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1.Bevezetés

Human uterus myoma a noi genitdis tractus leggyakoribb daganata A
reproduktiv években fordul elo (Crum 1999). Ez a megbetegedés a nok mintegy
25 % -a érinti, érdemes megemliteni azt, hogy patholégiai vizsgdatok tanisaga
szerint az elofordulés joval magasabb, mintegy 77%-0s (Cramer és Patel 1990).
A myoma benignus daganat, és igen ritkan malignizalddik (Crum 1999), mégis
igen sok reprodukcios és nogyogyaszati probléma okozdja lehet, mint pl.
infertilitas, abor tus, kis medencei fadalom, vérzési rendellenesség (Buttram és
Reiter 1981). Az USA-ban évente megkdzelitoleg 200.000 hysterectomia oka
myoma (Gambone , Reiter 1997). A myoma gyogyitésa, a tlnetek kezelése a
pathomechanizmusra vonatkoz6é pontos adatok hianya miatt, tobbnyire nem oki
megfontolasokon nyugszik, a hysterectomia indikacioi kézott vezeto helyen Al.
Sterilitasban, abortusokban felismert szerepik miatt, tovabbi terhességek
reményében a szervmegtartd mutétek egyre inkabb elotérbe kertiltek. A myoma
daganatok igen eroteljes Ujraképzodés hajlama miatt azonban sem az
endoszkopos Gton torténo myomectomia, sem a kil dnbdzo hormonalis kezel ések
(GnRH anal6gok, anti-progeszteron) nem képesek a betegség veégleges
megoldésara és igen gyakran nem kivanatos mellékhatasok forrasai |ehetnek
(Olive 2000). Egyre stirgetobb az igény, orvosok és betegek oldalardl egyarant, a
megfelelo tergpias lehetoségek kidolgozasara.

A daganat gyakorisaganak ellenére kevés informécié al rendelkezésiinkre a
myoma etiol6gigardl. A tumor egy myometridis sgjt klondlis expanzidja révén

alakul ki. A tumor kollagén gazdag, megfelelo vérellatassal rendelkezik (Scully



1992), myometriumra jellemzo specifikus gének, mint simaizom specifikus a
aktin, myosin, desmin expresszié kimutathaté (Eyden és mtsai 1992, Cavaillé és
mtsai 1995).
Cytogenetikal vizsgélatok szerint a myoma nemcsak egy gén mukddésének
meghibasodédsa miatt alakul ki. A vizsgdt myomak tobb mint felében
transzl okéci6s, duplikécios és delécids valtozasok egyarant kimutathatdak voltak
(Nilbert és Heim 1990, Pandis és mtsai 1991, Meloni és mtsai 1992). A
megfigyelt cytogenetikai valtozasok hdrom csoportba oszthatok:

? a7-es kromoszoman transzlokécio vagy delécio

? transzlokaciok a 12-es és 14-es kromoszomakon

? zavarok a 6-os kromoszéman
Ugyancsak zavarokrdl szamoltak be az 1, 3, 4, 9 é 10es kromoszomak
vonatkozésdban is, de ezek a valtozdsok még kevésbé ismertek (Andersen 1998).
Feltételezések szerint a myomakban kimutathaté cytogenetikai zavarok csak
masodlagos események a tumor kialakulasaban, mivel az eltérések nem mindig
€s egy ugyanazon méhen bellil nem mindegyik tumorban alakulnak ki (Mashal
és mtsai 1994). Nem ismeretes az sem, hogy a megfigyelheto cytogenetikai
zavarok melyik gén mukddését befolyésoljdk és hogyan korreldnak a myoma
tulgydonséagaival, az egy uteruson bellli szamaval, nagysagaval, progresszidjaval,
stb. (Nilbert és Heim 1990, Meloni 1992, Rein és mtsai 1995).
Epidemioldgiai vizsgaatok szerint a myoma 3 9-szer gyakoribb fekete nokben,
mint fehérekben (Kjerulff és mtsai 1993, Marshall és mtsai 1997). A fekete
nokben a myoma megjelenése &lagosan 4 évvel kordbban figyelheto meg. Ezek

a kilonbségek nem magyarazhatéak éEetmdéd és kockézati  faktorok



kilonbségeivel (Marshall és mtsa 1998). Orosz kutatok vizsgdatal szerint a
myomak eloforduldsdban csaladi halmozddas is megfigyelheto, 97 csaladban 215
myoméban szenvedo betegrol szamoltak be, az elofordulési gyakorisag az
elsofoku rokonsag korében 2,2-szeres volt ( Vikhlyaeva és mtsai 1995).

Myoma menarche elott nem fejlodik ki és menopausa utan visszafegjlodik. Az
esetek mintegy 20-30 % -aban 30 éves kor kordl, tobb mint 40%-aban 40 év
utén, valamint terhesség aatt megnagyobbodik (Andersen és Barbieri 1995).
Funkciondlis éetkorfiiggése kétsegtelenné teszi az ovaridlis steroidok szerepét a
tumor ndvekedésében.

Az emllt évtizedben szamos vizsgélat targyat képezte és képezi jelenleg is. az
Osztrogén és progeszteron receptorok analizise a myomdéban a myometriumhoz
viszonyitva (Brandon és mtsai 1993, 1995, Englund és mtsai 1998, Rein és
mtsai 1995, Shimomura és mtsai 1998 Kovécs és mtsai 2001a), de ezek a
vizsgdlatok elsosorban a klasszikus Osztrogén receptorok, a jelenlegi
nomenklatlra szerint az 6sztradiol receptor (ER) alfa vatozésokat analizaljak.
1996-ban kimutatték, hogy a korabban felfedezett klasszikus ER mellett egy Uj
Osztrogén receptor, az ER béta is szerepet jatszik az dsztradiol (OE) hatasanak
medidasdban (Kuyper és mtsai 1996). Az ER béta protein kisebb, mint az ER
afa Struktirjukat Osszehasonlitva megallapithatd, hogy a DNS kéto
doménjeikben nagyfoku a hesonl6sag, igy mindkét receptor kdtodése ugyanazon
“estrogen responsive elemekhez (ERE)” biztositottnak |atszik. A receptor amino
végén elhelyezkedo A/B, atranszaktival 6 alegységen jelentosek a killonbségek, a
ligandkoto aegységen pedig megkozelitoleg 50 % a homoldgia. Ezek a

kulonbségek a két receptor kdzott eltéro hatdsokat okozhatnak és okoznak is



(Nilsson és mtsai 2001). Mindkét receptor a hormonkdtodés utan dimért képez,
ezek a dimérek lehetnek homodimérek, de egyméssal is kapcsolddhatnak és
heterodiméreket alakitanak ki és igy kapcsolddnak az adott DNS szakaszhoz a
transzkripcio szabalyozasa céjabdl (1. dsszefoglalé: Nilsson és mtsai 2001).

Az Osztradiol-receptor komplexek az ERE-n  keresztil megvalosuld
transzkripcids hatésuk mellett még befolyasolhatjak a transzkripciét egyes
dtaldnos transzkripcios faktorokon keresztil is. A legismertebb az ER
Aktivécios Protein-1 (AP-1) csdéd, a Fos és Jun proteinek kozvetitésével
vezérdt transzkripcios hatésa.

A kilencvenes években végzett vizsgdlatok eredményei szerint (1. Osszefoglald
Nilsson és mtsa 2001) a szteroid hormonok, koztik az Osztradiol is,
transzkripciés hatasait kilonbozo regulator fehérjék szabdlyozzdk. Az elso
szteroid receptor koaktivatort 1995-ben identifikalték, ami SRC-1 (Steroid
Receptor Coactivator-1) elnevezéssel kerllt az irodalomba. A koaktivéatorok
szerepének mechanizmuséra tébb adat 1atott napviladgot (Nilsson és mtsai 2001,
Hermanson és mtsai 2002).

Az eredeti hipotézis szerint a koaktivatorok az ER komplexet rogzitik a gén ERE
régioihoz, biztositva az effektiv transzkripcios hatést, de enzimként is
mukodhetnek, szabaddad téve a gén promoter régigja a receptor -ERE
kotodéshez. A koaktivatorok mellett korepresszorok is ismertek, amelyek,
ahogy a nevik is mutatja, gétoljdk a receptorok transzkripcios hatasat,
feltételezhetoen hisztonok deacetildésa révén (Klinge 2000).

Az ER dfa és béta receptor tipusok ERE-n keresztuli transzkripcios hatésai

egyformdk, de jelentos kilonbségek figyelhetok meg az AP-1 helyeken keresztll



torténo hatésban. Az ER alfa Osztradiollal aktivalé hatast fejt ki, mig az ER béta
gétolja az AP-1 vezérelt transzkripcios véltozésokat (Peach és mtsai 1997,
Petterson és Gustafsson 2001).

A két tipusil ER felfedezése Gta tObb vizsgdat irdnyult az ER béta szerepére, a
két ER kolcsonhatésara. T 6bb klinikai és kisérleti megfigyelés szerint az ER béta
kulonbdzo sejtekben, igy kilénbdzo szervek simaizomzatdban, az éfalban, a
vastagbélben antiproliferécids hatdsi (Gustafsson 1999). Ami a két receptor
kolcsonhatasat illeti, a vonatkozd adatok szerint az sejtspecifikus, és a
kolcsonhatés fugg a lokais Osztrogén (OE) szinttol (Hall és McDonell 1999,
Weihua és mtsai 2000).

A myoma szovetben az ER afa jelenléte, [H¥osztradiol kotése, ciklus aatti
véltozasat illetoen szdmos adat &l az érdeklodo rendelkezésére. Az ER
receptorok fokozott expresszibja a myomaban a kontroll myometriumhoz
viszonyitva atalanosan elfogadottnak tunik, de megoszlik a vélemény az ER
receptorok valtozasairdl a menstruaciés ciklus kildnbozo fézisaiban (Andersen
és mtsai 1995, Osszefoglald Andersen 1998, Kovacs és mtsai 2001a). Masok
beszamoltak arrdl, hogy az dsztrogén szint a tumorban messze magasabb, mint a
kérnyezo myometriumban (Burroghs és mtsai 1997). Egyre tébb adat szamol be
arrdl, hogy a myoma novekedésében lokdlisan képzodo novekedési faktorok
(EGF, IGF, opioid peptidek) is szerepet jatszanak, bar hatasmechanizmusuk még
nem tisztazott (Shimomura és mtsai 1998, Kérnyel és mtsai 1999, Englund és
mtsai 2000, Dixon és mtsai 2000). Tetszetosnek tunnek Andersen és Barbieri
(1995) vizsgdatai, akik szerint a myoma sgitek jobban hasonlitanak a terhessegi

myometridlis sgitekhez, mint a ciklus aatti myometridis segjtekhez. A



hasonl 6sag megnyilvanul, tébbek kozétt, az OE és P (progeszteron) receptorok,
IGF, EGF, egyes extracdlularis proteinek, connexin 43 fokozott
expresszidjaban. A terhességi myometrium sejitek azonban visszarendezodnek a
terhesség végén, mig a myoma sgtek “remodeling” képességgel nem
rendelkeznek és valtozatlanul megtartjék fokozott receptor és nbvekedés faktor
szintézislket, valamint fokozott hormonérzékenységiket (Cesen-Cummings és
mtsai 2000).

A myoma pathogenezisének vizsgélatakor egyre fokozottabb figyelem fordul a
progeszteron és progeszteron receptorok szerepére. Antiprogeszteron RU 486
kezelés utan a myoma regredid (Murphy és mtsai 1993, Rein 2000), a
menstruacios ciklus alatt a myoma mitotikus aktivitasa a legmagasabb a
szekrécios fazishan (Kawaguchi és mtsai 1985, Tiltman 1985, Matsuo és mtsai
1998). A progeszteron receptorok (PR) mindkét formaja, az A és B, fokozottan
expresszaodik a tumorban (Kastner és mtsai, 1990, Viville és mtsai 1997).
Progeszteron hataséra fokozédik az antiapoptotikus Bcl-2 expresszio myoma
sgitek kultargjdban (Matsuo és mtsai 1997).

Biologiai értelemben a daganatok leglényegesebb vonasa a sejtek folyamatos,
reguldatlan felhalmozddasa. Ennek oka, igen leegyszerusitve, a sgjtkeletkezés és
a sgjthald kozti fiziologiai egyensily felbomlasa. Feltételezheto, hogy a myoma
keletkezésében a segjtek képzodésének ill. pusztuldsénak zavara is szerepet
jétszanak.

A segjtosztédas egy szigoruan szabdyozott eseménysor, tobb fézisra, G1-S-G2
M, oszthatd. Az egyes fézisok kozotti atmenet szabdlyozott. A szabdlyozéasban

ciklindependens kindzok (cdk) és ciklinek jatszanak elsodleges szerepet. A ciklin
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fuggo kinazok aktivitasat a ciklinek szabdyozzak, egy holoenzimet alkotnak,

ahol akatalitikus alegység a cdk, és aregulatorikus alegyseg a ciklin. A ciklin D
tipusok reguldjak a GOGL1 féazis &menetet, azaz a sejtek osztodas féazisba
torténo bel épését, hatasukat az dsztrogének tobb szinten szabayozzak.

Emlo tumor és uterus sejitvonalakban kimutattédk, hogy az 6sztradiol fokozza a
ciklin D1 expressziot és a cdk4 és cdk?2 aktivitast (Foster és Wimalasena 1996,
Altucci és mtsai 1997, Prall és mtsai 1997). Ugyancsak bizonyitott, hogy a ciklin
D1 kotodik az ER-hez, aktivalja a receptor indukdlt transzkripciét osztrogén

hianydban is (Zwijsen és mtsai 1997). A ciklin D1-ER komplex transzkripcios
hatésaban az egyik koaktivdtor az SRC1 (Steroid Receptor Coaktivétor 1) is
résztvesz. Az SRC egy LLXXL (L leucin, X barmilyen aminosav) motivumhoz
tud kapcsolddni. Hasonlé motivum a ciklin D1 molekulan is megtaldhatd, s
ennek eredményeként a ciklin D1 is képes rekruitalni a koaktivatorokat. Ha a
ciklin D1 kétodik az ER-hez, hidat, alakit ki az ER és SRC kozott és|étrehozza a
transzkripciét. Abban az esetben, ha egy sejtben dsztrogén és ciklin D1 is jelen
van, akkor a transzkripcids hatas felerosodik, mert egyrészt a hormonnal aktivalt
Osztrogén-receptor, masrészt a ciklinnel aktivalt dsztrogénreceptor is résztvesz
annak megval 6sitésdban (Barnards 1999).

A sgtciklus szabadlyozas zavarairdl, a ciklin-cdk rendszer esetleges szerepérol

myoma vonatkozasaban igen keveset tudunk. A mi adataink voltak az elsok,

amelyek felvetették a ciklinek szerepét a myoma pathogenezisében (Kovéacs és
mtsai 2001a).

Ahogy a fentiekben emlitettem, a daganat képzodésében az aktiv sgjtpusztulas,

az apoptozis mértéke is igen fontos elem. Az apoptozis szabalyozasaban igen
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fontos szerepet jatszanak a Bck2 gén csalad tagjai, amelyek kdzott taldhatunk
apoptozist serkento (pl. Bax, Bad,) és gatlo (pl. Bcl-2, Bcl-x;) fehérjéket is. A
szabdlyozés jellegét egyrészt meghaté&rozzék azok a fehérje-fehérje kapcsolatok,
amelyek a csaad tagjai kozott alakulnak ki. A csaad tagjai képezhetnek
homodiméreket, de egymassal is kapcsolddhatnak heterodimérekként. Az
antigpoptotikus proteinek tulsilya gétolja a citokrom C releaset a
mitokondriumokbdl, a proapoptotikus fehérjék pedig fokozzak, aminek
eredmeényeként egy Apaf-1 enzim aktivalja az apoptézist elinditod protedz csaléad,
akaszpaz 9 kaszkédot (Chau és Korsmayer 1998).

Néhédny adat arra utal, hogy a myoméban foly6 apoptézis szabalyozésaban az
ovaridlis steroid hormonok szerepet jatszanak. Myoma sejttenyészetben
progeszteron fokozza az antiapoptotikus Bck2 expressziét (Matsuo és mtsai
1997), a Bax protein expresszidja fokozodik a menstruécios ciklus szekrécios

fézisdban (Wu és mtsai 2002) és menopauzéban (Kovacs és mtsai 2001b).



2. Cakituzések

Vizsgdataink elsodleges célja az volt, hogy megismerjink olyan sejtszintu
esemeényeket, amelyeken keresztil az ovaridis szteroidok kivathatjak a daganat
novekedését, illetve azokat az eseményeket, amelyek szerepet jatszanak a tumor
regresszi6jéban.

Ennek megfeleloen 49 human uterusbdl szarmazé myomaban és az ugyanazon
uterusbdl szarmazd myometrium mintakban parhuzamosan elemeztik a
menstruéci6s ciklus kil 6nbdzo stadiumaiban, valamint a menopausa el so évében

1 a myoma setek szaporodésdnak Utemét a myometrium sejtekhez
hasonlitva
2 a myoma és myometrium sejitek OE érzékerységét, proliferacios
képességiiket
3 akéttipusi 6sztrogén receptor és progeszteron receptor expressziojat
4. az 6sztrogén receptorok [H3észtradiol kotodésének paramétereit
5 asgtciklus GO/G1 fazisdban szerepet jatszo ciklin D1 szinteket, valamint
6. az apoptozist szabdlyzd antiapoptotikus Bcl-2 és a proapoptotikus Bax
proteinek expressziojat.
Masodlagos célunk az  eredmények  hatékonyabb,  értékelhetobb
Osszehasonlitésénak javitasa. Ahogy a ,Bevezetés’-ben emlitettem, annak
ellenére, hogy sok klinikai megfigyelés mellett szamos laborat6riumi vizsgélat
veti fel az ovaridis szteroid hormonok szerepét, mechanizmusd a myoma
novekedésében, a vonatkoz6 adatok nem egységesek. Ennek oké elsosorban

abban ldom, hogy az alkalmazott moddszerek igen vétozatosak, taldunk

adatokat, amelyek kilonbdzo tipusi sejttenyészetekbol, mig masok
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immunhisztologiai  vizsgdlatokbdl szarmaznak, s igy az eltéro, esetlegesen
egymasnak ellentmondd eredmények nehezen értékel hetoek.

Jelen vizsgdatainkban ezeket a faktorokat kivantuk kizarni, kidolgoztunk egy
egységes szovetnyerési és feldolgozasi rendszert, aminek alapjan nagyobb szamu
mintabol nyert vizsgdati eredmények Osszehasonlithatdva vatak. A
vizsgalatokban kontrollként minden akalomma a myomés uterusbdl, a
lehetoségekhez képest a myomatdl mindig egyenlo tavolsagban elhelyezkedo

egéeszséges myometriumot hasznéltunk.
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3. M ddszer ek

A vizsgdlatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Humén Etikai Bizottsaga engedélyezte. A betegeket a vizsgdlatokrol

tgjékoztattuk és bel eegyezésiiket kértik és kaptuk azokhoz.

3.1. Human uterus szbvetek elokészitése. A vizsgalatba bevont betegek

hormonalishatter ének jellemzése.

A vizsgaatokat hysterectomids mutétekbol szarmazd 49 human uterusbdl nyert
myoma és myometrium szdveteken vegeztik. A betegek életkora 38 és 56 év
kozott volt, a mutétet megelozoen 3 honapig hormondlis kezelésben nem
részesiiltek. A hysterectomias mutétek indikaciojaban rosszindulatl elvaltozasok
nem szerepeltek. A vizsgélt uterusok kozul 34 menstruécios cklussal rendelkezo
( alag életkor £ SD: 46 + 5.1 év), mig 15 a menopausa korai szakaszaban |évo
(étlag életkor: 54 + 2.7 év) olyan betegekbol széarmazott, akiknek az utolsd
vérzése legaldbb 3, de kevesebb mint 12 honapnd kordbban tortént. A
menopausa meglétét Se FSH szint meghatarozésaval igazoltuk, amit a mutét
reggelén levett vérbol hatéroztunk meg immunoluminometrias modszerrel (RIA-
MAT, Byk-Sagtec Diagnostica, Germany).

Az uterusokbdl a mutét utdn azonna, steril kordlmények biztositasa mellett,
uterusonként egy-egy myomat disszekatunk. A myomék szdma uterusonként

egy és ot kozott valtozott, &meérojuk 10-50 mm volt. A vizsgdatokhoz olyan
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myomat vaasztottunk, amelynek a&meéroje 35-40 mm volt és az uterus faldban
helyezkedett €. A myomékat a myometriumbdl kihamoztuk, majd a daganat
felszine alatt kozvetlenll elhelyezkedo szovetrészt haszndltuk fel a
vizsgdlatokhoz. Kontrollként ugyanazon uterusbOl szdrmazd ép myometrium
szovetet akamaztunk, ami 10 mm-nél tévolabbra helyezkedett € a tumoros
szovettol.

Csak azokat a tumorokat vontuk be a vizsgdlatokba, amelyek nem mutattak
degeneréaciora utal 0 jeleket és a szovettani diagndzis is megerositette a “myoma”
klinikai diagnézisat. Ugyancsak patholégiai diagnézis alapjan soroltuk be a
vizsgdlati mintdkat a mengruacios ciklus stadiumaiba. A vizsgdlatok soréan a
mutét reggelén levett vérbol az Osztrogén és progeszteron szintek is
meghatérozasra kertiltek ugyancsak immunoluminometrids moédszerrel (RIA-
MAT, Byk-Sagtec Diagnostica, Germany), amelynek eredményeivel
pontositottuk a ciklus stadiumok beosztését. Ennek eredmeényekeént a betegeket 4
csoportba osztottuk: proliferécios fazisban 14, szekrécios fazisban 15 beteg volt,
a mutét napjan 5 beteg menstrudt és 15 olyan beteglink volt, akik a menopausa
€lso évében voltak.

A betegektol a mutét reggelén vért vettink a vér Osztradiol, progeszteron és
FSH szintek meghatarozésahoz. Az eredményeket az |. Tébldzat mutatja. A
hormon értékek és a rendelkezésiinkre allo egyéb adatok (szOvettan, anamnézis)
igen j0 Osszhangban vannak Ennek megfeleloen a csoportositast
alkalmazhatonak tartottuk az uterus széveteken kapott eredményeink elemzésére

ésértékelésere.
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|. Tablazat. A vizsgdatba bevont betegek hormonalis statusza a mutét reggelén.

Proliferacios Szekrécios | Menstruacié | Menopausa
fézis, (n: 14) fézis (n:15) (n:5) (n: 15)
Oestradiol 285+ 37 349 + 115 116 + 45 45+ 12
(pmol/l)
Progeszteron | 1,32+ 0,7 22,7+69 46+ 22 1,309
(nmol/l)
FSH 89121 44+1,6 29+09 38+7,9
(197))

A betegek csoportjait az uterusok szovettani vizsgalatanak eredményei alapjan
alakitottuk ki, s ezekhez rendeltiik a kapott hormon értékeket. Az egyes értékek a
csoporthoz tartozd betegek hormonszintjének atlagat + SD mutatja.

A fentiek szerint nyert szovetmintékat kisérleti céloknak megfeleloen vagy

azonnal folyékony nitrogénbe helyeztik, mad —80°C-on téaroltuk a

feldolgozasig, vagy a sgjtlaboratériumba szallitottuk sejttenyésztés elinditésdhoz

(I. részletesen a Sejttenyésztési modszerekndl).

3.2. Kémiai anyagok

(2, 4, 6, 7 —H3)Gsztradiolt (spec. aktivités 3,4 TBg/mmol; MTA Budapest,

Hungary) haszndtunk a vizsgdlt szovetek Osztradiol —kotodésének

meghatérozésdra. A vizsgdlatokban a kovetkezo antitesteket akalmaztuk:

17




monoklonalis anti ER? (ER1D5), anti PR (PR10A9) az Immunotech-tol, nydl
poliklonalis 1gG anti ER? és anti ciklin D1 protein, valamint antihuman Bck2 és
antihuman Bax polyclonalis antitest (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). A
tobbi kémiai anyagot, ha nem jeldljik kilon, a Sigmétdl (St. Louis, MO, USA)

szereztik be.

3.3. Sgttenyésztési modszer ek

A hysterectomia mutétekbol szarmazé huméan myometrium és myoma
kevertsgites sgjitvonalak készitése Kornyei korabban kozolt mddszere szerint
(Kornyei és mtsai 1999) tortént. A szbvetmintakat kozvetlenll a mutét utan,
steril kortlmenyek kozott a hysterectomia sorén eltévolitott uterusbol kivagtuk,
majd azonnal jéghideg HBSS 2 tépoldatba ( Hanks Balanced Salt Solution:
Sigma, pH 7.4, 2% N-2- hydroxietilpiperazin-N-2-etanszulfonsav  (HEPES)
puffer, Sigma 2%-o0s antibiotikus-antimikotikus oldat (Gibco)) helyeztik és
olvado jégen a sgjttenyésztési laboratériumba szallitottuk. A szévetmintékat 2
mm® darabokra végtuk, majd 15 percig 4°C-n C&* és Mg® mentes Hank
oldatban, 0.1 mg Tripsin EDTA/ml, 5 pg DNAse (typel)/ml, 2% HEPES, pH 7.4
jelenlétében emésztettik. Az emésztést friss oldatokkal még négyszer
megismételtik, az utolsd két emésztés esetében az alkalmazott homérsékletet
20°C-ra emeltik. Az utolsd tripszines emésztés utan a szovetet kétszer
kollagendz enzimmel kezeltik (2 mg/ml HBSS %, 37°C, 1 6ra). A
végeredményként kapott sejtszuszpenziot lecentrifugaltuk, haromszor mostuk és

a sejteket 1000 élosgjt/cn? denzitasnak megfeleloen eliiltettik. A sejteket 10%
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foetdlis szarvasmarha szérumot (BSA) tartalmazé gazdagitott Waymouth's
oldatban tenyésztettik inkubédtorban (5% CG , 37”C) 22 nM Osztradiol
jelenlétében ill. anélkll. A tapoldatot kétnaponta frissre cseréltik. A hormon
kezelést a tenyészet mésodik napjan kezdtik el, amikorra az életképes sejtek
letapadésa méar teljessé valt. Az Osztradiol az egész tenyésztés ido aatt
folyamatosan jelen volt. A tenyészeteket az Osszeérés féazis elott dlitottuk le,
hogy a kontakt fézis torzitd és széréast okozo hatésat elkerdljik.

A Stsuruséget tripszines levdlasztas és  tripankék  vitdlfestést  koveto
sgjtszamlalassal hatéroztuk meg. Egyes esetekben a sgitek milyenségét anti a
aktin (simaizomsejtek) és anti type |. kollagén (fibroblastok) antitestek
alkalmazasaval immunhisztokémial reakciok segitségével, avidin-biotin-

peroxidaz médszerrel (Kornyei és mtsai 1999) ellenoriztik.

3.4. HUMAN UTERUSSZOVETEK VIZSGALATA

3.4.1.Western blot meghatar ozasok

A meghatérozésokhoz a szdveteket homogenizatuk TRIS —SDS pufferban, ami
protedz gétléként 25 ?g/ml aprotinin plusz 0.3 mM phenylmethylsul phonyl-
fluorid keveréket tartalmazott, majd 5 percig forraltuk és centrifugdltuk. A
fehérje koncentréacio meghatérozasa (BioRad Protein Assay) utan az extraktumot
SDS storage pufferral kombindltuk, Gjra faraltuk és —20°C-on téroltuk a
meghatarozasig.

A vizsgdt fehérjék szintjét Western blot technikéval analizaltuk. A mintékbol

100 pg ferérjét elektroforetizaltunk 10% SDSt tartalmazd gélen, majd blottoltuk
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a rutin technikédk szabdyait figyelembe véve. A membranokat blokkolast
kovetoen az adott elso antitesttel 1: 1000 higitasban inkubdltuk.

Az antigén specificitas ellenorzésére az elso antitestet a megfelelo blokkold
peptidekkel (Santa Cruz) eloinkubaltuk, mad ezzel is elvégeztik a
meghatarozast.

Az antigén-antitest reakci6t tormaperoxidazzal konjugalt antitestekkel hivtuk elo
kemilumineszcencias modszer (ECL, Amersham) segitségével. A kapott csikok
erossegét denzitometriaval hataroztuk meg. Az eredményeket az dsszehasonlités
biztositéasa érdekében relativ egységekben adtuk meg. Fél éve bizonyitottan
menopausaban |évo beteg uterusdnak myometriumabdl a fehérjéket extrahaltuk a
fentiekben leirt modszer szerint. Ebbol az u.n “standard” extraktumbdl 100 ug
mennyiséget minden kisérletben a vizsgélt fehérjékkel egyltt analizaltunk. A
blottok denzitasénak lemérése utan, a “standardunk” -ban kapott denzitést 10-es

erteknek tekintettiik és ehhez viszonyitottuk a tobbi mintabol nyert értékeket.

3.4.2. [H3]osztradiol kétodés meghatar ozasa

A mintékat 0.1 mg/ml bacitracint tartalmazd TRIS-EDTA pufferben ( pH 7.4)
homogenizatuk (10mg/ml), majd 800 gvel centrifugdituk 20 percen keresztil.
A fdlllszé ledntése utan visszamaradd Uledéket puffer oldatunkkal haromszor
mostuk és az igy kapott durva magfrakciot a homogenizalés térfogatra higitva
haszndltuk a kotodés meghatérozasara. DNS koncentraciét Burton (1956)

modszerével hataroztuk meg.



[H3] OE kotodés vizsgdlatét az in vitro "OE-exchange" analizissel végeztik. 33
mintat (0.2 ml) 0.530 nM [H3]OE és 1000-szeres DES jelenlétében ill. anélkil
30(° C-n 60 percig inkubaltuk.

A kotohelyek szolubilizécioja (0.5 M/l NaSCN, @ C, 16 6ra) utan a nem kotott
hormont dextréannal fedett szénhez adszorbedltuk. A radidaktivitast Packard
Tricarb 2100 TR folyadékscintillaciés méromuszerben mértik meg. A ligand

receptor koétodés paramétereit szaturécios, Scatchard (1949) és Hill (1910)

analizisek szerint elemeztik.

3.5. Statisztika

A Kisérleteket legalabb haromszor megismételtik. Az eredményeinket variancia
analizissel (ANOVA) és az azt koveto Student-NewmanKeul’s ,multiple range
test” segitségével eemeztik. A myoma és kontroll myometriumokbdl kapott
értékeket ,unpaired t test”-tel analizaltuk. Szignifikansnak azokat a

kil 6nbségeket fogadtuk e, ahol legaldbb p< 0.05.
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4. Eredmeények

4/1. HUMAN MYOMETRIUM ES MYOMA SIM AIZOMSEJTEK SZAPORODASANAK

JELLEGZETESSEGEI SEJTTENYESZETBEN

4/1.1. Kevertsgites myometrium és myoma sejtek szaporodasa hormon

menteskornyezetben

Vizsgdlatainkban  elso  |épésként  Gsszehasonlitottuk az  egészséges
myometriumbdl illetoleg a myoma szovetekbol izoldlt sejtek szaporodésat (1.

1.Abra).
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1.Abra. Myoma (fekete kor, folytonos vonal) és myometrium sejtek (iires
haromszdg, szaggatott vonal) szaporodéasa a tenyésztési ido fliggvényében.
Egy—egy érték 33 meghatarozés atldgét ? S.E: mutatja. *p< 0.05 a kontroll
értékekhez viszonyitva.
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Eredményeink szerint a myomatosus izomsejtek tulajdonsagai eltérést mutattak a
kontroll myometrium sejtekhez viszonyitva. A myomasejtek szaporodasa sokkal
gyorsabb volt, mint az ugyanazon uterusbdl sz&rmazd myometrium sejteké. A
kilonbség mar a kezelés 9. napjan megfigyelheto, a 17. napon a myoma segjtek

szdma mintegy hdromszorosa a myometrium sejtek szaménak.

4.1.2. Osztrogén hatdsa kevertsgites myometrium és myoma segjtek

szapor odasar a

OE hatasara a ké& vizsgdt szovet sgtkultara masképpen viselkedik.
Myometrium primér sgjttenyészetben (~50% simaizom sgjt, ~ 50% fibroblast)
22 nM OE mintegy 40%-kal fokozta a sejtek szaporodasét. OE indukdlt
szignifikansan gyors sejtszaporodast a tenyészet 6-12 napos koraban észleltiink
(2A. Abra), az étlagos popul &cié megkettozodési ideje 2.1-2.5 nap volt.

Myoma primér sgjttenyészetben, ahol ugyancsak megkdzelitoleg 50-50%-ban
taldhatjuk a simaizom és fibroblast sejteket, OE hatéséra a sgjtek szaporodésa
ugyancsak jelentosen fokozodott. A ndvekedés Uteme gyorsabb volt és a
tenyésztési ido végére OE hatasira a sejtek szama megkétszerezodott (2B. Abra),

az atlagos popul acid megkettozodés ideje sokkal révidebb, 1.5-1.6 nap volt.
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2. Abra. OE hatésa (2.2 nM ) human uterus myometrium (A) é myoma (B)
sgjtek szaporodasara primér sejttenyészetben. Fekete négyzetek a kontroll, az
Ures korok az OE lezelések hatasat mutatjak Egy-egy érték 33 meghatérozas
dlagat ? SE mutatja. * p< 0.05 a kontroll értékekhez viszonyitva.

Eredményeinket 0Osszefoglava megdlapithatd, hogy a tumoros sgtek

szaporodésdnak Uteme hormonmentes kornyezetben is messze meghaladta az
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egeszseges myometriumbdl nyert sejtek szaporodasi Utemét. OE hatésara
mindkét tipusll simaizomsgjt tenyészetben a sgjitek proliferacidja fokozodik, de a
myoma sejtek OE érzékenysége, s ennek kovetkeztében a sejtek szaporodasanak

Uteme szignifikansan magasabb, mint a myometriumban (3. Abra).

segjt/cm?* 103
=
o
o

HH

Hi

L OE-L M OE-M

3. Abra. Osztradiol kezelés hatdsa myoma és myometrium sejitek primér
tenyészetében a tenyésztés 12. napjan. (L: myoma sgitek, OE- L: OE kezelt
myoma sgjtek, M: myometrium sgjtek, OE-M: OE kezelt myometrium sejtek)
Egy-egy oszlop 3-3 kisérletbol szamolt sejtek atlagdt ? S.E: mutatja. A
kilonbozo betukkel jeldlt oszlopok értékel kozott a kulonbség szignifikans
p<0.05
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4.2. OVARIALISSZTEROID RECEPTOROK EXPRESSZIOA HUMAN MYOMETRIUM

ESMYOMA SZOVETEKBEN

4.2.1 Osztradiol receptor proteinek expresszioja

Az OE hatésa intracellularis receptorokon keresztul valésul meg. Jelenlegi
ismereteink szerint két tipust OE receptor, a klasszikus alfa, valamint az 1996
ban felfedezett ER béta felelos a hormon hatasokért. Mindkét ER ligand aktivalt
transzkripcios faktor, de a molekulgukban meglévo eltérés a transzkripcios
hatasokat is érinti, amelyek esetlegesen szerepet jatszhatnak az OE érzékeny j6
és rosszindulatt daganatok pathomechanizmusaban.

A Kklasszikus ER alfa Westernblot technikaval mindkét szévetben, a myomaban
€s az ugyanazon uterusbdl nyert, kontrollként akamazott egészséges
myometrium szévetben is kimutathatd. Az ER afa szintje szovet specificitést
mutatott, a myomaban minden vizsgdt ciklus stdiumban, vaamint
menopausdban magasabb volt. A kilonbség a reproduktiv ciklusban lévo
betegek uterusabdl szarmazdé myomak esetében szignifikans volt. Ciklustdl

fliggo véltozasok egyik szovetben sem voltak kimutathatdak (4. Abra).

Az Osztradiol béta receptor expresszidja szintén megfigyelheto a vizsgdlt
szdvetekben, bar a Western blotton detektdhatod jele jelentosen gyengébb volt
mint az ER alfa esetében. A receptor fehérje szintek jelentosen kilonboztek az

ER dfénd megfigyetektol. A legszembetunobb kilonbség, hogy a
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menopausaban évo betegek uterusdbdl szdrmazé myomakban az ER béta
expresszioja igen magas, az Osszes vizsglt esetet figyelembevéve a
legmagasabb. A menstruaciés ciklus proliferacios fézisaban ugyancsak
magasabb ER béta szint volt detektalhaté a myomakban, a tobbi esetben nem
volt kulénbség sem a myoma-myometrium kozott, sem a kulonbdzo ciklus

stadiumok kozott (5. Abra).
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4. Abra. Osztradiol receptor afa expresszidja humén uterus myoméban (iires
oszlopok) és kontroll myometriumban (csikozott oszlopok) a menstruécios ciklus
alatt (1. proliferacio, 1. szekrécio, 111. menstruécio) és menopausaban (1V.). Az
oszlopok 44 betegbol sz&rmaz6 adatok &tlagat ? SD értékeket mutatjdk. Az Ures
haromszogek az egyes myomékbol, az Ures korok pedig a kontroll
myometriumokbdl nyert egyedi értékeket mutatjak. Insert: reprezentativ Western
blot myoma (L) és myometrium (M) szbvetekbol. * p < 0.05 szignifikans
kil6énbség myometrium és myoma szévetek kozott.
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5. dbra Osztradiol receptor béta expresszidja human uterus myomdban (Ures
oszlopok) és kontroll myometriumban (csikozott oszlopok) a menstruécios ciklus
alatt (I. proliferécio, 1. szekrécio, 111. menstruacio) és menopausaban (1V.). Az
oszlopok 4-4 betegbol szarmazd adatok étlagdt ? SD értékeket mutatjdk. A
haromszogek az egyes myomakbdl, az Ures korok pedig a kontroll
myometriumokbdl nyert egyedi értékeket mutatjék. Insert: reprezentativ Western
blot myoma (L) és myometrium (M) szovetekbol. Szignifikéns kilénbség (p <
0.05) *: myometrium és myoma, a kilénbozo nagybetuk: a nyoma minték
kozott.

4.2.2. [H36sztradiol ktodése

Két tipusi nuklearis [H]osztradiol kotohely detektdlhaté a myoma és
myometrium szbvetekben. Szaturacios analizis eredmények alapjan az egyik
kotohely, az un. type I., nagy affinitassal (Kd 1.44? 0.17 nmol/l) és kis
kapacitassal koti az OE-, a szaturéciés adatok Scatchard szerinti

transzformacidja linearis gorbét ad, a Hill koefficiens értéke ~1, kompetetiv
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kétodésre utal. A masik koétohely, az un. type Il. pedig alacsonyabb affinitassal
(Kd 21? 4.1 nma/l) és nagy kapacitassal kéti a hormont, Scatchard analizis egy
felfelé konvex gorbét ad, a Hill koefficiens pedig >1, pozitiv kooperéaciora

jellegzetes értéku (6. Abra).

4.2.2.1. Nagy affinitasu kétohelyek

A nagy affinitdst kétohelyek szama a menstruécios ciklus fazisaiban nagyobb
volt a myoma-szévetekben, menopausaban pedig megegyezett a myometrium
mintakban kapott értékkel (7. Abra). Vétozasok figyelhetok meg a ciklus alatt.
Myometriumban legmagasabb a kétohelyek szama a proliferéciés fazisban, ez az
érték 7239 %-kal csokkent a tobbi fazisban. Myoméban szintén a proliferacids
fézisban legmagasabb a kotohelyek szama, de magasabb volt azokban az
uterusokbdl sz&rmazé daganatos szdvetekben is, amelyek a mutét napjan a
menstruécios fézisban voltak. A legalacsonyabb a kotohelyek szama a

menopausas uterusban.

4.2.2.2. Kisaffinitasi kétohelyek

A kis affinitasy, type Il. kotohelyek szédma (8. Abra) mindkét szovetben a
legmagasabb volt a proliferaciés fazisban, myomaban ekkor a kétohelyek szama
tobb mint hédromszorosara fokozodott a tobbi vizsgdt féazishoz viszonyitva
Tovébbi vatozasok a myometridlis szovetben nem mutathatdk ki. A

menopausaban |évo uterusbdl szarmazd myoma mintakban a kotohelyek szama
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kétszer tobb, mint a kontroll myometrium szévetekben. Ercemes megjegyezni,
hogy az alacsony affinitéasi kotohelyek szama és az ER béta receptor fehérjék (.

5. Abra) hasonl6 véltozésokat mutattak a vizsgalt reprodukcids ciklusokban.
A
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6. Abra. Nuklearis [H3]6sztradiol kétohelyek reprezentativ Scatchard analizise
human uterus myometriumban (A) és myoméban (B) a menstruaciés ciklus
proliferécios fazisdban. A nagy affinitasi kétohelyeket a fekete elipszisek, a kis
affinitdsi kotohelyeket pedig az Ures téglalapok mutatjak (Bound: kotott
hormon, B/F: kotétt/szabad hormon).
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7. Abra. Nukledris nagy affinitast [H?]6sztradiol kotohelyek vétozésai a
menstruécios ciklus alatt és menopausdban human uterus myometriumban
(csikozott oszlopok, korok) és myomaban (Ures oszlopok és haromszogek).
Statisztikailag szignifikans kulonbseg (p<0.05) *: myoma és myometrium
kozott, kulonbdzo kis betu: a myometrium mintdk kozott, kilonbdzo nagy betu:
amyoma mintak kozott. Tovabbi dbramagyarézat |. 4. Abra.
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8. Abra. Nukledris kis affinitasi [H36sztradiol kotohelyek vétozésa a
menstruécios ciklus aatt és menopausdban human uterus myometriumban
(csikozott oszlopok, korok) és myoméban (Ures oszlopok és hdromszogek).
Statisztikailag szignifikans kulonbseg (p<0.05) *: myoma és myometrium
kozott, kilonbdzo kis betu: a myometrium mintak kozott, kilénbdzo nagy betu:
amyoma minték kozott. Tovabbi dbramagyarézat |. 4. Abra



4.2.3. Progeszteron receptor ok

A progeszteron receptor (PR) fehérjék az atalunk alkalmazott antitesttel egy
reakcios csikot adtak ~ 116 kD nagysagrendben. Ahogy a 9. Abra mutatja, PR
fehérje szint a menstruéciés ciklusban [évo uterusbdl szarmazd myomakban

szignifikdnsan magasabb, mint a megfelelo myometrium mintékban. Mindkét
szovetben a PR fehérje expresszidja legmagasabb volt a szekrécios fazishan és
legalacsonyabb volt a menopausds mintékban, ahol nem volt kilonbség a

myometrium és myoma kozott.
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9. Abra. Progeszteron receptor fehérjék expresszidjanak vétozasai myoma
(Ures oszlop, hdromszogek) és kontroll myometrium (csikozott oszlop, korok)
mintékban a menstruécios ciklus ( |. proliferacios, Il. szekrécios) fazisaiban
valamint menopauzaban (111.). Tovébbi dbra magyarézatok |. 4. Abra.



Osszehasonlitva az ER afa és béta receptorok vétozésait a progeszteron
receptoréval, eredményeink arra mutatnak, hogy a myomakban kimutathaté PR
fehérjék valtozésai kovetik a myometriumban megfigyelheto ciklustdl fliggo
véltozasokat, mig az ER fehérjék myoma szdvetekben megfigyelheto valtozasai

ciklus stadiumoktdl fliggetlennek |atszarek.

4.3. SEJTCIKLUS SZABALYOZASANAK JELLEGZETESSEGEI MYOMETRIUM ES

MYOMA SZOVETEKBEN

Altalanosan ismert, hogy a sejtek proliferacidja szigorian szabéyozott folyamat,
aktivitésaban igen jelentos szerepet jatszanak a kilénbodzo ciklinek és ciklin
figgo kindzok komplexei. Az 6sztradiol sejtproliferacios hatasdt a sgjtciklus
korai G1 fazisdban fejti ki, szorosan egyittmukédve a ciklin D1 fehérjével. ERE
kotohelyek mutathatok ki a ciklin D1 gén prométer régidjéban, amin keresztil az
OE eroteljesen fokozza a cklin D1 expresszigjat, s ennek kovetkeztében a

sgjtciklusba keriilo sgjitek szamat (Lamb és mtsai 2001).

4.3.1. Ciklin D1 expresszi6 j ellegzetességek

Ciklin D1 expresszio mindkét vizsgdlt szbvetben megfigyelheto volt, a molekula
30 35 kD nagysagrendben vdt kimutathato.

Vizsgélatainkban, ahogy a 10. Abra mutatja, a menstruéciés ciklus vizsgélt

stadiumainak mindegyikében a ciklin D1 expresszié erosen fokozodott a myoma
szovetekben. A fokozodas meértéke a menstruacios ciklus stadiumatol fliggott, a

legnagyobb kilonbség, mintegy 2.5szeres a myometriumhoz viszonyitva a



proliferécios fazisban és a legkisebb, mintegy 1.7-szeres, a szekrécios fazisban
volt. Menopauzas betegek uterusabdl szarmazé myomakban a ciklin D1
expresszid jelentos mértékben csokkent, alacsonyabb lett, mint barmelyik
vizsgalt szbvetben, és etunt a kilonbség a menopauzés betegek uterusabol
szarmazd myometriumok és myomék kozott. Eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy feltehetoen a keringo vér OE szintjének csokkenése
kovetkeztében a ciklin D1 expresszio is lecsokkent, esetleg megszunt, ami a

tumor involucigjéban jelentos szerepet jatszhat.
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10. Abra. Ciklin D1 expresszidja huméan uterus myomaban (ires oszlopok,
haromszogek) és kozeli myometriumban (csikozott oszlopok, korok) a
menstruécios ciklus aatt (1. proliferécid, Il. szekrécio, 1ll. menstruacio) és
menopausaban (IV.). Az oszlopok 44 betegbol szarmazo6 adatok étlagat ? SD
értékeket mutatjak. Insert: reprezentativ Western blot myoma (L) és myometrium
(M) szbvetekbol. Statisztikailag szignifikans kilonbség (p<0.05) *: myoma és
myometrium kézott, kildnbdzo nagybetu: a myoma minték kdzott.



Ciklin D1 expresszi6 a myometrium szovetekben is kimutathatd volt. A kapott
értékek, ahogy emlitettem, messze alacsonyabbak voltak, mint a myoma
szovetekben. A menstruécios ciklus alatt a szekrécios fazisban enyhe emelkedés
figyelheto meg, legalacsonyabb érték menopausdban illetoleg a menstruacio alatt
volt, de ezek a kulonbségek nem voltak matematikailag szignifikansak.

Eredményeink alapjan feltételezheto, hogy az egészséges myometriumban a
sgitszaporodas helyett inkdbb seitmegUjulds a jellemzo. Ezek az eredmények
megerositik azt a feltételezést, hogy a myometrium sgjtek elsosorban
hipertréfiaval valaszolnak fizioldgids hormondlis eseményekre, mint amilyenek
példaul a terhesség alatt alakulnak ki, mig sejtszdm fokozodas pathol 6gias

torténések részekeént figyelheto meg (CesertrCummings és mtsai 2000).

4.4, APOPTOZIS SZABALYOZASANAK JELLEGZETESSEG EI MYOMETRIUM ES

MYOMA SZOVETEKBEN

A programozott sejthaldl, az apoptdzis is meghatarozd a fejlodés alatt, a szoveti
homeosztézis elengedhetetien feltétele. Akar a sejtképzodés, akér az apoptozis
zavara a két folyamat kozti egyensily felborulasahoz vezet, aminek
eredményeként daganat képzodés illetoleg fokozott sejtpusztulas johet |étre.

Szamos tényezo befolyasolja az apoptozist. Novekedés faktorok hianya,
kemoterapias gyogyszerek, egyes immunolégiai megbetegedések, stressz
fokozza a sgjtpusztuldsnak ezt a formgat. Amikor az apoptdzishoz vezeto

eseményléncolat aktivalodik, jellegzetes véltozasok figyelhetok meg, igy a sejt



zsugorodasa, kromatin kondenzécigja, DNS fragmentacié stb. (Kerr és mtsa
1972).

A programozott sejthald szabalyozésaban kitlintetett szerepet jatszik a Cisztein
flggo Aspartat specifikus protease ( Caspase) kaszkad. A kaszpaz csaladnak
tobb tagja van, kozUluk a kaszpdz9 szerepe meghat&rozé a folyamat
mukodésében (Cohen 1997).

Az apoptdzis szabdlyozasaban a Bcl2 fehérje csaldd meghatédrozo. A csalddnak
proapoptotikus és antiapoptotikus hatésu tagjai egyarant vannak. Bax és Bcl-2
proteinek meghatarozd tagjai a pro ill. antiapoptotikus molekuldknak, a két
fehérje ardnya szabja meg az adott sgjt sorsat. Amennyiben a Bax molekulak
dominanak, akkor azok a mitokondriumok membranjat &jarhatéva teszik a Ca’*
ionok szdméra, amelyek egy komplexet hoznak |étre Apaf-1, citokrém C és
dATP részvételével. Ez a komplex lesz a felelos a méar emlitett kaszpéz kaszkad
aktivaciojaért és az apoptozisért. Ha az antiapoptotikus Bck2 van tulstlyban,
akkor a Bax proteinek mitokondridlis Ca csatorndkra gyakorolt hatasa nem

valosul meg, a sqjt tovabb é (Murphy és mtsai 2000).

Vizsgédlatainkban az antiapoptotikus Bcl-2 és a proapoptotikus Bax proteinek
expresszijat elemezttk a myomékban a kontroll  myometriumokkal
dsszehasonlitva (11. és 12. Abra). Ezeket a vizsgélatokat, a korabbiaktdl
eltéroen, a megfelelo beteg anyag hianya miatt csak proliferacios, szekrécids
fézisban, illetoleg menopauzdban |évo betegek uterusaban tudtuk ezideig

vizsgéni.



4.4.1. Bcl-2 protein expresszio j ellegzetességei

Az antiapoptotikus Bcl-2 protein expresszidja (26 kD) mindkét vizsgalt
szbvetben kimutathatd volt. Az expresszio mértéke a myometriumokban a
kimutathatésag szintjén volt és vatozasnak a kilonbozo stadiumok kozott még
csak a tendenciga sem volt megfigyelheto. Ezekkel dlentétben a myoma
szdvetekben a menstruécios ciklus mindkét fézisdban fokozodott, a legnagyobb
meértekben a szekrécios fazisban, ahol az emelkedés mértéke kdzel 8szorosan
meghal adta a myometriumban kimutathat6 igen alacsony szintet. Ez a kil 6nbség
a kéttipusi szovetben a proliferécios fézishan 4szeres volt. Nem volt

kimutathato szignifikans kil onbség a menopauzés szovetek kozott (11. Abra).
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11. Abra. Bcl2 protein expresszidja human uterus myoméaban (iires oszlopok,
haromszogek) és kozeli myometriumban (csikozott oszlopok, korok) a
menstruécios ciklus aatt (1. proliferacio, I1. szekrécio) és menopausdban (I11.).
Az oszlopok 4-4 betegbol szarmazd adatok atlagdt ? SD értékeket mutatjak.
Insert: reprezentativ Western blot myoma (L) és myometrium (M) szbvetekbol.
Statisztikailag szignifikéns kilonbség (p<0.05) *: myoma €és myometrium
kozott, kilonbdzo nagybetu: a myoma minték kdzott.
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4.4.2. Bax protein expresszio j ellegzetessége

A proapoptotikus Bax protein expressziojanak valtozésai ellentétesek voltak a
Bcl-2 proteineknél megfigyelt vatozasokkal. A Bax protein expresszio a
menopausa aatti myomaban volt dominans, ahol az expresszié mértéke mintegy
3-szorosa volt a myometriumban kapott értékeknek. A menstruaciés ciklus
stadiumai aatt a myomas szovetekben kimutathatdé kisebb, nem szignifikans
emelkedéstd eltekintve, valtozas nem volt detektd hato.

A myometriumban a kép ismételten valtozasokban szegény volt. Az expresszio
szintje igen aacsony volt, a harom vizsgdlt reproduktiv fazisban megfigyelheto

expresszios jelek kozott valtozas nem volt (12. Abra).
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12. Abra Bax protein expresszidja human uterus myoméban (ires oszlopok,
haromszogek) és kozeli myometriumban (csikozott oszlopok, koérok) a
menstruécios ciklus alatt (1. proliferacio, 11. szekrécid) és menopausdban (111.).
Az oszlopok 4-4 betegbol sérmazd adatok &lagéd ? SD értékeket mutatjék.
Insert: reprezentativ Western blot myoma (L) és myometrium (M) szdvetekbol.
Statisztikailag szignifikans kulonbseg (p<0.05) *: myoma és myometrium
kozott, kulonbdzo nagybetu: a myoma mintak kozott.

Relative level of Bax protein




Az apoptozis szabélyozo6 fehérjék szerepét elemzo vizsgaataink eredményei arra
utalnak, hogy a programozott sejthald szabdyozésaban szerepet jétsz6 Bck2
protein csal&d expresszidja az egészseges myometriumban igen szegényes. Ezzel
elentétben a myoma szévetekben igen aktiv. Feltételezhetjik, hogy a tapasztalt
valtozésok szerepet jatszhatnak a myoma pathogenezisében. A jelenlegi
vizsgalatok arra nem tudnak vélaszt adni, hogy a Bcl gének aktivéciojaért

kozvetlentl milyen vatozasok afelel osek.

Napjainkban egyr e tobb adat veti fel, hogy a sgjtproliferacié és az apoptdzis
szabdlyozasa szorosan kapcsolodik egyméshoz (Meikrantz és Schlegel 1995,

Huang és mtsai 1997), igy pl. az dtalunk vizsgalt fehérjék kozil a Bcl-2 fehérje
gétolja az apoptézist és fokozza a ciklin D1 expresszidjéat (Lin és mtsai 2001). A
ciklin D1 és a Bck2 expresszidja pedig igen szorosan egyutimukddik az ER
rendszerrel (Perillo és mtsai 2000). Ez a kapcsolat szintén az OE kulcsszerepét

huzza ald a myoma pathogenezi sében.
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5. Eredmények megbeszélése, kvetkeztetések

Eredményeinket 6sszefoglalva megdllapithatjuk, hogy a vizsgalt szteroid
receptorok, a ciklin D1, és az apoptozist szabdyozd Bcl2 és Bax proteinek
expresszioja kilonbdzik a myoma szovetekben a myometridlis szbvetekhez
viszonyitva, tovdbba a myoma mintdkban kapott vizsgdlati eredmények
jelentosen killdnbdznek a myoma ndvekedési és regresszids szakaban.

A novekedés alatt a myoma szovetben az 6sztradiol receptor alfa, a progeszteron
receptor valamint a ciklin D1 és Bcl-2 proteinek, mig menopausaban, a tumor
regresszios fézisaban az Osztradiol receptor béta és a Bax protein expresszigja
haladja meg jelentosen a kontroll myometriumokban kapott értekeket.

Az irodami adatokkal Gsszhangban a mi vizsgdlataink is azt az elképzelést
l&tszanak megerositeni, hogy az Osztradiol és az Osztradiol receptorok
meghataroz6  szerepet jalszanak a myoma nowekedési  fézisanak
pathomechanizmusaban. Az 6sztrogén receptorok ligand aktivalt transzkripcios
faktorok, amelyek egy specifikus gén szakaszhoz, az un. dsztrogén véaszadd
gén szakaszhoz (ERE) kotodve gének expresszidjét szabalyozzék (Nilsson és
mtsai 2001). Az ER béta felfedezése (Kuiper és mtsai 1996) az 6sztradiol
hatdsmechanizmusanak U aspektusait nyitotta meg. A két fajta Osztradiol
receptor molekula DNS kéto domeénjében nagyfokd homoldgia figyelheto meg,
ami biztositja a hasonl6sagot a két dsztrogén receptor transzkripcids hatésaban az
Osztrogén vaaszadd elemeken keresztill (Petterson és Gustafsson 2001).

Az ER dfa jelenléte huméan uterus myomaban &taldnosan elfogadott, béar a

myometriumhoz viszonyitott valtozasokat illetoleg a vonatkozo irodalmi adatok



egymésnak ellentmonddak. Egyes vizsgalatokban az ER mRNS szintekben nincs
véltozas a myoma és myometrium kozott (Vollenhoven és mtsai 1994, Less és
mtsai 1997). Mésok ezekkel az adatokkal ellentétben, a myoma szovetekben
fokozodott ER mRNS és protein szinteket talatak (Brandon és mtsai 1993, 1995,
Andersen és mtsai 1995, Englund és mtsai 1998). ER béta vonatkozésdban
Iényegesen kevesebb adat all rendelkezésiinkre. Fokozott ER béta expressziorol
szamoltak be terhes myometriumban és myoméban (Bennessayag és mtsai
1999). Ugyanakkor csokkent ER béta és magasabb ER afa szintet taldlt
myomaban a myometriumhoz viszonyitva Wu (Wu és mtsai 2000).

A jelen vizsgdatainkban mind a myometriumokban, mind a myomakban az ER
afa és ER béta expresszigja kimutathato volt. A menstruacios ciklus aatt az ER
alfa szint a myoma mintakban mindig magasabb volt, mint a myometriumban, és
az ER alfa nem véltozott egyik vizsgat szovetben sem a menstruacids ciklus
kulonbozo fazisai alatt. Ezen adataink ellentétesek Andersen és mtsai (1995)
adataival, akik myometriumban menstruacios ciklus fazisfiggo valtozasokat
figyeltek meg az ER afa expresszidjdban. A kilénbség oka az akalmazott
modszerek kilonbozosege mellett az is lehet, hogy a myometridis ER
koncentrécié vatozik attdl flggoen, hogy a vizsgdt szovetminta az uterus
melyik részébol szarmazik (Richards és Tiltman 1995, 1996). Az ER béta
expresszidja vizsgdlatainkban csak  kisebb  vétozdsokat mutatott a
myometriumban a menstruaciés ciklus soran, a myomaban a proliferaciés
fazisbanjelentosen fokozodott.

/////

kapacitést 6sztradiol kétohelyek jelenléte volt igazolhat6 a vizsgat szovetekben.
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A nagy affinitési kotohelyek a receptorok ligand kéto doménjén taldhatok. OE
koétodés hatéséra az ER-on egy olyan vatozas kovetkezik be, amely kedvez a
koaktivator molekulak kotodésének és |étrejohet a hatékony transzkripcio
(Nilsson és mtsai 2001).

A kisebb affinitésii 6sztradiol kotohelyek jelenlétét mé& szamos szovetben
bizonyitottak (Eriksson és mtsai 1978, Markaverich és mtsai 2001), azonban
élettani szereplik még ma sem tisztazott. Szamuk parhuzamosan vatozik patkany
uterusban az 6sztrogén indukalt DNS szintézis fokozodasaval és ennek alapjan
felvetodott, hogy szerepet jatszanak az Osztrogének sejtproliferacios hatasaiban

( Markaverich és mtsai 2001). Az altalunk vizsgalt szovetekben a nagy affinitasi
és kis kapacitasi OE receptorok, valamint az aacsony affinitasi és nagy
kapacitési kotohelyek a menstruécios ciklus soran a proliferacios fézisban
fokozodtak, ekkor volt a legnagyobb kildnbség koncentraci6jukban a myoma és
myometrium kozott is. A ciklus tébbi stddiumdéban a nagy affinitést kotohelyek
szama a myomaban magasabb volt, ami a menstruécidban 1évo uterusok esetében
matematikailag is szignifikansnak bizonyult. Az alacsonyabb affinitasi
Osztradiol kotohelyek valtozasa a jelen vizsgaatokban, valamint Benessayag és
mtsai (1999) vizsgdataiban is parhuzamot mutattak az Gsztradiol receptor béta
véltozasaival, aminek aapjan feltételezhetonek tunik, hogy e kotohely és ER
béta kozott funkcionalis kapcsolat van. Ennek a bizonyitésa azonban tovéabbi
vizsgélatokat igényel.

Az ER protein és OE koétohelyek vizsgalata soran nyert eredményeink jol
Osszhangban dlnak a myoma és myometrium szaporodésanak vizsgélatakor

kapott adatainkkal. A myoméban megmutatkozé folyamatosan magasabb ER
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expresszi6 mas faktorokkal esetlegesen egytitt magyarazata lehet a myoma sejtek
myometriumhoz  viszonyitott ~ fokozott  szaporodasanak  hormonmentes
kornyezetben, és afokozott OE kétohely szam szerepet jatszhat a tumoros sejtek
fokozott OE érzékenységeében, amely megmutatkozott az OE hatéséra
megfigyelheto magasabb szaporodési iitemben (1. és 2. Abra).

A progeszteron receptorok expresszidjanak elemzésekor mas képet kaptunk,
mint az ER-ok esetében. Adataink arra utalnak, hogy a progeszteron receptorok
expresszigjadnak regulécios zavara, ha van, nem annyira nyilvanvald, mint az
Osztrogén receptorokndl.

A menstruacios ciklus sordn a myoméban a progeszteron receptor szint mindig
magasabb volt, és gy, mint a myometriumban, a legmagasabb érték a szekrécios
fézishan figyelheto meg.

A progeszteron receptorok szerepe a myoma pathogenezisében meghatarozo.
Sok adat mutatja, klinikai és kisérleti egyarant, hogy a szekrécios fézisban, vagy
progeszteron adasanak hatéséra a myoma proliferativ aktivitasa és tébb mitogén
hatas 1okdlis novekedés faktor szintézise fokozodik, amelyeknek a szerepe a
tumor novekedesében kétségtelennek latszik ( 1.0sszefoglald Rein 2000).
Menopausaban a tumor regressziv fazisaban sokkal egyhangubb vatozésokat
kaptunk, mint a menstruécios ciklus aatt. Az ER dfa, PR, valamint a [H%]OE
kotodése nem mutatott valtozast a myometriumhoz viszonyitva, az értékek a
legalacsonyabb ciklus alatti értékek nagysagrendjében voltak. Ezzel ellentétben
az ER béta expresszidja a myomaban jelentosen fokozédott. Eredményeink
felvetik az ER béta esetleges szerepét a myoma visszafejlodésének

meginditasban. Ahogy mé& emlitettem, nem ismert sok szerv és sait



vonatkozasaban az ER bétafiziologia szerepe. Tudjuk, hogy az ERE-n keresztil
az ER aféahoz hasonl6 transzkripcios hatast tud kifgjteni, de az isismert, hogy az
ER béta transzkripcids hatésa az ataldnos transzkripcios faktorok egyikén, az
AP-1 proteineken keresztill mas hatéssal rendelkezik. Osztradiol az ER afaval
fokozza, mig ER bétaval gatolja a transzkripciot az AP-1 fehérjéken keresztlil
(Peach ésmtsai 1997). Egyre tébb adat bizonyitja, hogy az ER béta alacsony OE
szint esetén gétolja az ER alfa transzkripcios hatésat (Hall és McDonnell 1999).
Az emlitett adatok és vizsgalataink eredmeénye alapjan feltételezhetonek tunik,
hogy a menopausa dtalunk vizsgélt szakaszaban megfigyelheto magas ER béta
receptor expresszio és az ahhoz tarsul alacsony vér OE szint gatolhatja mind az
ER dfa dtal, mind az AP-1 prdeineken keresztil megvaldsul6 OE indukalt
transzkripcios hatésokat, ami jelentosen megvaltoztathatja az ER-t6l fliggo gének
funkciait.

Az érintett gének kozott taldn elsoként a ciklin D1 expresszi¢jaban varhato
valtozas, kdzismert ugyanis, hogy a ciklin D1és az ER kozott igen szoros a
kolcsonhatas (Lamb és mtsai 2000).

A ciklinek esetleges szerepével a myoma pathogenezisében igen keveés
tanulmany foglalkozik. Fokozott ciklin E és cdk 2 aktivitast mutattak ki terhes
myometriumban  1évo  myoméban (Horiuchi é mtsa  2000). Jelen
vizsgdatainkban ciklin D1 expressziGja myometriumban a menstruacios ciklus
aatt igen gyenge volt, myomédban azonban 2-3-szorosara novekedett,
menopausdban nem volt kilonbség a myoma és myometrium kozott. Ezek a
véltozésok jellegilkben hasonlitanak azokhoz, amit az ER afa (4. Abra) és a

nagy affinitastikotohelyek szaméban (6. Abra) figyel hettiink meg.



Osztradiol fokozza a ciklin D1 expressziojat (Prall és mtsai 1997, Sabbah és
mtsai 1999). Nincs adat arrdl, hogy melyik ER tipus tud kétodni a ciklin D1
génhez. A ciklin D1 gén promoter régigjaban taldhat6 ERE-hez a mar emlitett
ER molekulak kozti homologia kovetkeztében (Nilsson és mtsai 2001), mindkét
ER tud kotodni és résztvehet a gén stimulacidjdban. Azonban a ciklin D1
promoteren AP-1 kotohelyet is kimutattak (Albanese és mtsai 1995) és
elképzelheto, hogy ezen keresztil az OE ER bétéval gétlo hatést gyakorol a
ciklin D1 expressziora (Paech és mtsai 1997).

E kolcsonhatédsok mellett még emlitésre érdemesek azok az adatok, amelyek azt
bizonyitotték, hogy a ciklin D1 molekul&k kapcsolddhatnak az ER hormonkoto
doménjahoz, aktivalhatjdk a DNS kéto domén ERE-hez torténo kapcsol 0dasét és
igy annak transzkripcios hatésat (Zwijsen és mtsai 1997, Bernards 1999).
Adatok arrais utalnak, hogy ER és ciklin D1 molekuldk kozott egyes sejtekben
egy Onmagét gerjeszto kolcsonhatas (autostimul&cid) alakulhat ki. Az dsztrogén
hatasara az ER komplex aktivalddik, fokozza a ciklin D1 expresszi6t, ami
kétodik az ER-hez, cdk-tol, tsztrogéntol flggetlendl, aktivalja az ER indukalt
transzkripciot, aminek kovetkeztében tovabb fokozddik a ciklin D1 képzodes.....
és igy tovabb (Bernards 1999), szinte megdlithatatlan sejtszaporodést
eredményezve az OE érzékeny sejtekben.

A sgjtszaporodas mellett a sejthaldl mértéke is meghatarozd egy adott szerv vagy
szovet novekedésében illetoleg involucidjdban. A megvatozott mértéku
apoptozis lehetosége a myoma pathogenesisében mar kordbban felvetodott
(Andersen 1998). In vitro segjtkultdrdban kimutattdk, hogy az apoptézist

szabalyozé Bcl 2 protoonkogének egyik fehérje terméke, az antiapoptotikus Bcl-



2 expresszigja fokozddott a myomabol szarmazo sejtekben a myometrium sejtek
kultargaban megfigyeltekhez viszonyitva, és progeszteron hatésdra az
expresszio mértéke fokozddott (Matsuo és mtsai 1997).

A Bcl-2 protein csalad tagjai kozott apoptozist gétlo fenérjék mellett apoptozist
serkentok is megtaldhatok. A fehérjék struktargjaban a homologia nagyfoka. A
proapoptotikus fehérjék, mint a Bax, Bak, Bok fehérjék BH1, -2, -3 doménnal
rendelkeznek, az antiapoptotikus tagok strukturgjaban a BH1-3 domén mellett
egy BH4 is megtadhatd. Mindkét tipusi molekuldnak a COOH végén egy
transzmembran domén van, amely a molekuldkat a mitokondriumok
membrénjahoz kapcsoljdk. A pro és antiapoptotikus molekulak egyméssal
homo és heterodiméreket képeznek. A hatasuk tébb molekularis szinten
valbésulhat meg, egyesek szerint sejtspecifikus. A proapoptotikus  Bcl-2
proteinek, mint pl a Bax, mitokondridlis csatornét alakitanak ki, szabalyozzak a
cytokrom C kivandorlasat a mitokondriumokbol, ez szabdyozza a kaszpéz
enzimek aktivacioja és igy az apoptdzis mértékét (Sheau Yu Hsu és Hsueh
2000).

Proapoptotikus fehérjék valtozésairdl human myometriumban és myomaban igen
kevés irodalmi adat taldhato, és ami van, annak a modszere kifogasolhaté (Wu
és mtsai 2002), az antiapoptotikus Bct2 vatozésokat illetoleg pedig csak
sgttenyészetbol szarmazd adatok vannak, érdemesnek tunt elemezni
parhuzamosan a Bcl-2 és Bax proteinek expressziojd myomaban és kontroll
myometrium szdvetben. Bcl-2 protein expresszid, a sgjttenyészetbol nyert
adatokkal 6sszhangban (Matsuo és mtsai 1997) myoma szdvetben fokozott volt,

a legmagasabb értéket a progeszteron és dsztrogén gazdag szekrécios fézisban



taldtuk. Menopauzés uterusbol szarmazé myomaban az emelkedés igen csekély
volt. A myometriumokban a Bcl 2 protein expresszidja a kimutathatdsag szintjén
volt, kilénbség az egyes mintacsoportok kozott nem volt. A Bax protein
expresszioja az elobb leirt vétozasokkal ellentétben a menopauzas uterusbdl
szarmazd mintaban volt messze a legmagasabb, a menstruacios ciklusban |évo
uterusokbdl szarmazd myometrialis és myoma mintakban kisebb valtozasokon
tulmenoen kiilénbség nem volt.

Osztrogén gétolja az apoptozist killbnbdzo szovetekben Bcl-2 expresszion
keresztil, a molekulan ehedyezkedo ké Osztrogén véaszadd génszakasz
stimulacigjaval (Perillo és mtsai 2000). Progeszteron szerepe a Bcl-2
indukcidjdban nem ismert. Més szdvetekben, emloben, human endometriumban,
a Bcl-2 szint a proliferaciés fazisban magasabb, mint a szekrécidshan (Tao és
mtsai 1997, Pral é mtsa 1998). Véleményem szerint a myomékban a
szekrécios fazishan megfigyelheto fokozodas az dsztrogének €s a progeszteron
kozti kolcsonhatas eredménye, ezt az elképzelést aldtdmasztja Migliaccio és
mtsai (1998) adatai, amelyek szerint Src/Ras/ MAP kindz jelétviteli Gton
keresztll az Gsztrogén progeszteron kolcsonhatés szerepet jatszik az dsztrogen
indukdlt sejtproliferacié szabdlyozasdban. Hasonl6 mechanizmus szerepet
jétszhat a Bcl-2 gén expresszigjaban is. Tébb adat beszamol arrél, hogy huméan
uterusban, myoméban is, progeszteron fokozza egyes novekedés faktorok és
receptoraik szintézisét (Andersen 1998, Dixon és mtsai 2000), amelyek szintén
felelosek |ehetnek afokozott Bek 2 expresszidért.

Az ovaridis szteroidok szerepe a Bax protein expresszigjaban nem ismert,

ugyancsak igenkeveset tudunk a Bcl-2 proteinek anti- és proapoptotikus tagjai
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expresszigjanak  egymés  kozotti  kapcsolatérdl,  kolcsonhatés&rol  és
szabdlyozasar6l. Huméan endometriumban a Bax/Bck2 proteinek arénya a
menstruéacios ciklus kulonbdzo fazisaiban Gsszerendezetten valtozik, biztositva
mindig a pro- és antiapoptotikus hatdsok optimélis ardnyat az adott celluléris
eseményekhez (Tao és mtsa 1997). Ilyen Osszerendezett mechanizmus a
myomaban nem figyelheto meg. A Bcl-2 expresszié a myomaban a menstruaci 0s
ciklus aatt folyamatosan magas, aminek kovetkeztében a Bax proteinek
citoplazmdbdl a mitokondriumba torténo transzlokécidja és kovetkezmeénykent

az apoptoézis gatlédik (Murphy és mtsai 2000).

A disszertacidban leirt eredmények és a vonatkozo irodalmi adatok alapjan az
aldbbiakban szeretném tsszefoglalni azt a hormondlis esemény-lancolatot, amely
feltételezhetoen résztvesz azokban a sejtszintu mechanizmusokban, amelyek
szerepet  jaiszhatnak, legaldbbis részben, a myoma névekedésében és
regresszigjéban.

A mengruacios ciklus alatt, a myoma ndvekedésenek periddusdban, a
sgjtszaporodéas fokozodasa és az apoptozis gétldsa dominans.

Az 0sztrogén aktivélja az Gsztrogén receptor alfét, fokozza az érzékeny sejtek
proliferacigjét, aktivdlja a ciklin D1 szintézisét, ami a sejtciklus fokozasa mellett
aktivdlja az Osztrogén receptor alfa transzkripcids hatését, a sejtek szaporodését,
még a ciklus azon fazisaiban is, amikor a keringo vér dsztrogén szintje csokken.
Az aktivalt 6sztrogén receptor alfa fokozza a progeszteron receptorok szamét,

aminek eredmeényeként azok az Gsztrogén receptorokkal egytt, kiemelten a



szekréci6s fazishan, fokozzék az antiapoptotikus Bd-2 expressziot, és gatoljak a
proapoptotikus molekulak szintjét és hatasat, és az apoptdzis gatlas alé kerdl.
Mindkét hormon, az Osztrogén és a progeszteron is, fokozza egyes mitogén
hatasi nbvekedési faktorok és receptorainak szintézisét, amelyek jelentosen
hozzgjarulnak a sejtszaporodés fokozodaséhoz.

Menopauzaban, a tumor regresszios stadiumaban, a sgjtproliferacio mértéke
visszaesik, és az apoptdzis fokozddik.

A vér Bsztrogén szintje csokken, az 6sztrogén receptor béta expresszio fokozodik
és hatasara az ER alfa transzkripcids hatésa mind a klasszikus 6sztrogén valaszt
ad6 génszakaszokon, mind az AP-1 proteineken keresztll csokkenti a ciklin D1
€S a progeszteron receptor expressziojat, aminek eredmeényeként az
antiapoptotikus Bck2 protein szint is csokken. A proapoptotikus Bax protein
expresszidja felszabadul a gétlas aldl és ezeknek a vatozasoknak eredmeényeként

asgjtproliferacié |edll, az apoptdzisfokozddik és atumor visszafejlodik.
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6. Eredmeények rovid dsszefoglal ) a

1. Myoma sgjtek sejtszaporodasanak Uteme hormonmentes sejttenyészetben

meghal adta az egészséges myometriumbdl nyert sejtek szaporodési Utemét.

2. OE hatésara mindkét tipusi simaizomsgjtek tenyészetében a sgtek
proliferécigja fokozadik, de a myoma sejtek OE érzékenysége, s ennek
kovetkeztében a sejtek szaporodésanak Uteme szignifikénsan magasabb, mint

a myometriumban.

3. Osztradiol receptor afa expresszidja és a [H|osztradiol koétodsse a nagy
affinitédst és kis kapacitasi receptorokhoz a myoma szévetben fokozddott a
menstruécios ciklus aatt, a menopauzadban nem vatozott a kontroll

myometriumhoz viszonyitva.

4. Kimutattuk, hogy az 6sztradiol receptor béa, valamint a [H3]6sztradiol
kotodése az aacsonyabb affinitasli és nagy kapacitési koétohelyekhez
fokozodott a myomaban a kontroll myometriumokhoz viszonyitva a
menstruécios ciklus proliferacids fazisaban, vaamint a menopauzaban |évo

beteg uterusabdl szarmazé myoma mintékban.



5.

6.

7.

Ciklin D1 expresszio, hasonldan az ER dfa vétozésaihoz, eroteljesen
fokozodott a myomaban a menstruacios ciklus vizsgat fazisaiban és a

menopauzaban a myometriumban kimutathat6 alacsony értékre esett vissza.

Az antiapoptotikus Bcl-2 proteinek szintje a progeszteron receptorok
expressziojaval  parhuzamosan fokozédott a myoma mintékban a
menstruacios ciklus alatt, a legmagasabb értéket és a legnagyobb
myometrium - myoma kozti kilonbseget a ciklus szekrécios fézisaban
mutattuk ki. Menopauzéban a PR és Bcl-2 fehérjék szintje a myoméban a
myometriumhoz hasonld, kilonbség a két vizsgdt szovet kdzott nem volt

kimutathato.

A proapoptotikus Bax protein expresszidja a menopauzas uterusbdl szarmazé

myomakban igen magas. A menstruacios ciklus aatt szignifikansan nem

kllonbozott a myometriumban mérheto értékektol.
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7. Befg ezés

Klinikusként, még hafiatal is vagyok a szakmamban, szerettem volna, ha az elso
tudomanyos Osszefoglaldbmat gyakorlatban is hasznosithatd kovetkeztetésekkel
tudom befejezni.

Ennek a cékituzésemnek nem tudok eleget tenni és megtanultam, hogy ez a
torekvés nem is olyan egyszeruen kivitelezheto feladat.

Eredményeink, valamint a vonatkozo irodami adatok arra utalnak, hogy a
daganatok, igy a myoma kiaakulasdban, ndvekedésében nagyon sok tényezo
jatszik szerepet, amelyeknek az Osszerendezettsége, vagy helyesebben az
Osszerendezettségnek a felbomlésa a felelos az elvatozasokért, a kiindulasi pont
megtald ésa pedig nagyon Osszetett feladat.

Az kétségtelennek  tunik, hogy az ovaridis szteroidok hatdsanak,
mechanizmusanak vatozasai a myoma pathogenezisében igen meghatarozonak
tunnek, de melettik, vagy hatasukra a sejtszaporodas és sejthad
mechanizmusai is zavart szenvednek.

A gydgyitasban a fentieknek megfeleloen az ovarialis hormonok hatésainak
véltoztatédsa, megfelelo SERM-ek alkalmazésa, igéretesnek tunhet, ha a nem
kivanatos mellékhatasok kikuiszobolhetokkeé valnak.

Ahogy a természetes invollci6 dlatti vatozasok elemzésére iranyuld
vizsgdlataink eredményei mutatjak, taldn hasznosak lehetnének olyan molekul &k
is, amelyek ER béta, vagy a proapoptotikus hormonok szintjét tudjék fokozni.
Ilyen molekulak (pl. opioid peptidek, genistein) hatdsainak kisérletes elemzése
mar folyik, de még igen sok munka, meggyozo eredmény sziikséges ahhoz, hogy

ezek a molekul&k betegekben is kiprobd asra keriilhessenek.

52



8. | dézett irodalom

Albanese C, Johnson J, Watanabe G, Eklund N, Vu D, Arnold A, Pestell RG.

(1995). Transforming p2lras mutants and c-Ets2 activate the cyclin D1

promoter through distinguisable regions J. Biol. Chem. 270: 23589 23597.

Altucci L, Addeo R, Cicatiello L, Germano D, Pecilio C, Battista T, Cancemi M,
Petrizzi VB, Bresciani F, Weisz A. (1997). Estrogen induces early and timed
activation of cyclin-dependent kinases 4, 5, and 6 and increases cyclin messenger

ribonucleic acid expression in rat uterus. Endocrinology 138:978-984.

Andersen J(1998). Factorsin fibroid growth. Bailliere's Clinical Obstet.

Gynecol. 12: 225-243.

Andersen J, Barbieri RL (1995) .Abnormal gene expression in uterine

leiomyomas J. Soc.Gynecol. Invest. 2: 663-672.

Andersen J, DyReyes V, and Barbieri RL. (1995). Leiomyoma primary cultures
have elevated transcriptional response to estrogen compared to autologous

myometrial cultures. J. Soc. Gynecol. Invest. 2: 542-551.

Bennassayag C, Leroy MJ, Rigourd V, Robert B, Honore CJ, Mignot TM,

Vacher—Lavenu MC, Chapron C, Ferre F. (1999). Estrogen receptors (Er?/Er?)



in normal and pathological growth of the human myometrium: pregnancy and

leiomyoma. Am.J. Physiol. Endocrinol. Metab. 276: E1112E1118.

Bernards R. (1999). CDK independent activities of D type cyclins

Biochem.Biophys. Acta 1424: M17-M22.

Brandon D, Bethea CL, Strawn EY, Novy MJ, Burry KA, Harrington MS,
Erickson TE, Warner C, Keenan EJ, Clinton GM. (1993). Progesterone receptor
messenger ribonucleic acid and protein are overexpressed in human leiomyoma.

Am.J. Obstet. Gynecol., 169. 78-85.

Brandon DD., Erickson, TE., Keenan, EJ. Strawn EY, Novy MJ, Burry KA,
Warner C, Clinton GM. (1995) Estrogen receptor gene expression in human

uterine leilomyomata. J. Clin. Endocrinol.Metab, 80:1876-1881.

Burroughs KD, Kiguchi K, Howe SR, FuchsYoung R, Trono D, Barrett JC,
Waker C. (1997). Regulation of apoptosis in uterine leiomyomata.

Endocrinology 138:3056- 3064.

Burton K. (1956). A study of the conditions and mechanism of the
diphenylamine reaction for the colorimetric estimation of deoxyribonucleic acid.

Biochem.J. 62: 315-323.

Buttram VC J, Reiter R. (1981). Uterine leiomyomata, etiology,

symptomatology, and manegement. Fertil.Steril 36: 433-455.



Cavaillé F, Fournier E, Dalot C, (1995). Myosin heavy chainisoform
expression in human myometrium: presence of an embryonic nonmuscle
isoform in leiomyomas and in cultured cells. Cell Motility and the Cytoskeleton

30: 183-193.

Cesen-Cummings K, Copland JA, Barrett JC, Waker CL, Davis BJ (2000).
Pregnancy, parturition, and prostaglandins. defining uterine leiomyomeas.

Enviromental Health Persp. 108: suppl. 5 817-820.

Chao DT, Korsmeyer SJ. (1998). BCL-2 family: regulators @ cell death. Ann.

Rev. Immunol. 16; 395419,

Cohen GM. (1997). Caspases. the executioners of apoptosis. Biochem.J. 326: 1

16.

Cramer SF, Patel A. (1990). The frequency of uterine leiomyomas. Am.J. Clin.

Pathol. 94: 435-438.

Crum CP. (1999). The female genital tract. In: Pathologic Basis of Disease

(Cotran,RS, Kumar, V, Collins V, eds) Philadelphia: WB Saunders, 1035 1091.

Dixon D, He H, Haseman K. (2000). Immunohistochemical localization of
growth factors and their receptors in uterine leiomyomas and matched

myometrium. Enviromental Health Persp. 108: suppl. 5, 705-802.



Englund K., Blanck, A., Gustavsson, |I. Lundkvist U, Soblom P, Norgren A,
Lindblom B. (1998). Sex szteroid receptors in human myometrium and fibroids:
changes during the menstrual cycle and gonadotropin-releasing hormone

treatment. J. Clin.Endocrinol. Metab. 80: 4092-4096.

Eriksson H, Upchurch S, Hardin JW, Peck EJ J, Clark JH. (1978).
Heterogeneity of estrogen receptors in the cytosol and nuclear fractions of the rat

uterus Biochem.Biophys.Res.Commun. 81: 1-7.

Eyden BP, Hale RJ, Richmond 1., Buckley CH. (1992). Cytoskeletal filamentsin
the smooth muscle cells of uterine leilomyomata and myometrium: an
ultrastructural and immunohistochemical analysis. Wirchows Archives A.

Pathology and Anatomy 420: 51-58.

Foster JS, Wimalasena J. (1996). Estrogen regulates activity of cyclin-dependent
kinases and retinoblastoma protein phosphorylation in breast cancer cells. Mol.

Endocrinol 10: 488-498.

Gambone JC, Reiter RC. (1997). Hysterectomy: improving the patients

decision-making process. Clin. Obstet. Gynecol. 40: 868-877.

Gustafsson J-A. (1998). Estrogen receptor 3 — a new dimension is estrogen

mechanism of action. J. Endocrinol 163:; 379-383.



Hall IM, and McDonnell DP. (1999). The estrogen receptor ?-isoform (ER ?) of
the human estrogen receptor modulates ER? transcriptional activity and is a key
regulator of the cellular response to estrogens and antiestrogens. Endocrinology

144: 5566-5578.

Hermanson O, Glass CK, Rosenfeld MG. (2002). Nuclear receptor coregulators:

multiple modes of modification. Trends Endocr. Metab. 13: 55-60.

Hill AV. (1910). The possible effect of the aggregation of the molecule of

hemoglobin on the dissociation curve. Proc. Physiol. Soc. Lond. 4-7.

Horiuchi A, Nikaido T, Yoshizawa T, Itoh K, Kobayashi Y, Toki T, Konishi I,
Fujii S. (2000). HCG promotes proliferation of uterine lelomyomal cells more

strongly than that of myometrial smooth muscle cells in vitro. Mol. Hum.

Reprod. 6: 523-528.

Hsu SY, Hsueh AJ. (2000). Tissue-specific Bcl-2 protein partners in apoptoss:

An ovarian paradigm Physiol.Rew. 80: 593 614.

Huang DC, O Reilly LA, Strasser A, Cory S. (1997). The anti-apoptosis

function of Bclk2 can be genetically separated from its inhibitory effect on cell

cycleentry. EMBO J. 16: 4628-4638.

Y4



Kastner P, Krust A, Turcotte B, Stropp U, ToraL, Gronemeyer H, Chambon
P.(1990). Two distinct estrogen-regulated promoters generate transcripts
encoding the two functionally different human progesterone receptor forms A

and B. EMBO J.9:1603-1614.

Kawaguchi K, Fuji S, Konishi I, OkamuraH, Mori T. (1985). Ultrastructural
study of cultered smooth muscle cells from uterine leilomyoma and myometrium

under the influence of sex steroids. Gynecol. Oncol. 21: 111-114.

Kerr JFR, Wyllie AH, Currie AR. (1972). Apoptosis. a basic biological
phenomenon with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br.J.Cancer 26:

239-257.

Kjerulff KH, Guzinski GM, Langenberg PW, Stolley PD, Adler Moye NE,

Kazandijan VA. (1993). Hysterectomy and race. Obstet.Gynecol. 82: 757-764.

Klinge C. (2000). Estrogen receptor interaction with co-activators and co

repressors. Steroids 65: 227-251.

Kovécs KA, Oszter A, Gocze PM, Kornyel JL, Szab6 |. (2001a). Comparative
ananlysis of cyclin D1 and Osztrogén receptor (? and ?) levels in human

leilomyoma and adjacent myometrium. Mol. Hum. Repr. 7:1085-1091.



KovéacsKA, Oszter A, Gocze PM, Koérnyel JL, Kovécs S, Szabd |. (2001b). Sex
steroid receptors, regulation of cell cycle and apoptosis in human leiomyoma and
myometrium. 5" European Congress of Endocrinology, Abstract book P649

Turin, Italy.

Kornyel J, Vertes Z, Oszter A, Kovacs KA, Rao CV, Vertes M.(1999.) Opioid
peptides inhibit the action of oestradiol on human myometrial cells in culture.

Mol. Hum. Repr. 5: 565-572.

Kroemer G. (1997). The protooncogene Bct2 and its role in regulating

apoptosis. Nat. Med. 3: 614-620.

Kuiper GG, Enmark M, Pelto-Huikko M, Nilsson S, Gustafsson JA. (1996).
Cloning of a novel estrogen receptor expressed in rat prostate and ovary. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 93: 5925-5930.

Lamb J, Ladha MH, McMahon C, Sutherland RL, Ewen ME. (2000). Regulation
of the functional interaction between cyclin D1 and the estrogen receptor. Mol.

Cell Biol. 20:8667-75.

Lesd ., Klotzbuecher M, Schoen S. Reles A, Stockemann K, Fuhrmann U.
(1997). Comparative messenger ribonucleic acid analysis of immediate early
genes and sex steroid recegors in human leilomyoma and healthy myometrium.

J. Clin. Endocrinol. Metab. 82: 2596-2600.

59



Lin HM, Lee YJ, Li G, Pestell RG, Kim HR. (2001). Bct2 induces cyclin D1
promoter activity in human breast epithelial cells independent of cell anchorage.

Cell Desth Differ. 8: 44-50.

Markaverich BM, Shoulars K, Algandro M, Brown T.(2001). Purification and
characterization of nuclear type Il [°H] estradiol binding sites from the rat uterus:

covalent labeling with [*H]luteolin. Steroids 66: 707-719.

Marshall IM, Spiegelman D, Barbieri RL, Goldman MB, Manson JE, Colditz
GA, Willett WC, Hunter DJ. (1997). Variation in the incidence of uterine

leilomyomata among premenopausal women by age and race. Obstet.Gynecol 90:

967-973.

Marshall IM, Spiegelman D, Manson JE, Gddman MB, Barbieri RL, Stampfer

MJ, Willett WC, Hunter DJ. (1998). Risk of uterine leiomyomata among

premenopausal women in relation to body size and cigarette smoking.

Epidemiology 9: 511-517.

Masha RD, Fegjzo MI, Friedman AJ, Mitchner ., Nowak RE, Rein MS, Morton
CC., Sklar J. (1994). Analysis of androgen recetor DNA reved s the independent

clona origins of uterine leiomyomata. Genes Chromosomes Cancer 11: 1-6.

Matsuo H, Maruo T, Samoto T. (1997). Increased expression of Bcl-2 protein in
human uterine leiomyoma and its up-regulation by progesterone. J. Clin.

Endocrinol. Metab. 82:293-299.



Meinkrantz W, Schlegel R. (1995). Apoptosis and the cell cycle. J. Cell.

Biochem. 58: 160- 174.

Meloni AM, Surti U, Contento AM, Davare J, Sandberg AA. (1992). Uterine

leilomyomas: cytogenetic and histologic profile. Obstetr. Gynecol. 80: 209-217.

Migliaccio A, Piccolo D, Castoria G, Di Domenico M, Bilancio A, Lombardi M,
Gong W, Beato M, Auricchio F. (1998). Activation of the Src/p2lras/Erk
pathway by progesterone receptor via cross-talk with estrogen receptor. EMBO

J. 17:2008-2018.

Murphy KM, Ranganathan V, Farnsworth ML, Kavallaris M, Lock RB. (2000).
Bcl-2 inhibits Bax trans-location from cytosol to mitochondria during drug

induced apoptosis of human tumor cells. Cell Death Differ. 7:102-111.

Nilbert M, Heim S. (1990). Uterine leiomyoma and cytogenetics. Genes

Chromosomes and Cancer 2: 3-13.

Nilsson S, Makela S, Treuter E, Tujague M, Thomsen J, Andersson G, Enmark

E, Pettersson K, Warner M, Gustafsson JA. (2001). Mechanism of estrogen

action. Physiol. Rev. 81:1535-65.

Olive DL. (2000). Review of the evidence for treatment of leiomyomata.

Enviromental Health Persp. 108: suppl. 5: 841-843.

61



Paech K., Webb P., Kuiper GGMJ, Nilsson S, Gustafsson JA, Kushener PJ,
Scanlan TS. (1997). Differential ligand activation of estrogen receptors ER? and

Er? at AP-1 sites. Science 277, 1508-1510.

PandisN, Heim S, Bardi G, Floderus UM, Willen H, Mandahl N, Mitelman F.
(1991). Chromosome analysis of 96 uterine leiomyomas. Cancer Genetics and

Cytogenetics 55:; 11-18.

Perillo B, Sasso A, Abbondanza C, Palumbo G (2000). 17beta-estradiol inhibits
apoptosisin MCF7 cells, inducing bcl-2 expression via two estrogertresponsive

elements present in the coding sequence. Mol. Cell. Biol. 20:2890-2901.

Petterson K, Gustafsson J-A. (2001). Role of estrogen receptor beta in estrogen

action. Annu. Rev. Physiol. 63: 165 192.

Prall OW, Rogan EM, Sutherland RL. (1998). Estrogen regulation of cell cycle

progression in breast cancer cells J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 65: 169-74.

Prall OWJ, Sarcevic B, Musgrove EA, Watts CK, Sutherland RL. (1997).
Estrogeninduced activation of cdk4 and cdk2 during GES phase progression is
accompanied by increased cyclin D1 expression and decreased cyclin-dependent
kinase inhibitor association with cyclin Ecdk2. J. Biol. Chem. 272: 10882

10894.

62



Rein MS, Powell WE, Walters F, Weremowicz S, Cantor RM., Barbieri RL ,

Morton CC. (1998). Cytogenetic abnormalitiesin uterine myomeas are associated

with myoma size. Mol. Hum. Reprod. 4: 83-6.

Rein S. (2000). Advances in uterine leilomyoma research: The Progesterone

hypothesis . Enviromental Health Persp. 108: suppl. 5: 791-793.

Rein MS, Barbieri RL, Friedman AJ. (1995). Progesterone: A critical role in the

pathogenesis of uterine myomas. Am. J. Obstet. Gynecol. 172: 14-18.

Richards PA, Tiltman AJ. (1995). Anatomical variation of the oestrogen receptor

in normal myometrium. Virchows Arch. 427: 303-307.

Richards PA, Tiltman AJ. (1996). Anatomical variation of the oestrogen receptor

in the non-neoplastic myometrium of fibromyomatous uteri. Virchows Arch.

428: 347-351

Sabbah M, Courilleau D, Mester J, Redeuilh G. (1999). Estrogen induction of the
cyclin D1 promoter: Involvement of a cAMP response-like eement.

Proc.Natl.Acad.Sci.USA 96: 1121711222

Scatchard G. (1949). The attraction of proteins for small molecules and ions.

Ann.N.Y.Acad. Sci. 51: 660-673.



Scully RE. (1972). Pathology of leiomyomas. Seninars in Reproductive

Endocrinology 10: 325 331.

Sheau Yu Hsu, Aaron JW Hsueh. (2000). Tissue specific Bck2 protein partners

in apoptosis. an ovarian paradigm. Physiol. Rew. 80: 593-614.

Shimomura Y, Matsuo H, Samato T, Maruo T. (1998). Up-regulation by
progesterone of proliferating cell nuclear antigen and epidermal growth factor
expression in human uterine leilomyoma. J. Clin. Endocrinol. Metab. 83: 2192

2198.

Tao XJ, Tilly KI, Maravei DV, Shifren JL, Kragewski S, Reed JC, Tilly JL,
Isaacson KB. (1997). Differential expression of members of the bcl-2 gene
family in proliferative and secretory human endometrium: glandular epithelial
cell apoptosis is associated with increased expression of Bax. J. Clin. Endocrinol.

Metab. 82: 2738-2746.

Tiltman A. (1985). The effect of progestins on the mitotic activity of uerine

fibromyomas. Internat. J. Gynecol. Pathol. 4: 89 96.

Vikhlyaeva EM, Khodzhaeva ZS, Fantschenko ND. (1995). Familial

predisposition to uterine leiomyomas. Int. J. Gynaecol. Obstet. 51: 127-131.



Viville B, Charnock-Jones DS, Sharkey AM, Wetzka B, Smith SK . (1997).
Distribution of the A and B forms of the progesterone receptor messenger
ribonucleic acid and protein in uterine leiom yomata and adjacent myometrium.

Hum. Reprod. 12: 81522,

Vollenhoven BJ, Pearce P, Herington AC, Healy DL. (1994). Steroid receptor
binding and messenger RNA expresson in fibroids from untreated and
gonadotrophin-releasing hormone agonist pretreated women. Clin. Endocrinol.

(Oxf). 40: 537-544.

WeihuaZ, Saji S, Makinen S, Cheng G, Jensen EV, Warner M, Gustafsson JA.
(2000). Estrogen receptor (ER) beta, a modulator of ER alphain the uterus.

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97: 5936-5941.

Wu X, Blanck,A, Olovsson M, Henriksen R, Lindblom B. (2002).
Expression of Bct2, Bel-x, Mcl-1, Bax and Bak in human uterine leilomyomas
and myometrium during the menstrual cycle and after menopause. J. Steroid

Biochem. Molec. Biol. 80: 77-83.

Wu JJ, Geimonen E. Andersen J (2000). Increased expression of estrogen
receptor ? in human uterine smooth muscle at term. Eur. J. Endocrinol. 142: 92-

9.



Zwijsen RM, Wientjens E, Klompmaker R, van der Sman J, Bernards R,

Michalides RJ. (1997). CDK-independent activation of estrogen receptor by

cyclin D1. Cell  88: 405-415.



Tudomanyos munkék jegyzéke

Dolgozatok:

Kovécs KA, Figler M, Nemes J, Mozsik Gy
Effects of TRH on gastric acid secretion: A model for human study.
JPhysiol. (Paris) 91: 265-269 1997 IF: 1.339

Kornyel 1, Vértes Zs, Oszter A, KovacsK, Rao CV, VértesM

Opioid peptides inhibit the action of estradiol on human myometrial cells in

culture.
Mol. Hum. Reprod. 5: 565-572 1999 IF: 3.643

Krommer K , Gocze PM, Garamvolgyi Z, Kovacs K, Szabd |

Rosszindulatu granul osasejt daganatos betegek és gyogyulési eredményeik a
Pécsi Noi Klinikan.

Orvosi Hetilap 140: 1583-1586 1999

Gocze P, Krommer K, Csermely T, Czirdky K, Garamvdlgyi Z, KovacsK,
Szaho |

Az ovulaci6 indukci6s kezel és ésa petefészek rosszindul atil daganatos
megbetegedése.

Orvosi Hetilap 141: 71-75 2000

Oszter A, Torocsik B, Vértes Zs, Kornyei JL, Kovacs KA, VértesM
Regulation of activator protein-1-DNA binding activity by opioid peptidesin
estrogen sensitive cells of rat hypothalamus and uterus.

Eur.J.Pharmacol. 395: 103-106 2000 IF: 2.236

Vértes Zs, Sandor A, Kovécs KA, Oszter A, Kornyei JL, Kovécs S, Vértes M
Epidermal growth factor influenced by opioid peptides in immature rat uterus.
J. Endocrinal. Invest. 23: 502- 508 2000 IF: 1.398

67



Oszter A, Vértes Zs, Torocsik B, Kornyei JL, Kovacs KA, Vértes M
Antoestrogenic effect of opioid peptides in rat uterus.
J. Steroid Biochem. Mal. Biol. 74: 2532 2000 IF: 2.245

Kornye JL, Oszter A, Kovacs KA ,Vértes Zs, Komlosi KM, Gocze MP,V értes M
Anti-mitogenic action of opioid peptides on epidermal growth factor -stumul ated
uterine cells.

Eur. J. Pharmacol. 414: 159-164 2001 IF: 2.236

Kovacs KA, Oszter A, Gocze P, Koérnyei JL, Szabd |

Comparative analysis of cyclin D1 and oestrogen receptors (a pha and beta)
levels in human lelomyoma and adjacent myometrium.

Mol. Hum. Repr 7:1085-1091 2001 IF: 3.643

Kovacs KA, Oszter A, Kornyei JL, Szabo |, Simegi B

Differential expression of Bcl-2 and Bax proteins in human leilomyoma and
myometrium.

Submitted 2002

Folydiratban megjelent idézheto abstractok

Kornyel JL, Vértes Zs, Oszter A, Kovacs KA, Vértes M

Progesterone receptor is involved in the inhibitory action of endogenous opioid
peptides on epidermal growth factor stimulated proliferation of cultured rat
uterine cells. 32" Annual Meeting of the Society for the Study of Reproduction,
1999 Aug, Pullman, Washington, USA

Biol. Reprod. 60: Suppl. 1. p. 202 1999 IF: 3.414

Kornyei JL, KovacsKA, Oszter A, Vértes Zs, Komlos KM, VértesM

Altered regulation of cell proliferation by opioid peptides in human uterine
leomyoma cells. Joint Meeting of the British and Hungarian Physiological
Society, 2000, Budapest, Hungary

J. Physiol. 526: p:20-21 2000 | F:4.455



Eloadéasok:

Kovécs KA, Figler M, Nemes J, Mozsik Gy

Effects of TRH on gastric acid secretion: A model for human study.

lInd Internat. Congress of the Worldwide Hungarian Medical Academy
(WHMA), Budapest 1994.

Kovacs K, Gocze P, Schunk E, Bay Cs
Oesrogen koétohelyek vatozasa human uterusban az élet folyamén

Fiatal Sziilész-Nogyogyasz Orvosok V. Tudoményos Ulése, Gyor 1997

Kovacs KA, Kérnyei J, Oszter A, Szabo 1.

Az opioid peptidek gétoljak az oestradiol indukdlt sejtproliferaciot human
myometrium sejtvonal akban.

Magyar Noorvos Téarsasag XX V1. Nagygyulése, Pécs 1998

Gocze P, Vereckel G, Drozgyik I, Bay Cs, Kovacs KA, Zambd K, Hegedus K,
Szaho |

A perzisztal 6 gesztaci s tophoblaszt tumorok rédioizotopos képi dbrézol ésa,
MA-CO és Szelektiv intraarteridlis cytosztatikus kezel ése.

Magyar Noorvos Téarsasag XX V1. Nagygyulése, Pécs 1998

Kornye JL, Vértes Zs, Oszter A, Kovacs KA, Rao CV, Vértes M.

Inhibition of estradiol-induced cell proliferation by opioid peptides in human
myometria cell lines.

IV. European Congress of Endocrinology, Sevilla, Abstr. P2263 1998

Oszter A, Torocsik B, Kovacs KA, Koérnyel JL, VértesZs, VértesM

Opioid peptidek antioestrogén hatasa patkany uterusban.

Magyar Elettani Téarsasag LXIV. Véndorgyulése, Budapest Eloadéskivonatok és
poszterdsszefoglal 0k 113.0. 1999

69



Kornyei JL, Vértes Zs, Oszter A, Kovacs KA, VértesM

Az endogén opioid peptidek a progeszteron receptor bevonédsaval gétoljdk az
epidermalis novekedés faktor atal kivatott sejtszaporodast patkény uterus
sejtkultarakben.

Magyar Elettani Tarsasag LXIV. Vandorgyulése Budapest, Eloadéaskivonatok és
poszterdsszefoglal ok 81.0. 1999

Kovacs KA, Kornyei JL, Oszter A, Vértes Zs, Kovacs S, Vértes M

Hormond factors in the regulation of myoma growth.

6™ International Congress on Hormones and Cancer, Jerusalem, Israel, Abstract
book p.108. 1999

KovacsKA, Oszter A, Gocze P, Vértes M

Oestradiol receptorok (alpha és béta) human myometriumban és myoméban a
menstruéciés ciklus aatt és menopausaban.

Magyar Noorvos Téarsasag Dédunantuli Szekcigjanak Konferencigja, Siofok 2000

Kornye JL, KovacsKA, Oszter A, Vértes Zs, Vértes M

Altered regulation of cell proliferation by opioid peptides in human uterine
leilomyoma cdlls.

J. Physiol.(Lond) 526: P19-20 2000

KovacsKA, Oszter A, Vértes Zs, Gocze P, Kérnye JL, VértesM

Cyclin D1 and estradiol-receptors (alpha and beta) in human myometrium and
leilomyoma.

11" International Congress of Endocrinology, Sydney, Australia, Abstract book
P91 2000

VértesZs, Oszter A, Kovacs KA, Kornyei JL, Kovacs S, Vétes M

Involvement of EGF and EGF-R in the inhibitory action of opioid peptides on rat
uterine DNA synthesis.

11" International Congress of Endocrinology, Sydney, Australia, Abstract book
P92 2000

70



Kovacs KA, Oszter A, Gocze PM, Kérnyei JL, Kovacs S, Szabo |

Sex steroid receptors, regulation of cell cycle and apoptosis in human leiomyoma
and myometrium.

5 European Congress of Endocrinology, Turin, Olaszorszag, Abstract book P649
2001

Kornyei JL, Oszter A,Vértes Zs, Kovacs KA, Komlési KM, Gocze PM,Vértes M
Developmenta changes of the inhibition of cell proliferation by opioid peptides
in cultured rat uterine cells.

5" European Congress of Endocrinology, Turin, Olaszorszég, Abstract book P641
2001

Kovéacs KA, Krommer K

Elorehaladott petefészekrakos beteg eredményes kezel ése.

Magyar Onkologus Térsasag Nogyogyaszati Szekcidja Tovabbképzo Ulése,
Budapest 2001

71



10. K 8szbnetnyilvanitas

Ez alkalomma is szeretnék koszonetet mondani azoknak, akik —munkamat
tamogattak és lehetové tették PhD értekezésem elkészitését.

Koszonettel  tartozom Prof. Dr. Simegi Baazsnak, Program és
témavezetomnek, aki befogadott klinikusként, bizott bennem, és segitett
disszertéciom elkészitésében.

K oszonettel tartozom Prof. Dr. Szabo Istvannak, a Szllészeti és Nogyogyaszati
Klinika igazgat6janak, aki tamogatott PhD munkamban, |ehetové tette szamomra
kulfoldi és belfoldi kongresszusokon vald részvételemet, amelyek jelentosen
el osegitették szakma fejlodésemet.

Koszonettel tartozom az Elettani Intézet |zotop laboratériuméban dolgozo
munkatarsaknak, elsosorban Dr. Vértes Zsuzsannanak, Dr. Kornyei Jozsefnek és
Dr. Oszter Angélanak, akik tanacsaikkal, modszertani ismereteikkel
potolhatatlan segitséget nyUjtottak.

V égezetill szeretném megkszonni feleségemnek és szilleimnek a segitségiket.

72



73



