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Membran estrogen receptorok sejtszintii hatasainak vizsgalata human uterus
hormonalis szabilyozasaban és daganatos elvaltozasok patomechanizmusaban

Az Osztradiol hatdsmechanizmusat illetdleg, az elmult évtized soran az
érdeklédés fokozottan a nem genomikus uton megvaldsuld hatasok fel¢ fordult, mert az
adatok alapjan ugy tlnt, hogy ezek a mechanizmusok nemcsak a gyorsvalaszok
kialakulasaért felelések, hanem meghatarozo szerepet jatszanak szteroid hormonok
genomikus és nem genomikus utjainak osszekapcsolasaban is. Elsdsorban sziv-
keringési rendszeren végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy az 6sztradiol (E2) membran
receptorokat aktivald hatdsa és a lipid szenzitiv kindz, Akt/PKB jelatviteli ut kozott
szoros a kolcsonhatés ¢€s jelentds szabdlyozo tényezdje szamos molekularis eseménynek.

Akt /PKB (protein kinaz B) cytoplazmaban elhelyezked enzim, amit
foszfatidilinozitol trifoszfat (P13 K) kinaz aktival a serin*”® vagy a threonin %
aminosav molekulak foszforilacidjaval. Az aktivalt Akt jelentOs szerepet jatszik a
sejtciklus és apoptosis szabalyozasdban. Az Akt sejtmagba torténd transzportja utan
foszforilalja az dsztrogén receptort a Ser'®’ pozicidban és ennek révén befolyésolja az
E2 receptor transzkripcios hatasat. A PISK-Akt aktivitasat a PTEN szabéalyozza. A
PTEN gén a protoonkogének csaladjaba tartozik, cellularis terméke egy enzim, a PTEN
foszfataz, aminek hatasara a PI3K/Akt jelatviteli ut gatlas ala keriil. A gatlas mértéke a
PTEN foszfataz foszforilaciojatol fiigg, ugyanis az enzim csak defoszforilalt allapotban
aktiv. Az Akt igen fontos substratjai a proapaptotikus FKHR( FOXOI) transzkripcios
faktorok. Ezek a molekulak Akt hatasara foszforilalddnak és a magbol a cytoplasmaba
transzportalddnak, mikdzben proapoptotikus hatasuk gatlodik.

Az utdbbi években a PI3K/Akt jelatviteli ut sok kutatds targyat képezte. Ezen
vizsgalatok elsdsorban kiilonboz6 tulajdonsagokkal rendelkezé sejtkultarakon torténtek,
¢s a fObb jelatviteli utak megismerését eredményezték. A PI3K/Akt jelatviteli it szamos
sejtben szamos regulacios mechanizmusban vesz részt, sejtszaporodast, apoptosist,
metabolikus valtozasokat, idegrendszeri hatasokat szabalyoz. Relative kevés adat ismert
azonban a PI3K/Akt jelatviteli t szerepérdl a reprodukcios rendszer mitkodésében.

Jol ismert tény, hogy a multicellularis szervekben kialakulo hatédsok,
szabalyozéasi mechanizmusok joval dsszetettebbek. Kiilonbozo sejttipusok, és a kozottiik
kialakulé multifaktorialis kolcsonhatasok vesznek részt az adott szerv homeosztazisdnak
fenntartdsaban, vagy kiilonb6zd patoldgids elvaltozasok kialakulasaban. A jelenleg
rendelkezésiinkre 4llo technikai, modszertani lehetdségek inkdbb a sejtkultiras
vizsgalatoknak kedveznek, noha egyre siirgetObb igény jelentkezik olyan molekuldk
megismerésére, gyogyszerek kifejlesztésére, amelyekkel lehetdség nyilik a sejtélettani
folyamatok €16 szervezetben torténd modositasara. Ha ezeknek a kihivasoknak eleget
akarunk tenni, akkor meg kell ismerniink a mikodését a szabalyozasi
mechanizmusoknak in vivo vagy ex-vivo szdveti szinten is.

Jelen munkankban a fent leirtakat figyelembe véve PTEN-ER-PI3K-Akt-
FOXOL1 jelatviteli ut jellegzetességeit vizsgaltuk in vivo patkany uterusban, valamint ex



vivo human uterusbol szarmazo6 szévetmintakban a menstruacios ciklus és menopauza
alatt egészséges és patoldgias elvaltozasok soran.

Kiilonos figyelmet forditottunk a myomadés uteruson végzett vizsgalatokra.
Terveink szerint a PI3K/Akt jelatviteli ut sajatossagait
a fizioldgias valtozasok feltérképezése mellett, daganatos human uterus szévetekben is
vizsgalni terveztiik. Kéttipusti daganat vizsgalatat terveztilk, a joindulati myoma ¢és
rosszindulati corpus carcinoma. Az utdbbi szovetek vizsgalatat nem tudtuk megfelelden
kivitelezni. Az ok, a megfelelé szovetmintak hidnya volt, elsésorban a preoperativ
Mintegy 16 corpus carcinomas mintat kaptunk diagnosztikus kiirettekb6l, amelyek
mennyisége nem volt elegendd tobb fehérje meghatarozéasara, illetve kérdéses
eredmények esetén ismétlésekre, a mutét utan pedig a besugarzott szovet nem volt
alkalmas a molekularis vizsgalatokra. Az igy kapott eredmények nem voltak elegendéek
a megfeleld konkluzidk levonésara, hypothesisek felallitasara.

Modszerek

A vizsgalatokat human uterus szovetekben, patkany uterusban és hypothalamusban
végeztik.

Human uteruson végzett vizsgalatainkat hysterectomias miitétekbol szarmazé myoma
¢és homoldg myometrium széveten végeztilk. Endometrium mintak pedig vagy
hysterectomias uterusbol, kiirettbdl, vagy biopsziabol szarmaztak.

A betegek a miitét el6tt legalabb két honapig hormonalis kezelésben nem részesiiltek. A
mintavétel napjan, a miitéti beavatkozas eldtt vett vérbdl az dsztradiol, progeszteron ill.
FSH szinteket meghataroztuk. A betegek reproduktiv ciklus stadiumait részben
hormonértékek, részben a patologus altal megallapitott adatok alapjan alapitottuk meg.
Azokat a mintakat, amelyeknél a két adat (hormon szint, ill. patologusi vélemény) nem
egyezett, azt kizartuk a vizsgalatokbol. A vizsgalatok az érintett betegek
hozzajarulasaval és a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Humén
Etikai Bizottsaga engedélyével torténtek.

Patkany szoveteken végzett vizsgalatok

Human szoveteken végzett vizsgalatok természetébdl fakado korlatok miatt, az
eredmények értékelése, kovetkeztetések levondsa sziikségessé tette a megfeleld
allatkisérleteket is. Vizsgalatainkhoz fejlédésben 1€v6 és feln6tt néstény Wistar
patkanyokat hasznaltunk. A patkdnyokat standard koriilmények kozott tartottuk. A
felndtt allatokat 6t nappal a kisérletek elétt enyhe éter narkozisban ovariektomizaltuk. A
kisérleteket a PTE Allatetikai Bizottsaganak engedélyével végeztiik (Lengyel 1,2)

A vizsgalati anyagokat a megfeleld elokészités (tisztitds, izolalas) utan folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk €s szallitottuk az analiziseket végzd laboratoriumba €s ott
-80°C-on taroltuk a felhasznalasig.

Western blot



A fehérjék expresszidjat és aktivitdsait Western blot technikdval hatdroztuk meg, a

relevans kozleményeinkben leirt modszer szerint, a meghatarozasokhoz hasznalt

antitestek jellegzetességeit az 1. tablazat mutatja

gyartd Katalogus A fel ismer t epitop* Mely fajokra
szam specifikus
anti-Akt Sigma, St. Louis, MO, USA P 1601 Az Akt 1 és Akt 2 fehérje C- ember, patkany,
terminalis részét egér, marha
anti-pSer*”®- | Sigma, St. Louis, MO, USA P 4112 Az Akt 1 Ser"™-on foszforilalt ember, patkany,
Akt** formajat egér, marha
anti-pSer*”®- | Cell Signaling Technology 9271 Az Akt Ser*®-on foszforilalt ember, patkany,
Aktr** Inc., formajat egér, horesog, csirke
anti-pThri®- | Sigma, St. Louis, MO, USA P 3862 Az Akt 1 (és feltehetéleg az Akt 2) | ember, patkany,
Akt Ser*™-on foszforilalt formajat egér, marha, csirke
Anti-pThr®*- | Cell Signaling Technology 9464 A FOXO1 Thr**-en foszforilalt ember, patkény, egér
FOXO1 Inc., formajat
anti-pSer®®- | Cell Signaling Technology 9461 A FOXO1 Ser®®-on foszforilalt ember, patkany, egér
FOXO1 Inc., formajat
anti-Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology Sc509 A Blc2 fehérjét ember, patkany,
anti-Bax Santa Cruz Biotechnology Sc526 A Bax fehérjét ember, patkany
Anti-ERa Santa Cruz Biotechnology Sc7207 Az ERo fehérjét ember, patkany
anti-aktin Sigma, St. Louis, MO, USA A 2103 Az aktin N-termindlis 10 aminosava ember, patkany,
altal alkotott epitopokat egér, horesog, béka
Kvantitativ RT PCR

Az mintakbol TRIzol reagenssel total RNS-t izolaltunk, ezzel reverz transzkripciot
veégeztiink. A kész cDNS tisztasagat hagyomanyos PCR segitségével ellendriztik. A
kvantitativ.  PCR-hoz SyBr Green Supermixet hasznaltunk a termék leirasanak
megfelelden. Befejezés utan melting curve analizist végeztiink. A kapott eredményeket
a AACt Livak modszerrel értékeltiik. A felhasznalt primerek szekvenciajat az II.
tablazat mutatja.

11. tablazat
A primer tervezéshez hasznalt
Alkalmazas Primer név Szekvencia c¢DNS azonosité szama 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




Részletes modszertani leirasok az eredményeket kozl6 cikkekben megtalalhatok.

Statisztika
A Western blottok denzitometrids 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

1.Akt/PKB expresszio és aktivacio jellegzetességek uterusban.
Kovacs, KA et al. 2004, 2007, Lengyel, F et al.2004, 2007

Az Akt patkany uterusban PI3K fiiggé médon foszforilalédik

A vizsgalatokban PI3 kindz gatlasdnak hatdsat elemeztiik az Akt foszforilaciora E2
hatasara vagy anélkiil.

Intrauterin Wortmannin (5 pg/allat) hatdsdra az a pAkt-Serd73 szint szignifikdansan
csokkent a vehikulummal kezelt uterushoz viszonyitva. E2 kezelés indukalt pAkt szint
emelkedés sem volt megfigyelhetd, mutatvan, hogy ovariektomizalt patkanyok
uterusaban az Akt PI3K fiiggd uton foszforilalodik és a PI3K gatlas megakadalyozza az
E2 Akt aktivaci6 1étrejottét.

Az Akt aktivitas E2, ER és PI3K fiiggo patkany uterusban

Az E2 dozisfiiggd hatasanak vizsgalatat 60 napos ovariektomizalt patkanyok uterusdban
vizsgaltuk 1, 10, 100png/tt.100g E2 i.p beaddsa utan. = Az Akt minden allatban
expresszalodott, és szintjét az E2 kezelés nem befolyasolta. A pSer*”*-Akt szintje
szignifikansan fokozodott két éraval az E2 injekciot kovetden. A hatas 10 és 100 ug E2
adasakor szignifikdnsan nem kiilonb6zott egymastol, a hatds mar 2 éraval az E2 beadasa
utdn megfigyelhetd volt és 24 6ras érték még mindig emelkedést mutatott. 1ug/100g tt.
E2 hatasara szintén fokozodott a pAkt-Ser473 szint, de a hatas latenciaja hosszabb volt,
mint a nagyobb dozisok esetében.

7’Tiszta> antidsztrogen ICI 182,780 eldkezelt allatokban az E2 nem fokozta a pAkt-
Ser473 szintet az uterusban, 6nmagéban alkalmazva pedig hatastalan volt.

Intrauterin  Wortmannin (PI3K gatlo) (5 pg/allat) hatasara a pAkt-Serd73 szint
szignifikansan csokkent a vehikulummal kezelt uterushoz viszonyitva. E2 kezelés
indukalt pAkt szintemelkedés sem volt megfigyelhetd

Az Akt fejlodo allatok uterusaban is expresszalodik, és életkorfiiggo
érzékenységgel foszforilalodik

Akt protein 7, 14, 21, 28 és 35 napos patkdnyok uterusdban azonos mértékben
expresszalodik, a foszforilacidja (pSerd73- és pThr308-Akt) azonban az ¢életkor



elorehaladtaval fokozodik. 11 napos korban az Akt foszforilaciot az E2 kezelés
(10pg/tt.100g i.p.) még nem befolyasolta, viszont a 28 és a 60 napos (ovariektomizalt)
allatok uterusaban fokozta, a két utdbbi életkorban az Akt foszforilacidé mértéke nem
kiilonbozott.

Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy a PI3K/Akt jelatvitel uterusban igen
aktiv, funkciondléo ER rendszerrel egyiitt miikodik, mdr a korai postnatalis életben
megjelenik és az oOsztradiol hatasmechanizmusanak érésekor, a hiively nyilas ideje koriil
eri el teljes funkcionalis kapacitisat. Azaz az dsztradiol hatasmechanizmusaban a
nemgenomikus uton megvalosulo PI3K/Akt  jelatvitel a reprodukcios rendszer
miuikodésében feltételezhetoen az egész életsoran miikodik.

Osztradiol receptor-alpha (ERalpha) expresszi6 fokozédik myoma szévetben

ERalpha expresszidja a menstruacios ciklus alatt mintegy megdupldzodott a myomaban
a kontrol homolog myometriumokhoz képest. Menopauzaban a nagyfoku kiilonbség a
két szovet kozott eltlinik, bar myomaban még mindig magasabb értékek maradnak, de
ez az eltérés, az adatok meglehetdsen nagy szoérdsa miatt statisztikailag nem volt
szignifikans. A myometrium mintdkban ciklus fliiggd kiilonbségek nem voltak
kimutathatok (Kovacs 2004)

E2 befolyasolja az Akt expressziojat és foszforilaciojat a myometriumban és
myomaban

Az Akt erdsebben expresszalodott a myomakbdl szdrmazdé mintdkban, mint a
myometriumokban. A ciklus sordn nem tapasztaltunk valtozast a fehérje mennyiségében,
viszont a menopausa kezdeti szakaszdban az Akt expresszidja szignifikdnsan csokkent
mindkét tipusu szovetben.

Az Akt aktivitasa, a pSer”'°-Akt szintje, a parhuzamosan meghatarozott ERalpha
értekekhez hasonldan alacsony volt valamennyi vizsgalt myometrium szovetben.
Ugyanez mondhaté el a menopauzas uterusbol szarmaz6é myomakrdl is, azonban a
ciklus proliferacios és szekrécios fazisaban a myomakban az Akt foszforilacio
szignifikdnsan fokozodott a tobbi szovetmintakban mért értékhez viszonyitva.

473

Az Akt fokozza az ERalpha foszforilacidjat és nuclearis lokalizacigjat

Az ERalpha molekuldban tobb foszforilacios hely figyelhetd meg, a foszforilacidért
felelés kinazok specifikusak és a hatds szintén specifikus. Az ERalpha-Serl67
foszforilacioért az Akt felelds, és hatasara fokozodik a receptor affinitdsa a DNS-hez
illetdleg a coaktivatorokhoz.

Myomaban, az Akt és ER foszforilacidé parhuzamosan valtozott a menstruéacios ciklus
alatt €s menopauzaban. Myometriumokban foszfoER kimutathat6 volt, de igen alcsony
szinten. A pER elsdsorban nuclearis lokalizaciot mutatott

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az ERalpha szint valamint a
menstruacios ciklus alatti magas szexualis steroid szintek lehetnek felelosek az Akt
fokozott aktivitasaért, aminek hatdsara az ER foszforilacio mértéke jelentosen fokozodik,



s ennek kovetkeztében az elsosorban nuclearisan elhelyezkedé pER liganddal vagy
ligand nélkiil E2 hatast fejt ki és a magban egy sejtciklust serkenté hyperdsztrogenizalt
kornyezetet alakit ki.

2. Akt befolyasolja uterusban egves sejtciklus és apoptézis szabalyozasaban

szereplo molekulak expressziojat

(Kovacs, KA et al. 2004, Lengyel F PhD értekezés 2008)

Patkany uterusban a Ciklin D1 expresszioja valtozik E2 és a Wortmannin kezelés
hatasara

Osztradiollal és Wortmanninnal kezeltiink ovariektomizalt patkdnyokat, majd az
uterusokbol RNS-t izolaltunk, és kvantitativ RT PCR-ral megnéztiik, hogy hogyan
alakult a Ciklin D1 mRNS-ének szintje.

E2 kezelés utan hat oraval mintegy 80%-kal megemelkedett a Ciklin D1 mRNS-ének
mennyisége, majd 12 oraval az E2 injekcidé utdn visszatért a kontroll értékre. Az E2
cyclin D1 expressziot fokoz6 hatasat Wortmannin teljesen legatolta, sét, a Ciklin D1
mRNS szintje mind a Wortmannin, mind pedig az E2+Wortmannin kezelt allatokban a
kontroll érték alad csokkent.

Az Cyclin D1, az antiapoptotikus Bcl-2 és a proapoptotikus hatasi Bax fehérje

szintje kiillonbozik myomaban a menstruacios ciklus alatt és menopauzaban

Elsdsorban sejtkulturakbol nyert irodalmi adatok arra utalnak, hogy az Akt aktivitas
fokozodasanak hatdsara a sejtciklus fokozodik és az apoptosis mértéke, csokken. A
jelentds mértékii Akt aktivitas fokozodéas a myomas szovetekben

Felvetette a sejtciklus fokozodasért felelés Cyclin D1, az antiapoptotikus Bcl-2, és a
proapoptotikus Bax protein szintek vizsgalatanak a sziikségességét parhuzamosan az
Akt foszforilacigjaval. Eredményeink szerint a Cyclin D1 és a Bcl-2 expresszidja a
menstrudcios ciklus alatt a pAkt szinthez hasonldan, jelentdsen, a kontroll myometrium
szovetekben mért értékek tobbszorosére fokozodott. A menopauzas uterusokban pedig a
myometridlis szintre csokkent. A Bax protein a pAkt értékekhez hasonlitva ellentétesen
valtozott, a menstruacios ciklus alatt alacsony volt, mig menopauzds myomaban
mintegy haromszorosara fokozodott.

Feltételezziik hogy a myomdban megfigyelhetd, feltehetéen E2/ERalpha indukadlt Akt
aktivitas a cyclin D1 és Bcl-2 expresszio fokozoddsan keresztiil a sejtképzodés/apoptozis
egyensulyt a sejttulélés iranydba billenti, és a daganat névekszik. Menopauzaban az
E2/ERalpha szintek csokkenése és ennek kovetkeztében kialakulo Akt foszforilacio
csokkenés a proapoptotikus hatasoknak kedvez, amire utalhat a BAX protein expresszio
fokozodas is, és ez a mechanizmus szerepet jatszhat a myoma regressziojaban.



Endometriumban az Akt aktivitas a ciklus alatt az ER szinttel parhuzamosan
valtozik. (Wilhelm, F et al. 2006, 2007, 2008)

ER alpha és pAkt-Serd73 a proliferacios fazisban volt a legmagasabb, majd 25% ill. 40%
csOkkenést mutattak a szekrécios fazisban. A foszforilalt ER (pER-Serl67) szint is igen
jelentds volt, kiilondsen a proliferacié alatt, szekrécios fazisban pedig igen jelentdsen,
70%-al lecsokkent, feltehetden a progeszteron antdsztrogen hatasara.

Postmenopauzaban az E2 nongenomikus hatiasa a vér E2 szintjétol fiiggé

Postmenopauzaban az §sztrogén hatasa folytatddhat, mert az ovarialis ill.
mellékvesében képzddott sexual steroidok konvertalédnak biologiailag kevésbé aktiv
Osztrogénné. A hormonalis hattér valtozasai zavart okozhatnak a postmenopauzalis
endometrium homeosztazisaban, aminek eredményeként az endometriumon kiillonb6z6
elvaltozasokat okozhatnak A megvaltozott hormonalis milli6 okozta zavarok vizsgalata
és megismerése ugy a prevencio mint a kezelések fontos elemei lehetnének.

Az E2 hatas vizsgalatdban a nongenomikus hatds ismerete postmenopauzas
endometrium vonatkozasaban még hianyos.

Vizsgalatainkban elsdsorban a vér E2 szint és a ERalpha/PI3K/Akt jelatvitelt elemeztiik,
mint az egyik kozponti szignalt az E2 nemgenomikus hatasaiban.

A betegek életkora 58-75 év kozott volt, a vér E2 szint 8-230 pMol/L értékek kozott
valtozott.

Az ERalpha expresszido menopauzaban alacsonyabb volt mint a ciklus alatti
proliferacids fazisban ¢€s jelentdsen ingadozott fiiggetleniil az altalunk vizsgalt
paraméterek mindegyikétdl (serum E2 szint, életkor, BMI index). Az ER(Ser167) és
Akt foszforilacidja magasabb vér E2 szintnél (>50pmol/L) fokozdodott. A pAkt
pozitivan korrelalt se E2 koncentracioval (r: 0.811, p<0.001) és pERalpha értékekkel (r:
0.879, p< 0.001).

Szerény szdmu HRT kezelésben részesiild betegeknél (n:20) vizsgéaltuk a kezelés
hatasait. Azoknal a betegeknél, akik E2 (n: 5) vagy E2+progeszeront (n:9) kaptak, a
pAkt szint jelentdsen fokozddott, kisebb mértékii, de statisztikailag nem szignifikans
mértékben a pERalpha szint is emelkedett. 6 beteg tibolon kezelésben részesiilt, naluk a
vizsgalt paraméterek nem valtoztak.

Az eredmények arra utalnak, hogy a postmenopausdlis endometrium érzékeny akar az
endogén, akdar exogén sex steroidokra. A vdlaszban nongenomikus vdlaszok is
kialakulhatnak és a valtozasok kévetkezményeként sejtproliferdacio vagy apoptozis
zavarok léphetnek fel. Steroid kezelések alkalmazasandal meggondolando lenne az
emlitett paraméterek preventiv céllal torténd vizsgalata.



3.PTEN aktivitas vizsgalata uterusban
(Kovacs, KA et al. 2006, 2007, Lengyel, F etal. 2004, 2006, Vértes M et al 2007)

A PTEN gén a protoonkogének csaladjaba tartozik, celluléris terméke egy enzim, a
PTEN foszfatdz, aminek hatdsara a PI3K/Akt jelatviteli ut gatlas alé keriil. A gatlas
mértéke a PTEN foszfataz foszforilacidjatol fligg, ugyanis az enzim csak defoszforilalt
allapotban aktiv. Szamos daganat pathomechanizmusaban a PTEN proteinek szerepet
jatszanak, PTEN expresszio zavara, vagy posttranslaciés modosulasa, foszforilacidja az
adott sejtpopulacioban a sejt survival mechanizmusok dominanciajat okozhatja. A
PTEN szerepét a PI3K/Akt ttvonal szabalyozdsaban myomaban nem vizsgaltak.

PTEN protein foszforilacioja fokozott human myomas uterusban.

Total PTEN protein expresszio nem kiilonbozott myoma vs myometriumokbol
szarmaz6 mintakban. Ugyancsak nem volt kiilonbség a menstruacids ciklus fazisaibol és
menopauzas uterusokbol szarmazo szovetekben. Ezzel ellentétben a PTEN foszforilalt
modosulata, pPTEN-Ser380, a pAkt valtozasokkal megegyezé modon a menstrudcios
ciklus alatt szignifikansan fokozodott a myomas szovetekben a myometriumokkal
Osszehasonlitva. A myometriumokban ciklus fazisoktol fiiggd és pAkt-tol fuggetlen
valtozasokat talaltunk, a proliferacids fazisban a pPTEN szint szignifikdnsan magasabb
volt mint a szekrécids fazisban.

PTEN protein expresszioja ¢és foszforilacioja kiilonbozik a myomas ¢és nem
myomas uterusbdl szarmazo myometriumban

Feltételeztiik, hogy a PTEN foszforilici6 a myomds uterusbdl szadrmazo
myometriumokban mas mechanismussal torténik, mint a myomaban. Kérdésként
vetddott fel, hogy ez a kiilonbség szerepet jatszhat-e a myoma kialakulasaban?
Kérdésiinkre valaszt remélve megvizsgaltuk és Osszehasonlitottuk a pAKt/pPTEN
valtozasokat nem myomas és myomas myometriumokban.

Az Akt és PTEN proteinek expresszidja minden vizsgalt szovetben kimutathato volt.

A két tipust myometriumban megfigyelhetd valtozasok szinte egymas tiikorképét adtak.
Az aktiv PTEN mennyisége a nem daganatos uterus myometriumban a ciklussal
valtozik, proliferacids fazisban igen magas, nincs ilyen valtozds a daganatos uterus
myometriumaban. Az aktiv Akt mennyisége a nem daganatos uterus myometriumban a
szekrécios fazisban fokozodik, €és nem valtozik a daganatos myometriumban.

A valtozasok arra utalnak, hogy az Akt és a PTEN protein aktivitdsa nem daganatos
myometrium szovetben a vér sexual steroid szintjétdl fiigg, a myomas uterus
myometriumaban pedig a hormon szintektdl fliggetlen.

Eredményeink felvetik, hogy a myomas uterus myometriumaban az ER/Akt/PTEN
jelatviteli rendszer hormon érzékenysége megvaltozik, az igy megvaltozott myometrialis
sejtkornyezetben, kiilonbozo, még nem ismert noxdk hatisira, megvaltozik a
sejtképzodes/sejthalal egyensulya és myomas gébok alakulhatnak ki.



PTEN protein expresszalddik és foszforilalédik patkany uterusban.

PTEN expresszio fejlodd (7 — 35 napos) és ivarérett, ovariektomizalt allatok
uterusaban kimutathatd. Ellentétben az Akt expressziojaval, a PTEN expresszidja a kor
elérehaladtaval csokkent. A két fehérje foszforilacidja az életkor eldrehaladtaval
ugyanugy valtozott, mint az expressziojuk. Osztradiol kezelés a PTEN foszforilaciojat
nem befolyasolta egyik korcsoportban sem.

Eredményeink azt mutatjak, hogy patkany uterusban — bar az egyedfejlodés
soran az Akt és a PTEN expresszidja forditottan valtozik — a PTEN nem jatszik jelentds
szerepet az osztradiol altal kivaltott Akt foszforilacio fokozodasdaban.

4. FOXOL1 protein expresszidja és aktivitasa human uterusban
Kovacs, KA et al. 2005,2006,2007, 2008. Lengyel F et al 2007, 2008

A kozelmultban megjelent adatok arra utalnak, hogy a sejtképzddés és az apoptozis
szabalyozasaban a proapoptotikus, sejtciklust gatlo és apoptozist serkentd FOXO,
korabban Forkhead (FKHR) transzkripcios faktorok csaladja igen jelentos szerepet
jatszik. FOXO transzkripcios faktorok az osztradiol (E2) nem-genomikus hatdsaban
meghatarozo szerepet jatszo Akt/PKB cél (target) molekulai. Az aktivalt Akt/PKB
foszforilalja a FOXO proteineket, azok inaktivalodnak és a magbol a citoplazmaba
szallitodnak. A FOXO proteinek szerepe human uterusban eddig nem ismert.

A FOXO1 expresszalodik, és E2 hatasara PI3K fiiggé uton foszforilalodik patkany
uterusban

FOXOI proteineknek in vivo két Akt érzékeny a foszforilacios lehetésége van, a Thr?
és Ser”™. Mindketté valtozasait Western blottal vizsgaltuk PI3K gatlas ill. E2 kezelés
utan.

A pSer®®®-FOXO1 szintje alacsony volt a vehiculummal kezelt allatokban. Ketté és hat
oraval az 10ug/100 g tt. E2 injekcid utan szignifikdns emelkedést mutatott majd 12
oraval az E2 injekcido utan a kontroll értékre csokkent. A FOXO1 24-es treonil
csoportjanak foszforilacidja nem emelkedett két 6ras 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-os szeril csoportét csak mintegy 50%-ban.

A FOXOL1 két foszforilalt formajanak intracellularis eloszlasa kiillonbozik egymastol
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A kovetkezOkben intraperitonedlis E2 és/vagy intrauterin Wortmannin kezelésen atesett
allatok uterusabdl izolaltunk sejtmagban gazdag ¢€s citoplazmaban gazdag frakcidkat. A
csak E2-lal kezelt uterusban a sejtmag frakcioban erds jelet kaptunk a pSer256-FOX01
ellenes antitesttel. Az E2-lal és Wortnmanninnal is, valamint a csak Wortmanninnal
kezelt uterusokban csak gyenge jelet kaptunk. A DMSO (a Wortmannin oldoszere) nem
befolyasolta a jel erdsségét. A citoplazma frakcidban valamennyi alkalmazott kezelés
hatdsara nagyon alacsony pSer256-F0X01 szintet detektaltunk. A pThr24-FOXOl csak a
citoplazmaban gazdag frakcioban volt jelen.

A FOXOL1 protein expresszioja fokozott a myomaban és fiigg a reproduktiv ciklus
fazisaitol.

A FOXOI1 protein expresszioja €s foszforilacioja kiilonbdzott myoma és a homolog
myometrium kozott, és fiiggott a menstrudcios ciklus fazisaitol ill. menopauzatol. A
szekrécios €s proliferacios fazisokban myomaban a FOXO1 szint magasabb mint a
myometriumban, menopauzaban ez a kiilonbség eltlinik. Hasonld, de joval erdsebb,
statisztikailag szignifikans valtozas figyelheté meg a foszforilalt (pSer256)FOXO1
szintekben. A myomakban a proliferacios és szekrécios fazisban kapott értékeknek csak
~32% ¢€s ~54% volt mérhetdé homolog myometriumok megfeleld fazisaiban.

Menopauzas uterusbol szarmazo szovetekben a myometriumban magasabb volt a
pFOXO szint mint myomaban.

A foszforilalt FOXO1 proteinek subcellularis megoszlasa szovetspecificitast és

reproduktiv ciklustél torténé fiiggést mutatott myomaban és myometriumban

A pFOXO-Ser256 megoszlasa a mag és cytoplasma kozott mas volt myomaban mint a
kontrol myometriumokban. Myomaéban a ciklus alatt a magban volt kimutathato, a
mag:cytoplasma arany a proliferacios fazisban 2,2, a szekrécios fazisban 2.4 és
menopauzaban 0,61 volt. A cytoplasmaris pFOXO szint myometriumban volt magasabb
mint a megfelelé myoma szovetekben, menopausaban kozel az egész pFOXOI1 a
cytoplasmaban lokalizalodott. A pFOXO1 mag:cytoplasma aranya a myometriumban
0,59, 1,09 és 0,02 volt a proliferacios, szekrécios és menopauzas mintakban.

A pSer®®-FOXO01 and of pSer*’*-Akt valtozasok a myoméas mintakban egymassal j6l
megegyezO tendencidja mutathatdé ki a menstruacios ciklus staddiumaibdl szadrmazo
mintikban. FErdekesnek tartjuk megjegyezni, hogy nuclearis pFOXOI1 mindkét
szovetben a szekrécios fazisban magasabb volt mint a proliferativban, ugyanakkor ezzel
a valtozassal megegyezd Akt foszforilacido a myometriumban nem volt kimutathato.

Feltételezheto, hogy a myomas myometriumban a FOXOI foszforilacio Akt fiiggetlen

folyamat, amit a szekrécios fazisban a progeszteron indukdl és sziikséges a
myometriumban az uterusban ebben a fazisban létrejovd decidualizdcios valtozdasokhoz .

14-3-3 y protein expresszié erésen csokkent myomaban a menstruacios ciklus alatt
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A foszforildlt FOXO1 protein nuclearis exkluzidja fontos eleme a FOXOI1 hatés
szabalyozasanak. A nucleo-cytoplasmatikus transport mechanizmusaban specialis
elemek, nuclearis poérusok vesznek részt és miikodésiik szabalyozasaban kiilonbozo
“kis”proteinek jatszanak szerepet. Ezen regulacios molekulak kozott talalhatjuk a Crm-1
and 14-3-3 protein csaladot. A nuclearis porusok és a az Oket szabalyzo molekulak
mukodésében bekovetkez6 valtozasok, az irodalmi adatok szerint tobb  kiilonboz6
daganat kialakulasaban oki tényez6ként szerepelhetnek.

A pFOXO1 fokozott nucleéris lokalizacidja myomaban felvette azt a lehetdséget, hogy
ezen valtozdsban a nucleo-cytoplasmatikus transport szabalyzdé molekulak
miikodésének zavara is Szerepet jatszhat. Ezen hypothézisiink helyességét vizsgalva,
elokisérletként analizaltuk a 14-3-3 protein expressziojat.

14-3-3 y protein myomaban a menstruacios ciklus alatt nagyon alacsony volt, és ez az
értek 7-8-szorosara fokozodott a menopauzas uterusbol szarmazé myoma-mintakban.
Myometriumban a 14-3-3 protein expresszioé jelentdsen magasabb volt elsdsorban a
szekrécios fazisban, majd ez az érték 40%-al csokkent menopauzaban.

A FOXOI proteinek hatdsainak szabadlyozasa szovetspecificitast mutat, reproduktiv
ciklustol fiigg , és fontos szerepe van az E2 sejtproliferaciora gyakorolt hatasaban,
illetve bizonyos patologias eltérések kialakulasaban.

A fenti adatokat ésszefoglalva megallapithatjuk, hogy myomaban a FOXOI protein
apoptozist serkento és sejtciklust gatlo hatasa meghibasodott, gatolt. A gatlasért tobb
mechanismus lehet felelés, pl. az Akt indukadlt fokozott és folyamatos foszforildcio,
gatolt nucleocytoplasmatikus transport, a fokozott pERalpha dltal kivaltott E2 aktivitas
a magban stb. 4 vdltozasok kovetkeztében a myomas sejtekben sejttulélést biztosito
(prosurvival) programok elétérbe keriilnek és daganatok névekedését serkenthetik.
Ezen zavarok korrekcidjara vagy prevencidjara alkalmas molekulik terapias
lehetdségeket rejthetnek magukban.

3. D-Met2-Pro5 enkephalinamide kezelés hatasa PI3K/Akt jelatviteli utra

patkany hypothalamusban és uterusban
(Vértes Zs et al, 2004, Kornyei et al 2005)

Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy D-Met2-Pro5-enkephalinamide (ENK)
kezelés tonusosan gatolja az E2 sejtproliferacios hatédsat.

Jelen vizsgalatainkban ENK hatasat elemeztiik az E2 indukalt PI3K/Akt aktivitasra.
Ovariektomizalt patkanyoknak ENK tartalmt ozmotikus minipumpat implantaltunk s.c.
A minipumpak 5 ug/h ENK-t vagy naloxont (NAL) jutattak az allatok szervezetébe
egyenletesen 72 dOran keresztiil. A kontrolloknak vehiculumot tartalmaz6 minipumpakat
implantaltunk. A kisérlet vége elott 2 6raval a patkanyok i.p. 10ug/100 g tt. E2
kezelésben részesiiltek

ENK kezelés gatolta az E2 indukalt Akt foszforilaciot a hypothalamusban és
uterusban
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Akt expresszié a hypothalamusban és uterusban egyarant kimutathato, expresszidjanak
mértéke nem valtozott sem a kezelt, sem a kontrol csoportokban.

Kontroll allatokban E2 hatasara a foszfo-Akt (Ser473) szint a hypothalamusban 52%-al,
mig az uterusban 61% fokozodott. 24 6raval ENK implantalas utan a hypothalamusban
az E2 indukalt pAkt szintfokozddas nem volt megfigyelhetd, de ha az ENK mellett az
allatoknak antagonista naloxont is implantaltunk, akkor a pAkt E2 érzékenysége
visszatért. Uterusban hasonlé tendencidju valtozasokat kaptunk, azzal a kiilonbséggel,
hogy az ENK gatl6 hatasa az E2 pAkt stimulaciora, hosszabb latencia id6 utan, 48
oraval az implantacié utan volt kimutathato.

ENK kezelés az ERalpha, ERbeta expressziot és E2 kotédését is befolyasolja

Hypothalamusban ENK implantaci6é utan 48 o6raval az ERalpha expresszidja csokkent,
mig az ERbeta expresszi6 ellentétesen valtozott, mint a 24 és 48 oras implantalt
patkanyokban emelkedett, 72 éraval kezelés utan tért vissza a kiindulési szintre.

Az H3E2 kotddésben 48 6rds implantaltakndl a nuclearis nagy kapacitdsu, kis affinitdsa
receptorok szama szignifikansan csokkent. Uterusban az ERalpha a hypothalamusban
tapasztalt valtozdsokkal azonos modon valtozott, az ERbeta pedig nem reagalt a
kezelésekre.

E2/PI13K/AKkt jelatvitel élettani szerepe uterusban
(Vértes, Zs 2005, 2008, Wilhelm et al. 2007, Lanyi et al.2008.)

Az alabbi kezdeti vizsgalatokban az Akt aktivacio lehetséges élettani szerepénet
megismerését tiztiik ki célul. Az elmult évek soran az Akt sokrétli szabalyozo
szerepérdl rendkiviil sok adat jelent meg, ezek az irodalmi adatok sajat eredményeinkkel
egylitt Ujabb lehetdségekre hivtak fel a figyelmiinket, amelyekkel az adataink biologiai,
endokrinologiai szerepeit, gyakorlati felhasznaldsait tovabb bdvithetjiik az
elkovetkezendd években.

Termodinamikat valtozasok vizsgalata. Ezekben a vizsgalatokban a myometrium
termodinamikai valtozasainak paramétereit elemeztii. Kezdeti adataink szerint Akt
aktivitas valtozasai terhességi idofliggést mutatnak human és patkdny myometriumban
egyarant. Humén uterus myometriumanak termodinamikai mutatoéi kiillonboztek a
menstruacios ciklus ill. menopauzas és terhes uterusban. Patkdny uterusban az izomzat
kontraktilis elemeinek postnatalis fejlddésével parhuzamosan a termal stabilitas
fokozodik.

Ezek a valtozasok felvetik, hogy az izomzat mechanikai valtozasai 6sszefiigghetnek és
szerepet jatszhatnak a myometrium kontraktilitdsanak szabalyozasaban és a.
kontraktilitas zavaraiban (pl.fenyeget6 abortus, atonia uteri).

Anyagcserezavarok és uterinalis PI3K/AKt jelatvitel kapcsolata. A PI3K/Akt
jelatvitel fontos szerepet jatszik a szervezet energiafolyamatainak a szabalyozasadban. A
ghrelin fokozza a hypophysis GH szekréciot, gatolja az inzulin hatést. Csatlakoztunk
egy vizsgalatsorozathoz (PTE, AOK, Gyerekklinika), amelyben a terhesség sordn az
anyai ¢és fotalis vérben elemeztiik a ghrelin valtozasait parhuzamosan t6bb (inzulin, GH,
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cortisol, leptin) hormonalis rendszer valtozasaival (Lanyi et al.2008). Ezeket a
vizsgélatokat tervezziik kiterjeszteni az Akt jelatvitel analizisekre is. Arra kérdésre
keressiik a valaszt, hogy egyes anyagcserezavarok ¢és a reprodukcids rendszer
megbetegedései kozott van-e kapcsolat.

A kutatas témajaban eddig megjelent kozlemények 6sszegzése

Folydiratcikk kiilfoldi, idegen nyelvi folyoiratban 8db IF=19/41
Absztrakt kiilfoldi, idegen nyelvii folydiratban 3db IF=3,75
Absztrakt hazai kiadast, idegen nyelvii folydiratban 5 db
Konferencia kiadvany, angol nyelvii 10 db
magyar nyelvi 1db
Ossz.: 27 db

Dr. Lengyel Ferenc 2008-ban sikeresen megvédte “Az uteruszban folyo sejtképzodés
szabalyozasaban szerepet jatsz6 tényezOk hatdsmechanizmusa” c. PhD értekezését.

Megjegyzések.

e Személyi véltozasok igen jelentdsek €s zavardak voltak. A technikai
segédszemélyzetbdl 2004-ben két munkatéarsat nyugdijaztak. Helyettiik kaptunk
egy asszisztenst, 3-4 honapig tartott a betanitasa.

e 2008-ban egy allatkisérletben igen jartas szakasszisztensilinket nyugdijaztak.
Helyette nem vehettiink fel senkit.

e Oktatasi terheink igen jelent6sen fokozodtak, ami a diplomasokra rétt igen nagy
terhet.

Anyagi elvonasok a projekt kezdetén megnehezitették a kezdést, de 2006-ben nyertiink
egy ETT tamogatast, 2 500 EFt-ot, ami az OTKA tamogatassal egyiitt alapszinten tudta
fedezni a koltségeket. Uj modszerek bevezetésére nem volt modunk a rendelkezésiinkre
allo anyagiak miatt.

2008 augusztusaban kértiink és kaptunk az OTKA-t6l koltség atcsoportositasi engedélyt,
aminek segitségével a legtobbet hasznalt régi blottolo késziilékiinket lecserélhettiik és
felgjithattuk munkacsoportunk szamitogépes hatterét. Az engedélyt ezen az tton is
szeretném megkoszonni.



