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Bevezetés 

 

Az ösztradiol (E2) többféle módon is befolyásolhatja a sejtek életfolyamatait. 

Legrégebben ismert hatásmechanizmusa a „klasszikus” ösztrogénhatás. Ennek során az 

aktivált ösztrogén receptor (ER) bizonyos gének transzkripcióját serkenti oly módon, 

hogy a DNS-hez, és/vagy más transzkripciós faktorokhoz kötődik. Ezen un. genomikus 

hatásokon kívül vannak olyan, nemgenomikus E2 indukálta sejtélettani folyamatok is, 

amelyek túl gyorsan zajlanak le ahhoz, hogy génexpressziós változásokkal magyarázni 

lehetne őket, vagy transzkripciót gátló anyagok jelenlétében is lezajlanak. Ilyen hatások 

például a sejtek kálcium felvételének serkentése, a MAP kináz vagy a foszfatidilinozitol-

3 kináz (PI3K)-Akt útvonalaknak az aktiválódása. A PI3K-Akt útvonalnak központi 

szerepe van a sejtciklus, az apoptózis és a sejtek anyagcseréjének szabályozásában. Ezen 

útvonal során a PI3K aktiválódása az Akt foszforilációjához vezet, ami azután számos 

egyéb fehérjét foszforilálva aktiválja az antiapoptotikus, és gátolja a proapoptotikus 

folyamatokat, illetve serkenti a sejtosztódást, de az inzulin hatásban is fontos szerepe van. 

Az, hogy az E2-ER komplex milyen módon aktiválja a PI3K-t, még nem teljesen 

tisztázott. Bár kimutatták, hogy az ER közvetlenül hozzá tud kapcsolódni a PI3K 

katalitikus alegységéhez, aminek hatására az aktiválódik, még nem bizonyított, hogy ez a 

mechanizmus szerepet játszik a PI3K aktiválásában uteruszban in vivo. Az Akt fontos 

szubsztrátját képezik a FOXO proteinek, amelyek a transzkripciós faktorok FOX 

családjába tartoznak. Mint transzkripciós faktorok, hatásaikat a sejtek transzkripciós 

mintázatának módosításán keresztül fejtik ki. Többek között olyan fehérjék szintézisét is 

serkentik, amelyek leállítják a sejtciklust, vagy proapoptotikus hatásúak. A FOXO 

fehérjék sokrétű poszttranszlációs szabályozás alatt állnak. Sejtkultúrás kísérletek szerint 

az Akt a FOXO proteineket foszforilálva gátolja azok transzkripcós aktivitását, ami 

hozzájárul az Akt antiapoptotikus hatásához. 

 Az utóbbi években a PI3K/Akt jelátviteli út sok kutatás tárgyát képezte. Ezen 

vizsgálatok elsősorban különböző tulajdonságokkal rendelkező sejtkultúrákon történtek, 

és a főbb jelátviteli utak megismerését eredményezték. Azonban jól ismert tény, hogy a 

multicelluláris szervekben kialakuló hatások, szabályozási mechanizmusok jóval 

összetettebbek. Különböző sejttípusok, és a közöttük kialakuló multifaktoriális 
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kölcsönhatások vesznek részt az adott szerv homeosztázisának fenntartásában, vagy 

különböző patológiás elváltozások kialakulásában. A jelenleg rendelkezésünkre álló 

technikai, módszertani lehetőségek inkább a sejtkultúrás vizsgálatoknak kedveznek, noha 

egyre sürgetőbb igény jelentkezik olyan molekulák megismerésére, gyógyszerek 

kifejlesztésére, amelyekkel lehetőség nyílik a sejtélettani folyamatok élő szervezetben 

történő módosítására. 

Az E2 egyik legfontosabb hatása a sejtproliferáció serkentése. A nettó sejtképződés 

intenzitását a survival (proliferatív és antiapoptotikus) hatások és a proapoptotikus 

hatások egymáshoz viszonyított aránya szabja meg. Irodalmi adatok, és a 

laboratóriumunkban végzett korábbi vizsgálatok arra mutatnak, hogy a PI3K-Akt 

jelátviteli út meghatározó szerepet játszik az E2 hatásának mechanizmusában, az 

uteruszban folyó sejtképződés szabályozásában, különböző, és a reproduktív szerveket 

érintő patológiás elváltozásokban. Jelen munkánkban az E2-PI3K-Akt-FOXO1 jelátviteli 

út jellegzetességeit vizsgáltuk in vivo patkány uteruszban, valamint ex vivo human 

uteruszból származó szövetmintákban a menstruációs ciklus és menopausa során.  

 

Célkitűzések 

 

Vizsgálataink során az alábbi kérdésekre kerestük a választ: 

  

Expresszálódik- és foszforilálódik-e az Akt patkány uteruszban. Amennyiben igen, akkor 

az expresszió illetve a foszforiláció mértéke változik-e akut E2 kezelés hatására?  

  

Hogyan alakul az egyedfejlődés folyamán az Akt expressziója, foszforilációja és E2 

érzékenysége? 

  

Patkány uteruszban az E2-nak az Akt foszforilációra gyakorolt hatását az ösztrogén 

receptor α mediálja-e, vagy esetleg egy más szerkezetű, nemklasszikus ösztrogén 

receptor?  

  

Az Akt az uteruszban PI3K függő, vagy pedig egy alternatív úton aktiválódik?  
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Expresszálódik-e patkány uteruszban a FOXO1, foszforilálódik-e a két Akt érzékeny 

helyen (Thr24 és Ser256), és hogyan hat ezen csoportok foszforilációjára az akut E2 

kezelés, illetve a PI3K Wortmanninnal történő gátlása?  

  

Milyen hatással van az E2 kezelés és a PI3K gátlása a Ciklin D1 és a Fas-ligand mRNS 

szintjére? 

 

Milyen jellegzetességei vannak az Akt expressziónak és aktivációnak humán uterusz 

szövetben a menstruációs ciklus alatt  és menopauzában? 

 

Módszerek 

 

Állatok 

 

Kísérleteinkhez fejlődésben lévő és felnőtt nőstény Wistar patkányokat használtunk. A 

patkányokat standard körülmények között tartottuk. A felnőtt állatokat öt nappal a 

kísérletek előtt enyhe éter narkózis alatt ovariektomizáltuk. A kísérleteket a PTE 

állatetikai bizottságának engedélyével végetük. 

 

Kezelések 

 

Az antiösztrogén ICI 182,780-at (2 mg/ml, 96% etanolban) intraperitoneális 

injekcióval juttattuk az állatokba (0.1 mg/100 g tt.). A Wortmannint DMSO-ban oldottuk 

fel (1 mg/ml), ebből az oldatból (vagy tiszta DMSO-ból) adtunk 5 µl-t közvetlenül a 

narkózisban lévő állatok uteruszának jobb szarvába. Az ösztradiolt (E2) 25%-os 

etanolban oldottuk fel, és intraperitoneális injekcióval adtuk be az állatoknak. Ahol nem 

jeleztük külön, ott az alkalmazott E2 mennyisége 10 µg/100 g tt. volt. A kísérletek végén 

az állatokat dekapitáltuk, az uteruszukat eltávolítottuk, tömegüket lemértük, majd a két 

szarvat külön-külön lefagysztottuk, és felhasználásig −80 °C-on tároltuk.  
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Human uterusz 

 

Ezeket a vizsgálatokat a PTE ÁOK Szülészeti és Nőgyógyászati Klinika 

munkatársaival kollaborációban végeztük. A vizsgálatokat a PTE ÁOK Human Etikai 

Bizottsága engedélyezte.  

Vizsgálatainkat hysterectómiás műtétekből származó humán uterusz szöveteken 

végeztük. A betegek (38-55 évesek) a műtét előtt legalább 3 hónapig hormonkezelésben 

nem részesültek. A ciklus stádium beosztásokat ill. a menopausa meglétét az 

endometrium szövettani vizsgálatával, illetőleg a műtét reggelén levett vérből történő 

FSH, ösztrogén és progeszteron szintek meghatározásával állapították meg.   

Közvetlenül a műtét után a myomát az uteruszból disszekálták. Kontrollként 

ugyanazon uteruszból származó ép myometrium szövetet alkalmaztunk.  

A mintákat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és -80oC-on szállítottuk és tároltuk 

felhasználásig. 

 

Western blot 

 

A fagyasztott mintákat 4°C-on elhomogenizáltuk, poliakrilamid gélen 

elektroforetizáltuk, majd a szétfuttatott fehérjéket nitrocellulóz membránra blottoltuk át. 

A membránokat a megfelelő elsődleges, majd a másodlagos  antitestekkel kezeltük. 

Másodlagos antitestként nyúl ellenes, peroxidázzal konjugált antitestet használtunk. Az 

antigén-antitest kötődést peroxidáz reakcióval tettük láthatóvá.  

 

Szubcelluláris frakciók  elválasztása 

 

Enyhén hipotoniás pufferben részlegesen elhomogenizáltuk a szövetet, pottereztük, 

majd alacsony fordulaton (750g) lecentrifugáltuk. A felülúszót új csőben nagy fordulattal 

(10 000g) újra centrifugáltuk, majd a felülúszóból (citoplazmában gazdag 

homogenizátum) triklór-ecetsavval kicsaptuk a fehérjéket. Az első centrifugálás 

csapadékát egyszer mostuk enyhe detergens jelenlétében, majd újra centrifugáltuk. Az 

üledéket (nukleuszban gazdag homogenizátum) felvettük izoláló pufferbe, majd ezt is 
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triklór-ecetsavval kezeltük. A triklór-ecetsavval kicsapott fehérjéket acetonnal háromszor 

mostuk, majd száradás után felvettük az elektroforézishez használt izoláló pufferbe.  

 

Kvantitatív RT PCR 

 
Az mintákból TRIzol reagenssel total RNS-t izoláltunk, ezzel reverz transzkripciót 

végeztünk. A kész cDNS tisztaságát hagyományos PCR segítségével ellenőriztük. A 

kvantitatív PCR-hoz SyBr Green Supermixet használtunk a termék leírásának 

megfelelően. A program a következő lépésekből állt: 3 min 95oC-on, majd 45 

amplifikációs ciklus (10 sec 92 °C-on, 10 sec 55 °C-on, plate read, 12 sec 72 °C-on), 

végül 1 min 72 °C-on. Befejezés után melting curve analízist végeztünk. A kapott 

eredményeket a ∆∆CT Livak módszerrel értékeltük. A felhasznált primerek szekvenciáját 

az I. táblázat mutatja. 
 

I. táblázat 

 
Alkalmazás 

 
Primer név 

 
Szekvencia 

A primer tervezéshez használt 
cDNS azonosító száma az NCBI 
adatbázisban 

Beta aktin  
forward primer 

5' AGCCATGTACGTAGCCATCC 3'  
Hagyományos 
 PCR-hoz Beta aktin  

reverse primer 
5' AAGGGTGTAAAACGCAGCTC 3' 

Beta aktin 
forward primer 

5' AGCCATGTACGTAGCCATCC 3' 

Beta aktin 
reverse primer 

5’AGCGCGTAACCCTCATAGAT 3’ 

 
 
 

NM_031144 

Ciklin D1 
forward primer 

5’TAGGGCTGGTAGCATGAGGT 3’ 

Ciklin D1 
reverse primer 

5’ CACGGTCCCTACTTCCAAAC 3’ 

 
NM_171992 

Fas ligand 
forward primer 

5’ TCTGGTTGGAATGGGGTTAG 3’ 

 
 
 
 
 
QT PCR-hoz 

Fas ligand 
reverse primer 

5’ TTGGTTTCAGAGGGTGTGC 3’ 

 
NM_012908 

 

 

Statisztika 

 

A Western blottok denzitometriás mérését Image Tool (Roswell, GA, USA) 

programmal végeztük. Az állatkísérletek eredményeit Student t-teszttel, a humán minták 

adatait ANOVA teszttel, majd Student-Newman-Keul-féle multiple range teszttel 

analizáltuk.  

 



 6

Eredmények 

 

 Az Akt fejlődő és felnőtt állatok uteruszában is expresszálódik, és életkorfüggő 

érzékenységgel foszforilálódik  

 

 Eredményeink szerint az Akt protein minden vizsgált életkorban (7, 14, 21, 28 és 35 

napos) azonos mértékben expresszálódik, a foszforilációja azonban az életkor 

előrehaladtával fokozódik.  

Az E2 érzékenységet vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy 11 napos korban az Akt 

foszforilációt az E2 kezelés még nem befolyásolta, viszont a 28 és a 60 napos 

(ovariektomizált) állatok uteruszában fokozta azt.  

 
Az Akt expresszálódik és E2 érzékeny módon foszforilálódik patkány uteruszban 
 

Felnőtt, ovariektomizált patkányokat kezeltünk különböző dózisú (1, 10 vagy 100 µg 

/100 g tt.) E2 injekcióval. Az Akt minden vizsgált állatban expresszálódott, és szintjét az 

E2 kezelés nem befolyásolta. A pSer473-Akt szintje szignifikánsan fokozódott két órával 

az E2 injekciót követően.  

Az ösztradiol (E2) Akt aktiváló hatását nem fokozta a nagyobb dózis, viszont kisebb 

dózist alkalmazva kicsit megnőtt az injekció beadásától az Akt foszforiláció fokozódásáig 

eltelt idõ.  

 

Az Akt ICI 182,780 és Wortmannin érzékeny úton foszforilálódik az uteruszban 

 

Felnőtt patkányokat kezeltünk ICI 182,780-nal, ami szelektív gátlószere az ösztrogén 

receproroknak. Az ICI 182,780-nal előkezelt állatok uteruszában az E2 nem fokozta az 

Akt foszforilációját. Az ICI 182,780 kezelés önmagában hatástalan volt. 

Az uterusz lumenébe beadott Wortmannin (5 µg/állat) szignifikáns mértékben 

csökkentette az Akt foszforilációt, ami azt mutatja, hogy ovariektomizált patkányok 

uteruszában az Akt PI3K függő úton foszforilálódik. A Wortmannin oldószereként 

használt DMSO nem befolyásolta az Akt foszforiláció mértékét.  
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A FOXO1 expresszálódik, és E2 hatására PI3K függő úton foszforilálódik patkány 

uteruszban  

 

 Az Akt a FOXO1-et in vivo két helyen, a Thr24 és Ser256 oldalláncon foszforilálja. 

Western blottal vizsgáltuk a FOXO1 foszforiláció változásait PI3K gátlás és két órás E2 

kezelés hatására. 

A pSer256-FOXO1 szintje alacsony volt a vehiculummal kezelt állatokban. Kettő és hat 

órával az E2 injekció után szignifikáns emelkedést mutatott majd 12 órával az E2 injekció 

után a kontroll értékre csökkent. A FOXO1 24-es treonil csoportjának foszforilációja nem 

emelkedett két órás E2 kezelés hatására, viszont 12 és 24 órával az E2 kezelés után 

fokozódott. Wortmannin kezelés szinte teljesen legátolta a 24-es treonil foszforilációját, 

míg a 256-os szeril csoportét csak mintegy 50%-ban.  

 

A FOXO1 két foszforilált formájának intracelluláris eloszlása különbözik egymástól 

 

 A következőkben intraperitoneális E2 és/vagy intrauterin Wortmannin kezelésen átesett 

állatok uteruszából izoláltunk sejtmagban gazdag és citoplazmában gazdag frakciókat. A 

csak E2-lal kezelt uteruszban a sejtmag frakcióban erős jelet kaptunk a pSer256-FOXO1 

ellenes antitesttel. Az E2-lal és Wortnmanninnal is, valamint a csak Wortmanninnal kezelt 

uteruszokban csak gyenge jelet kaptunk. A DMSO (a Wortmannin oldószere) nem 

befolyásolta  a jel erősségét. A citoplazma frakcióban valamennyi alkalmazott kezelés 

hatására nagyon alacsony pSer256-FOXO1 szintet detektáltunk. A pThr24-FOXO1 csak a 

citoplazmában gazdag frakcióban volt jelet. 

 

A Ciklin D1 expressziója változik E2 és a Wortmannin kezelés hatására 

 

A Ciklin D1 fontos szerepet játszik a sejtciklus szabályozásában, a G1-S fázisok közti  

átmenetet serkenti, és E2 hatására fokozódik a transzkripciója. Ösztradiollal és 

Wortmanninnal kezeltünk ovariektomizált patkányokat, majd az uteruszokból RNS-t 

izoláltunk, és kvantitatív RT PCR-ral megnéztük, hogy hogyan alakult a Ciklin D1 és a 

Fas ligand mRNS-ének szintje. Ösztradiol kezelés után hat órával mintegy 80%-kal 
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megemelkedett a Ciklin D1 mRNS-ének mennyisége, majd 12 órával az E2 injekció után 

visszatért a kontroll értékre. Az E2 Ciklin D1 expressziót fokozó hatását Wortmannin 

teljesen legátolta, sőt, a Ciklin D1 mRNS szintje mind a Wortmannin, mind pedig az 

E2+Wortmannin  kezelt állatokban a kontroll érték alá csökkent.  

 

Az E2 és a Wortmannin kezelés befolyásolja a Fas ligand expressziójának mértékét 

 

 A Ciklin D1 vizsgálatánál használt mintákban meghatároztuk a Fas ligand mRNS 

szintjét is. A Fas ligand expresszióját Wortmannin jelentősen lecsökkentette hat órával az 

E2 kezelés után. Az E2 és az E2+Wortmannin kezelt álatokban enyhe csökenést 

figyeltünk meg. Tizenkét órával a kezelés után az E2 Fas ligand expressziót gátló hatása 

erősebb lett,  míg a Wortmanninnal kezelt uteruszok Fas ligand mRNS szintje 

megegyezett a hat órás értékkel. A Fas ligand expresszió legerősebb gátlását az E2-lal és 

Wortmanninnal is kezelt uteruszokban tapasztaltuk.   

 

A PI3K-Akt útvonalnak szerepe van az E2 kiváltotta vízimbibícióban  

 

Az uterusz egyik jellemző válasza az E2 kezelésre a vízimbibíció, ami már röviddel az 

E2 beadása után megfigyelhető. Ehhez a kísérlethez fiatal, 21 napos patkányoknak adtunk 

intraperitoneális Wortmannin (1,4 µg/g tt.), majd egy órával később E2 (10 µg /100 g tt.) 

injekciót. Az E2 magában adva az uterusz súlyának növekedését okozta. Ezt a 

súlynövekedést a Wortmannin kivédte. 

 

Az Akt eltérő mértékben expresszálódik és aktiválódik human uterusz myomában, 

mint a kontrollként használt ép myometriumban 

 

Vizsgálatainkban elemeztük, hogyan alakul a myomában és ugyanazon uteruszból 

származó, nem daganatos un. „normál” myometriumban az Akt expressziója és 

foszforilációja.  

 Az Akt erősebben expresszálódott a myomákból származó mintákban, mint a 

szomszédos myometriumokban. A ciklus során nem tapasztaltunk változást a fehérje 
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mennyiségében, viszont a menopausa kezdeti szakaszában az Akt expressziója 

szignifikánsan csökkent.  

 A pSer473-Akt szintje alacsony volt valamennyi vizsgált myometrium szövetben. 

Ugyanez mondható el a menopauzás uteruszból származó myomákról is, azonban a 

ciklus proliferációs és szekréciós fázisában a myomákban fokozott Akt foszforilációt 

tapasztaltunk. 

  

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

myomáman a menstruációs ciklus alatt és menopauzában   

 

 A Bcl-2 erőteljesen expresszálódott a myomákban a menstruációs ciklus alatt, szintje a 

szekréciós fázisban szignifikánsan magasabb, mint a proliferációsban. A 

myometriumokban valamint a menopauzás mintákban csak gyengén volt detektálható.  

A Bax fehérje szintje menopauzás myomákban volt a legmagasabb, a többi mintában 

lényegesen gyengébben expresszálódott. 

 

Összefoglalás  

   Vizsgálataink elsődleges célja az E2 indukálta korai válaszreakciók egyikének, a PI3K-

Akt jelátviteli út jellegzetességeinek elemzése in vivo körülmények között. Munkánk 

során kidolgoztunk egy olyan kísérletes modellt, amivel patkány uteruszban vizsgálhattuk 

a PI3K szerepét.  

   Megállapítottuk, hogy az Akt minden vizsgált életkorban (7, 14, 21, 28, 35 napos és 

felnőtt állatokban is) expresszálódik és foszforilálódik. Ösztradiol kezelés hatására az Akt 

foszforiláció fokozódik ivaréretlen (28 napos) és felnőtt patkányok uteruszában. Az E2 

indukálta Akt foszforiláló gátolható mind az ER antagonista ICI 182,780-nal, mind pedig 

a PI3K gátló Wortmanninnal, tehát ER és PI3K függő úton zajlik. 

   A FOXO1 transzkripciós faktor expresszálódik ivarérett patkányok uteruszában. Ezen 

fehérje Ser256 és Thr24-csoportjainak foszforilációja eltérően válaszol E2 kezelésre és a 

PI3K Wortmanninnal történő gátlására. A Ser256-csoport foszforilációja korábban 

fokozódik, mint a Thr24-é. Ugyanakkor az utóbbi érzékenyebb a PI3K gátlására, 
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Wortmannin kezelés hatékonyabban csökkenti a pThr24-FOXO1, mint a pSer256-FOXO1 

szintjét. 

   A FOXO1 Ser256-on foszforilált formája elsősorban a magban detektálható mind a 

kontroll, mind pedig az E2 kezelt állatok uteruszában. Ezzel szemben a Thr24-en 

foszforilált forma a citoplazmában helyezkedik el.  

   Az Akt és a FOXO1 bizonyos mértékig foszforilálódik kontroll állatokban is, így az 

E2-on kívül más faktorok is fontos szerepet játszhatnak a regulációjukban. 

   A Ciklin D1 expresszió E2 kezelés hatására Wortmannin érzékeny módon fokozódik, 

tehát az E2 ezen hatásában szerepe van egy PI3K-függő útvonalnak. A Ciklin D1 

expresszió fokozódása feltehetőleg fontos szerepet játszik az E2 sejtproliferációt serkentő 

hatásában. A Fas ligand expresszióját az E2 kezelés és a PI3K gátlása is csökkenti.  

   A human myometrium és myoma szövetminták vizsgálata során azt találtuk, hogy a 

vizsgált survival faktorok (Akt, pSer473-Akt és Bcl-2) szintje magasabb a myomában, 

mint a környező myometriumban, és a menopausa után lecsökken. A proapoptotikus 

hatású Bax fehérje szintje a myomában a menopausa után megemelkedik. Ezek a 

változások összhangban vannak azzal, hogy menopausa után a myoma regressziója 

figyelhető meg. 

   Eredményeink alapján megállapítottuk, hogy a PI3K-Akt-FOXO1 jelátviteli út 

kimutatható patkány és humán uteruszban egyaránt, és fontos szerepe van az E2 

sejtproliferációra gyakorolt hatásában, illetve bizonyos patológiás eltérések 

kialakulásában.  
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