4llatokban. Kettd és hat
oréval az E2 injekcid utan szignifikdns emelkedést mutatott majd 12 6rdval az E2 injekcid
utan a kontroll értékre csokkent. A FOXO1 24-es treonil csoportjanak foszforilacigja nem
emelkedett két ords E2 kezelés hatasara, viszont 12 és 24 oraval az E2 kezelés utan
fokozddott. Wortmannin kezelés szinte teljesen legatolta a 24-es treonil foszforilaciojat,

mig a 256-0s szeril csoportét csak mintegy 50%-ban.

A FOXOL1 két foszforilalt formajanak intracellularis eloszlasa kiilonbozik egymastol

A kovetkezdkben intraperitonedlis E2 és/vagy intrauterin Wortmannin kezelésen atesett
allatok uteruszabol izolaltunk sejtmagban gazdag és citoplazmaban gazdag frakciokat. A
csak E2-lal kezelt uteruszban a sejtmag frakcioban erés jelet kaptunk a pSer®-FOXO1
ellenes antitesttel. Az E2-lal és Wortnmanninnal is, valamint a csak Wortmanninnal kezelt
uteruszokban csak gyenge jelet kaptunk. A DMSO (a Wortmannin oldoszere) nem
befolyasolta a jel erdsségét. A citoplazma frakcidoban valamennyi alkalmazott kezelés
hatésara nagyon alacsony pSer”®-FOXOI szintet detektaltunk. A pThr**-FOXO1 csak a

citoplazmaban gazdag frakcioban volt jelet.

A Ciklin D1 expresszidja valtozik E2 és a Wortmannin kezelés hatasara

A Ciklin D1 fontos szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozéasaban, a G1-S fazisok kozti
dtmenetet serkenti, és E2 hatasira fokozodik a transzkripcidja. Osztradiollal és
Wortmanninnal kezeltiink ovariektomizalt patkdnyokat, majd az uteruszokbdl RNS-t
izolaltunk, és kvantitativ RT PCR-ral megnéztiik, hogy hogyan alakult a Ciklin DI és a

Fas ligand mRNS-ének szintje. Osztradiol kezelés utdn hat d6rdval mintegy 80%-kal



megemelkedett a Ciklin DI mRNS-ének mennyisége, majd 12 o6raval az E2 injekci6 utan
visszatért a kontroll értékre. Az E2 Ciklin D1 expressziot fokoz6 hatdsait Wortmannin
teljesen legatolta, s6t, a Ciklin D1 mRNS szintje mind a Wortmannin, mind pedig az

E2+Wortmannin kezelt allatokban a kontroll érték ala csokkent.

Az E2 és a Wortmannin kezelés befolyasolja a Fas ligand expressziéjanak mértékét

A Ciklin D1 vizsgélatdnal hasznalt mintdkban meghataroztuk a Fas ligand mRNS
szintjét is. A Fas ligand expresszidjat Wortmannin jelentdsen lecsdkkentette hat 6raval az
E2 kezelés utan. Az E2 és az E2+Wortmannin kezelt alatokban enyhe csokenést
figyeltiink meg. Tizenkét 6raval a kezelés utan az E2 Fas ligand expressziot gatlo hatasa
erdsebb lett, mig a Wortmanninnal kezelt uteruszok Fas ligand mRNS szintje
megegyezett a hat oras értékkel. A Fas ligand expresszio legerdsebb gatlasat az E2-lal és

Wortmanninnal is kezelt uteruszokban tapasztaltuk.

A PI3K-Akt utvonalnak szerepe van az E2 kivaltotta vizimbibicioban

Az uterusz egyik jellemz6 valasza az E2 kezelésre a vizimbibicio, ami mar roviddel az
E2 beadasa utan megfigyelhetd. Ehhez a kisérlethez fiatal, 21 napos patkanyoknak adtunk
intraperitonealis Wortmannin (1,4 pg/g tt.), majd egy oraval késébb E2 (10 pg /100 g tt.)
injekciot. Az E2 magdban adva az uterusz sulyanak novekedését okozta. Ezt a

sulyndvekedést a Wortmannin kivédte.

Az Akt eltéréo mértékben expresszalodik és aktivalodik human uterusz myomaban,

mint a kontrollként hasznalt ép myometriumban

Vizsgalatainkban elemeztiik, hogyan alakul a myomaéban ¢és ugyanazon uteruszbol
szarmazo, nem daganatos un. ,,normal” myometriumban az Akt expresszidja ¢és
foszforilacigja.

Az Akt erdsebben expresszalodott a myomdakbol szdrmaz6é mintdkban, mint a

szomszédos myometriumokban. A ciklus soran nem tapasztaltunk valtozast a fehérje



mennyiségében, viszont a menopausa kezdeti szakaszdban az Akt expresszidja
szignifikansan csokkent.

A pSer'’-Akt szintje alacsony volt valamennyi vizsgalt myometrium szdvetben.
Ugyanez mondhatd el a menopauzéas uteruszbol szdrmazé myomdékrdl is, azonban a
ciklus proliferacidos és szekrécios fazisaban a myomdkban fokozott Akt foszforilaciot

tapasztaltunk.

Az antiapoptotikus Bcl-2 és a proapoptotikus hatasi Bax fehérje szintje eltér a

myomaman a menstruacios ciklus alatt és menopauzaban

A Bcl-2 erdteljesen expresszalodott a myomakban a menstruacios ciklus alatt, szintje a
szekrécios fazisban  szignifikdnsan ~magasabb, mint a proliferdciosban. A
myometriumokban valamint a menopauzés mintakban csak gyengén volt detektalhato.

A Bax fehérje szintje menopauzas myomakban volt a legmagasabb, a tobbi mintaban

Iényegesen gyengébben expresszalodott.

Osszefoglalas

Vizsgalataink elsddleges célja az E2 indukalta korai valaszreakciok egyikének, a PI3K-
Akt jelatviteli ut jellegzetességeinek elemzése in vivo korilmények kozott. Munkank
soran kidolgoztunk egy olyan kisérletes modellt, amivel patkdny uteruszban vizsgalhattuk
a PI3K szerepét.

Megallapitottuk, hogy az Akt minden vizsgalt életkorban (7, 14, 21, 28, 35 napos és
felnétt llatokban is) expresszalodik és foszforilalodik. Osztradiol kezelés hatasara az Akt
foszforilacid fokozodik ivaréretlen (28 napos) €s felnott patkanyok uteruszaban. Az E2
indukalta Akt foszforilalo gatolhatdo mind az ER antagonista ICI 182,780-nal, mind pedig
a PI3K gatl6 Wortmanninnal, tehat ER és PI3K fiiggd ton zajlik.

A FOXOI1 transzkripcids faktor expresszalodik ivarérett patkanyok uteruszaban. Ezen
fehérje Ser™® és Thr**-csoportjainak foszforilacidja eltéréen valaszol E2 kezelésre és a

256

PI3K Wortmanninnal torténd gatlasara. A Ser”-csoport foszforilacioja korabban

fokozodik, mint a Thr**-¢. Ugyanakkor az utobbi érzékenyebb a PI3K gatlasara,



Wortmannin kezelés hatékonyabban csokkenti a pThr**-FOXO1, mint a pSer**-FOXO1
szintjét.

A FOXO1 Ser*®-on foszforilalt formaja elsésorban a magban detektalhato mind a
kontroll, mind pedig az E2 kezelt allatok uterusziban. Ezzel szemben a Thr**-en
foszforilalt forma a citoplazmaban helyezkedik el.

Az Akt és a FOXO1 bizonyos mértékig foszforilalédik kontroll allatokban is, igy az
E2-on kiviil mas faktorok is fontos szerepet jatszhatnak a regulacidjukban.

A Ciklin D1 expresszid E2 kezelés hatdsdra Wortmannin érzékeny modon fokozddik,
tehat az E2 ezen hatdsdban szerepe van egy PI3K-fiiggd utvonalnak. A Ciklin D1
expresszio fokozodasa feltehetdleg fontos szerepet jatszik az E2 sejtproliferaciot serkentd
hatasaban. A Fas ligand expressziojat az E2 kezelés és a PI3K gatlasa is csokkenti.

A human myometrium és myoma szovetmintak vizsgdlata sordn azt talaltuk, hogy a

vizsgalt survival faktorok (Akt, pSer'”

-Akt és Bcl-2) szintje magasabb a myomadban,
mint a kornyezé myometriumban, és a menopausa utdn lecsokken. A proapoptotikus
hatasu Bax fehérje szintje a myomaban a menopausa utan megemelkedik. Ezek a
valtozésok Osszhangban vannak azzal, hogy menopausa utdin a myoma regresszidja
figyelhetd meg.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a PI3K-Akt-FOXO1 jelatviteli ut
kimutathaté patkdny €s human uteruszban egyarant, és fontos szerepe van az E2

sejtproliferaciéra  gyakorolt hatidsaban, illetve bizonyos patologids eltérések

kialakulasaban.
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