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Roviditések jegyzéke

AP1: Activator protein-1

BAX: Bcl-2—associated X protein

BIM-1: Bcl2-interacting mediator of cell death-1 = Bcl-2-like protein 11
BSA: Bovine serum albumine

CDI: Ciklin-D1

Cdk: Ciklin-dependens kinaz

CREB: cAMP response element binding protein
DMSO: Dimetil-szulfoxid

DNA-PK: DNS-fiiggd protein kinaz

E2: 17B-0sztradiol

ER: Osztrogén receptor

ERa: Osztrogén receptor alfa

ERB: Osztrogén receptor béta

ERE: Osztrogén-reszponziv elem

aERKO: Osztrogén receptor alfa ‘knock-out’

BERKO: Osztrogén receptor beta ‘knock-out’

ERE: Osztrogén-reszponziv elem

Fasl: Fas-ligand

FOX: Forkhead-box

G6Paz: Gluko6z-6 foszfataz

gadd45: Growth arrest and DNA damage-inducible 45
GPR30: G-protein coupled receptor-30

GSK38: Glikogén szintaz kindz-3 béta

HRP: Horseradish peroxidase

ILK: Integrine linked kinase

LPL: Lipoprotein lipaz

MnSOD: Manganaz-szuperoxid dizmutaz

MAPK: Mitogen activated protein kinase

NGF: Nerve growth factor

eNOS: Endotélialis nitrogen-monoxid szintaz

p130: Retinoblastoma-like protein 2

p27kipl: Kinase interacting protein 1 = cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
PDHK 4: Piruvat dehidrogendz kinaz 4

PDK1: Foszfatidilinozitol 3-foszfat dependens kinaz-1
PH: Pleckstrin homology

PI3K: Foszfatidilinozitol-3 kinaz la

PKB: Protein kinaz B

PLK: Polo-like kinaz

SDS: Nétrium-dodecil-szulfat

SGK: Serum and glucocorticoid induced kinase
SHIP: SH2 Domain-containing Inositol 5'-Phosphatase
SP1: Selective promoter factor 1

C-SIC: Cellular-src

TBS: Tris-Buffered Saline

YAP: Yes-associated protein of 65 kDa



1. Bevezetés

Az Osztradiol (E2) hatasait az Osztrogén receptorokon (ER) keresztiil fejti ki.
Elsoként a human ER c¢DNS-ét izolaltdk (Green S et al., 1986), réviddel a
glukokortikoid receptor (Hollenberg S M et al., 1985) utan. Ezid6tajt izolaltak a
tiroid receptor cDNS-ét is (Weinberger C et al., 1986). Hamarosan vildgossa valt,
hogy ezek (és a tobbi, késobb felfedezett nuklearis receptor) egy uj nagycsaladot
alkotnak, a nuklearis receptorok nagycsaladjat (Weinberger C et al., 1987). A
nukledris receptorok altalanos szerkezete igen konzervalt. N-terminalis végiikon egy
A/B domén talalhato, amit a DNS-k6td domén kovet. A DNS-koté domént a ligand-
koté doménnel egy Osszekdtd szakasz kapcsolja Ossze. Az ER molekuldk C-
terminalis végén egy - nem minden nuklearis receptorban jelenlévo - rovid F-domén
van. Legaldbb két aktivator funkcids szakasz taldlhat6 az ER-okon: az A/B domén
tartalmaz egy vagy két ligandfiiggetlen transzripcios aktivator funkciot (AF I), a
ligand-kot6 domén pedig egy, a ligandfiiggd transzkripcios aktivitasért felelds
funkciot (AF 11, Gronemeyer H et al., 1987).

Az A/B domén a legkevésbé konzervalt a nuklearis receptorok kozott, és ennek a
doménnek a szerkezete a legkevésbé ismert jelenleg. Régebben - viszonylag kevés
adat birtokaban - meglehetdsen rendezetlen szerkezetiinek gondoltdk. Azonban az
utobbi években intenzivebben kezdték kutatni, és kideriilt, hogy - bar nincs egy
olyan egységes szerkezete, mint a ligand-k6té6 doménnek - mégsem rendezetlen
struktraja, hanem rovidebb rendezett szakaszokbol épiil fel (Lavery D N, McEwan
I J, 2005). Ez a domén tartalmazza a molekula foszforilacios helyeinek tilnyomo
tobbségét, €és elsdsorban reguldcids szerepe van, valamint az ER ligandfiiggetlen
aktivaciojaért felelds.

A DNS-k6té domén szekvencidja a legkonzervaltabb a nukledris receptorok
kozott. Két cink-ujjat tartalmaz, amelyek a koziil az elsé (N-terminalisan
elhelyezkedd) a megfeleld DNS szekvencia felismerésében és a DNS kotésben
jatszik szerepet, mig a méasodik a receptor dimerizacidjaban.

Az 6sszekotd szakasz egyrészt lehetdveé teszi a DNS-kot6 €s a ligand-koté domén
egymastol viszonylag fiiggetlen elmozdulasat, szerkezetének valtozasat, masrészt

pedig tartalmaz egy nuklearis lokalizacios szekvencidt. Ezen kiviil az 6sszekotd



szakasz N-terminalis része szerepet jatszik a DNS felismerésben, a C-terminalis
vége pedig a transzkripcids kofaktorok kotésében.

A ligand-k6t6 domén talnyomorészt alfa-hélixekbdl all, és nagymértékben
rendezett szerketetll. Az alfa-hélixek egy hidrofob ligandkotd zsebet képeznek,
amibe beleillik a megfeleld ligand (agonista vagy antagonista). A ligand kotodése
utan egy alfa-hélix (a 12-es) ,,csukodik™ a ligand f6l¢ (Tanenbaum D M et al., 1998).
Agonista esetében ez a szerkezeti valtozas olyan kotShelyet tesz szabaddd, amely
transzkripcids koaktivatorokat kot meg. Ha antagonista kotddik a receptorhoz, akkor
masképp ,,csukodik” ra a 12-es alfa-hélix, a koaktivator kothely rejtve marad, és a
receptor inkdbb antagonistakat kot meg. Az ER kiilonboz6 ligandjainak eltérd
mértékil, és sokszor sejttipustol és szovettdl fliggd agonista és antagonista hatdsuk
van (ezért szelektiv dsztrogén receptor modulatoroknak hivjak dket).

Az E2 tobbféle mddon is befolyasolhatja a sejtek ¢€letfolyamatait. Legrégebben
ismert hatdsmechanizmusa a ,klasszikus” 0sztrogénhatas. Ennek soran az E2 olyan
elemek talalhatok. (Ezek olyan, 13 bazisparnyi palindrom szekvenciak, amelyekhez
nagy affinitassal kotddik az ER.) Roviden, az E2 az ER-hoz kapcsolodik, majd az
ER-E2 komplex a sejtmagba transzlokalddik, ahol dimerizalodik, €s Gsztrogén-
reszponziv elemekhez kotddik. A DNS-hez kotddott, ligand-aktivalt ER dimer
szamos koaktivator, a transzkripcié beinditasat eldsegitd fehérje, pl.: CREB (Smith
CL et al., 1996), AIBI (Anzick SL et al., 1997), CARMI (Lee Y H et al., 2005),
SRC-1 (Onate SA et al., 1995), GRIP1 (Norris J D et al., 1998) segitségével kialakit
egy preiniciaciés komplexet, ami végiill az adott gén transzkripcidjanak a
fokozodéasahoz vezet (Shibata H et al., 1997).

Az ligand-aktivalt ER olyan gének transzkripcidjat is serkentheti, amelyek
legismertebb példa az ER egyiittmiikodése az AP1 vagy az SP1 transzkripcids
faktorokkal. Az SP1 ttvonal esetében egy fél dsztrogén-reszponziv elem talalhato
egy SP1 kotdhely mellett, és egy ER-SP1 dimer alakul ki ezen a hibrid
transzkripcids faktor kotohelyen, ami serkenti a gén transzkripciojat (Salvatori L et
al., 2003). Az AP1 utvonal soran az ER nem kozvetleniil a DNS-hez, hanem az AP1-
hez kapcsolodik, €s azon keresztiil, indirekt médon koétédik a DNS AP1-k6td



helyeihez. Ezen a moédon AP1 kd&tdhellyel rendelkezd promodterek miikddését is
befolyésolhatja az E2 (Gaub, M et al., 1990).

Kuiper és munkacsoportja 1996-ban klonozott egy masik ER-t, az ER betat (ERp,
Kuiper G G et al., 1996). Az ERa és ERP kozott nagyfokt hasonlosag van (a DNS-
koté doménjiikk 97%-os, a ligand-kotd doménjiik 60%-os homologiat mutat), tehat
két ER altipusrdl van szo. Altipusokat mas szteroid receptoroknal is azonositottak,
azonban azok esetében a kiilonb6zd altipusok egyetlen génrdl irddnak &t, és
alternativ promoterhasznalat, vagy alternativ splicing Utjan képzddnek. Ezzel
szemben az ERa és ERP két kiillonbozé gén terméke. Bar a két receptor mind
szerkezetében, mind pedig szekvenciajaban meglehetésen hasonlit egymashoz,
hatdsuk némileg eltérd, amire a legbeszédesebb példat az ER kiiitdtt («tERKO és
BERKO) allatok eltérd fenotipusos jellegzetességei szolgaltatjak (Hewitt S C et al.,
2005). Ezekbdl a kisérletekbdl ugy tinik, hogy az ERa felelés az E2-nak az
emlomirigyek fejlédésére gyakorolt hatasaért, az LH termelésre gyakorolt gatld
hatdsdért, az uterusz normalis fejlodéséért és E2 érzékenységéért, valamint him
allatokban a normalis sperma termelésért. A fenti folyamatok BERKO allatokban
(ahol az ERP hianyzik, de az ERa jelen van) normalis modon, vagy némileg
csokkent hatékonysaggal, de lejatszodnak. Az oERKO allatok teljesen
terméketlenek mindkét nemben, ezzel szemben a BERKO himek termékenysége
normalis, a BERKO ndstények pedig, bar ritkdbban esnek teherbe és az alomszamuk
is kisebb, mint a vad allélt hordozé anyaké, de szaporoddképesek. A szaporodasi
viselkedésformak ugyancsak sériiltek az oERKO-, és normalisak a BERKO
allatokban. Az emlékben és a majban példaul csak az ERa, a gasztrointesztinalis
rendszerben pedig csak az ERP expresszalodik, a legtobb szovetben mindkét altipus
jelen van, bar a két ER altipus expresszidjanak mértéke és egymashoz viszonyitott
aranya sejttipusonként kiilonb6z06, €s az egyedfejlodés soran is valtozhat (Weihua Z
et al., 2000). Felndtt uteruszban az elsédleges ER az ERa, ¢és itt az ERf inkabb az
ERa negativ regulatoraként miikodik (Weihua Z et al., 2000). Azonban a két ER
altipus szoveti eloszlasa nem magyardzza az o és PERKO allatok kozott
tapasztalhat6 kiilonbségeket. E kiilonbségek alapjat inkabb a két ER altipus altal
kivaltott hatasok kozott kell keresniink.



Az ER-ok képezhetnek homo- és heterodimereket is. A kiilonb6z6 dimerek
vizsgalata lehetdséget nyujt a két ER altipus transzkripcids hatdsainak vizsgalatara.
Mivel az ERa és az ERP DNS-k6té doménje 97%-o0s egyezést mutat, ugyanazt a
DNS szekvenciat ismerik fel. Azonban az A/B doménjiik kozotti kiillonbség elég
nagy ahhoz, hogy az eltéré transzkripcids hatdsokra magyarazatul szolgaljon.
Kimutattdk, hogy az ERB A/B doménjében talalhaté AFI aktivitasa igen gyenge, €s
ez a domén tartalmaz egy transzkripcids represszor funkciot, aminek segitségével
gatolni képes az ERa transzkripcids aktivitasat (Hall J M, McDonnell D P, 1999).
Az ERP nem csak heterodimer formaban gatolhatja az ERa aktivitasat. Egyes AP1
kot helyeken, amiket az ERa aktival, represszorként mitkodik (Paech K et al.,
1997). Fontos felismerés volt, hogy az ERa-ERP heterodimer transzkripcidésan akkor
is aktiv, ha csak az egyik partner képes ligand kotésre, azonban mindkét AFII
régiora sziikség van, tehat a két partner mintegy egymast kiegészitve, egy
mindségileg Uj egységet alkotva fejti ki a hatasat (Tremblay G B et al., 1999). Ujabb
vizsgalatok megerdsitették, hogy az ER heterodimerek nem egyszeriien a két ER
altipus keverékei, hanem sajat, mindkét homodimertdl eltérdé hatassal vannak a
sejtek transzkripcidjara (Monroe D G et al., 2005; Liu Y et al., 2008).

A fenti, genomikus hatasok kozos jellemzdje, hogy megvaltoztatjak a sejtek
transzkripciés mintazatat azzal, hogy bizonyos gének expresszidjat szelektiven
fokozzak. A fiziologids hatasokért ezen gének termékei a felelések. Vannak azonban
olyan sejtélettani valtozasok, amelyek til gyorsan zajlanak le ahhoz, hogy
génexpresszids valtozasokkal magyarazni lehetne Oket, vagy transzkripcidt gatld
anyagok jelenlétében is lezajlanak. Ilyen gyors valtozasok példaul a Ca®* csatornak
nyilasa (Morley P et al., 1992), a cAMP szint emelkedése (Gu Q, Moss R L, 1996), a
MAPK (Migliaccio A et al., 1996), vagy a PI3K-Akt utvonalak aktivalodasa. Ezekrol
az E2 kivaltotta gyors, nemgenomikus valaszokrdl régota tudtak, azonban nem voltak
ismertek az ezek hatterében meghiz6ddé molekularis folyamatok. Az E2 elséként
felderitett nemgenomikus mechanizmusa a foszfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K)
aktivalddasa volt. Simoncini és munkacsoportja kimutatta, hogy a ligand aktivalt ER
fizikailag hozzakapcsolodik a PI3K katalitikus alegységéhez, és aktivalja azt
(Simoncini T et al., 2000). A PI3K aktivalédasa igen fontos a sejtek ttlélése

szempontjabol, ugyanis serkenti az antiapoptotikus folyamatokat és a sejtosztodast.



A régebbi, genomikus €s nemgenomikus elnevezés helyett helyesebb nuklearisan
kezd6dd ¢és extranukledrisan kezdddd utvonalakrol beszélni, ugyanis az ujabb
kutatisok tlikrében egyre nyilvdnvalobb, hogy a nemgenomikus hatdsok egyrészt
modositjak a genomikus hatdsokat azéltal, hogy bizonyos transzkripcios faktorokat
aktivalnak, masokat inaktivalnak, masrészt pedig mintegy ,,el6készitik a terepet” a
késobbi, genomikus hatasok szamara. Neuroblasztoma sejteken végzett vizsgalatok
szerint ha az E2 kezelés el6tt bionyos idével BSA-val konjugéalt E2-t kapnak a
sejtek, akkor az felgyorsitja az E2 transzkripcids hatasainak kifejlddését (Vasudevan
N et al., 2005). Ugyanakkor a nemgenomikus utvonalak aktivalasa dnmagaban is
eldidéz transzkripcids valtozasokat a sejtben. Erre az egyik legkozvetlenebb példat a
PI3K-Akt-FOXO1 utvonal szolgaltatja (1. &bra). Ezt az utvonalat a ndvekedési
faktorok citoprotektiv hatdsanak vizsgalata kapcsdn fedezték fel. 1995-ben
megfigyelték, hogy a NGF nem képes kifejteni antiapoptotikus hatasat, ha a PI3K
gatolva volt (Yao R, Cooper GM, 1995). A PI3K egy lipid-fehérje kinaz, ami a
sejtmembranban taldlhat6 foszfatidilinozitol 4,5-difoszfatot az inozitol gylirii 3-as
szénatomjan foszforildlva foszfatidilinozitol 3,4,5-trifoszfatot allit eld. (Ennek egy
része lipid foszfatdzok, példaul a SHIP altal foszfatidilinozitol 3,4-difoszfatta
defoszforilalodhat). A keletkezett 3-foszfoinozitidek PH doménnel rendelkezd
fehérjéket kotnek meg, amelyek igy a sejtmembranhoz lokalizdlédnak. A 3-
foszfoinozitidek altal regulalt fehérjéket vizsgalva megallapitottdk, hogy a PI3K
gatlasakor tapasztalhatdo fokozott apoptotikus hajlamért elsdsorban az Akt (PKB)
csokkent aktivitasa felelés (Kulik G et al., 1997). A tovabbi kutatasok feltartak az
Akt aktivacio részleteit. Roviden, a 3-foszfoinozitidek hatasara az Akt és a PDK1,
amelyek mindketten a szerin-treonin kindzok AGC csaladjaba tartoznak, a
membranhoz lokalizalodik. Miutan a PDK1 a 3-foszfoinozitidek révén az Akt
kozelébe keriilt, foszforilalja annak 308-as treonil oldallancat. A 3-foszfoinozitidek
nem csak a két fehérje kolokalizacidjan keresztiil serkentik az Akt foszforilaciojat,

crer

domén altal elfedett - Thr'® csoportot a PDKI sziamara. A 308-as treonil

aminosavmaradék foszforilacidjat kovetSen az Akt Ser”

csoportja is foszforilalodik
(Bellacosa A et al., 1998). Az, hogy a Ser’” foszforilalasat melyik enzim végzi, még

nem teljesen tisztdzott. A  DNA-PK-r61 (Feng J et al, 2004),
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az ILK-r6l (Troussard A A et al., 2003) ¢s a PDK1-rdl is kimutattak, hogy bizonyos
koriilmények kozott képesek ezt a csoportot foszforilalni. A foszforilaciok hatasara
az Akt aktivalodik, és szamos egyéb fehérjét foszforilalva (pl.: Bad, GSK3p, eNOS,
CREB, YAP) aktivalja az antiapoptotikus, és gatolja a proapoptotikus folyamatokat,
illetve serkenti a sejtosztodast.

A fent véazolt PI3K-Akt utvonal miikddését szamos sejtvonalban és tobb
szovetben is bizonyitottak. Ezen kiviil kimutattdk, hogy az inzulinon és novekedési
faktorokon kiviil az E2 is aktivalhatja ezt a jelatviteli utat, és szdmos szdvetben
valoszintileg ez az utvonal medialja (legalabb részben) az E2 antiapoptotikus hatasat
(Honda K et al., 2000). Az, hogy az E2-ER komplex milyen modon aktivalja a
PI3K-t, még nem teljesen tisztazott. Bar kimutattak, hogy az ER kozvetleniil hozza
tud kapcsolodni a PI3K katalitikus alegységéhez, aminek hatisara az aktivalodik
(Simoncini T et al., 2000), még nem bizonyitott, hogy ez a mechanizmus szerepet
jatszik a PI3K aktivalasaban uteruszban in vivo. Még az sem eldontott kérdés, hogy
a klasszikus ER (egy, a sejtmembran kozelében elhelyezkedd szubpopuldcioja)
medidlja-e az E2-nak a PI3K aktivalo hatasat, vagy pedig egy mads szerkezeti,
“nemklasszikus” ER. A kutatdsok nagy része az elsé eshetdséget tamasztja ala. Az
ERa egy splice variansa, aminek az N-termindlis része hianyzik, részben a
sejtmembrannal helyezkedik el (Li L et al., 2003), és hatékonyabban mediélja az E2
nemgenomikus hatdsait, mint a teljes hosszusagt ERa. Azonban nemrégiben
azonositottak egy G-protein kapcsolt receptort, a GPR30-at (Filardo E J et al., 2000),
ami bizonyos kisérleti rendszerekben membran 6sztrogén receptorként miikodik. A
kutatasok jelenlegi alldsa szerint az tlinik a legvalosziniibbnek, hogy az E2 sejt-
illetve szovettipusokként eltérd receptor(ok) segitségével inditja el az extranukleéris
jelatviteli kaszkadokat.

Endothel sejtekben a PI3K-Akt utvonal fontos szabalyozoja a nitrogén-monoxid
szintaznak (Haynes M P et al., 2000). Az Akt fontos szubsztratjat képezik a FOXO
proteinek, amelyek a transzkripcios faktorok FOX csalddjaba tartoznak (Kaestner K
et al., 2000). A FOX csalad valamennyi tagjanak jellegzetes DNS-k6té doménje
(FOX domén) van, amit az alakja utan “szarnyas hélix” doménnek is neveznek. Mint
transzkripcids faktorok, hatdsaikat a sejtek transzkripcids mintazatanak méodositasdn

keresztiil fejtik ki. A p27kipl (Medema R H et al., 2000), a Ciklin-G2 (Martinez-



Gac L et al., 2004) vagy a gadd45 (Tran H et al., 2002) expresszidjanak fokozasaval,
illetve a D tipusu ciklinek expressziojanak gatlasaval (Schmidt M et al., 2002)
leallitjak a sejtciklust, a p130 szintjének emelésével a sejtek Gy fazisba vald
belépését segiti eld (Kops G J, 2002 A), mig a ciklin-B, a PLK ¢és mas fehérjék
koordinalt expresszidjaval biztositjak a mitozis zavartalan lefolyasat (Alvarez B et
al., 2001). Azonban a FOXO fehérjék hatdsa nem csupan a sejtciklus szabalyozéasara
korlatozodik. A kataldz, vagy a MnSOD szintjének emelésével az oxidativ stressz
elleni védekezést segitik (Kops G J et al., 2002 B), mig a Bim-1 és a Fasl fokozott
expresszidjan keresztiil proapoptotikus hatast fejtenek ki (Gilley J et al., 2003). Ezen
kiviil a FOXO transzkripcids faktorok serkentik egyes, az anyagcserében szerepet
jatsz6 enzimek expresszidjat, mint példaul a PDHK 4-ét, a LPL-ét, vagy a G6Pazét
(Schmoll D et al., 2000).

A FOXO fehérjék transzkripcios aktivitasat az expressszidjuk €s lebomlasuk
mértéke, illetve a rajtuk végrehajtott poszttranszlacios moédositasok befolyasoljak.
Expressziojuk sok szdvetben viszonylag allandd, de példaul endometriumban
progeszteron hatdsara fokozodik (Labied S et al.,, 2006). Féléletidejiiket a
foszforilacid és az ezt kovetd nuklearis exkluzid 1ényegesen lerdviditi (Matsuzaki H
et al., 2003). A FOXO proteineken szamos foszforilacios és acetilacids hely van,
amelyek koziil az aktivitds szempontjabdl legfontosabbak az Akt érzékeny

256 1 319 :
, s a Ser’~ aminosav

csoportok, amelyek a FOXO1 esetében a Thr**, a Ser
oldallancok. Bar mindharom csoport egy-egy Akt ¢érzékeny konszenzus
szekvencidban talalhaté, in vivo az Akt nagyobb specificitast mutat a Thr** és a
Ser®® oldallancokra, mint a Ser*"’ csoportra (Brunet et al., 2001).

Az E2 hatasat a PI3K-Akt tutvonalra intenziven kutatjak kiilonb6zo
sejtkultiras modellek segitségével, azonban az in vivo vizsgalatok szama lényegesen
kisebb. Ez tobb dologra vezethetd vissza: igen nehéz elkiiloniteni szovetmintdban az
E2 un. korai és késdi, genomikus hatdsait, mésrészt pedig az ¢élo szervezetben a
hormonok ill. a hormonok 4altal kivaltott valaszreakciok intenziv “crosstalk”-ja
zajlik, és ezen hatdsoknak a szétvalogatasa, elkiilonitése igen nehéz. Az in vivo
vizsgalatok hianya rendkiviil sajnélatos, mert az egyes sejttipusokban megfigyelhetd

jelenségeket, torvényszerliségeket a fentebb emlitett kdlcsonhatdsok miatt nem lehet

az egész szovetre altalanositani, ezért egyediil az in vitro vizsgalatok ereményeibdl
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nem, vagy csak igen nagy fenntartassal kovetkeztethetiink egy-egy szovet (pl.
endometrium) betegségének patomechanizmusara, ill. az adekvat terapids tennivalod
kivélasztasara.

Az orvosi kutatasok egyik legfontosabb modelldllata a Laboratoriumi patkany
(Rattus norvegicus), az E2 hatas egyik legfontosabb célszerve pedig az uterusz. Az
uteruszban a sejtproliferacio, differencialédas és programozott sejthalal folyamata az
ivarérett kor kezdetétdl - patkany esetében az éllat halalaig - ciklusosan ismétlodik,
¢s egyik fontos regulatora az E2. Ezért munkankban patkény uteruszban vizsgaltuk

az E2-nak a PI3K-Akt-FOXO1 utvonalra gyakorolt hatasat.
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2. Célkitiizések

Vizsgélataink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Expresszalodik és foszforilalodik-e az Akt patkany uteruszban. Amennyiben
igen, akkor az expresszi6 illetve a foszforilacié mértéke valtozik-e akut E2 kezelés

hatasara?

2. Hogyan alakul az egyedfejlédés folyaman az Akt expresszidja,

foszforilacidja és E2 érzékenysége?

3. Patkany uteruszban az E2-nak az Akt foszforilaciéra gyakorolt hatasat az

ERo medidlja-e, vagy esetleg egy mas szerkezetli, nemklasszikus Osztrogén

receptor?

4. Az Akt az uteruszban PI3K fliggd, vagy pedig egy alternativ uton
aktivalodik?

5. Expresszalodik-e patkany uteruszban a FOXO1, foszforilalodik-e a két Akt

256

érzékeny helyen (Thr** és Ser™®), és hogyan hat ezen csoportok foszforilaciojara az

akut E2 kezelés, illetve a PI3K Wortmanninnal torténd gatlasa?

6. Milyen hatassal van az E2 kezelés és a PI3K gatlasa a CD1 és a Fasl mRNS

szintjére, és az uterusz vizimbibicidjara?

7.  Milyen jellegzetességei vannak az Akt expresszionak ¢€s aktivacionak human

uterusz szovetben a menstruacios ciklus alatt és menopauzaban?
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3. Modszerek

3.1. Anyagok

A 17-p 0sztradiolt, Wortmannint, DMSO-t, Na-ortovanadatot, SDS-t, BSA-t,
glicint a Sigma-t6l (Sigma, St. Louis, MO, USA), a Tris—CIl-t, EDTA-t,
Merkaptoetanolt, glicerolt, Natrium-kloridot a Reanal-t6l (Reanal, Budapest,
Magyarorszag), az etanolt, metanolt a Spektrum-3D-t6]1 (Spektrum-3D, Budapest,
Magyarorszag), az ICI 182,780-at a Tocris-tol (Tocris Cookson Ltd., Northpoint,
UK) az ECL-t pedig a Pierce-t6l (Pierce, Rockford, IL, USA) vésaroltuk. A sovany
tejport az Insantpack KFT gyartotta (Instantpack KFT, Berettyoujfalu,
Magyarorszag). Az elsddleges antitestek mind nyulban termelt poliklonalis
antitestek, gyartojukat és egyéb fontos tulajdonsagaikat az I. Tablazat tartalmazza. A
tobbi vegyszert a BioRad-t6l (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)

vasaroltuk.

3.2. Allatok

Kisérleteinkhez fejlddésben 1évé és felndtt nostény Wistar patkdnyokat
hasznaltunk. A patkdnyokat standard koriilmények kozott tartottuk. A felndtt
allatokat Ot nappal a kisérletek el6tt enyhe éter narkozis alatt ovariektomizaltuk. A

kisérleteket a PTE allatetikai bizottsaganak engedélyével végeztiik.

3.3. Kezelések

Az antiosztrogén ICI 182,780-at (2 mg/ml, 96% etanolban) intraperitonealis
injekcioval juttattuk az éallatokba (0.1 mg/100 g tt.). A Wortmannint dimetil-
szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel (1 mg/ml), ebbdl az oldatbol (vagy tiszta DMSO-
bol) adtunk 5 pl-t kdzvetleniil a narkdzisban 1évé allatok uteruszanak jobb szarvaba
az alabbi médon: éter narkozis alatt egy vagast ejtettiink az allatok jobb oldalan, az
ovariektomia utdn maradt heg mellett, a vagason keresztiil benytlva csipesszel

megkerestiik az uteruszt, majd az uterusz szarv végét kihuztuk, és egy hegyes végi
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Hamilton fecskenddvel bejuttatuk az anyagot az uterusz lumenébe. A 17-B

Osztradiolt (E2) 25%-o0s etanolban oldottuk fel, és intraperitonealis injekcidval adtuk

be az éllatoknak. Ahol nem jeleztiik kiilon, ott az alkalmazott E2 dézis 10 pg/100 g

tt. volt. Olddészerként 25%-0s etanolt hasznéltunk. A kisérletek végén az allatokat

dekapitaltuk, az uteruszukat eltavolitottuk, tomegiiket lemértiik, majd a két szarvat

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

gyartd Katalogus A fel ismer t epitop* Mely fajokra
szam specifikus
anti-Akt Sigma, St. Louis, MO, USA P 1601 Az Akt 1 és Akt 2 fehérje C- ember, patkany,
terminalis részét egér, marha
anti-pSer*”- | Sigma, St. Louis, MO, USA P 4112 Az Akt 1 Ser*”-on foszforilalt ember, patkéany,
Akt** formajat egér, marha
anti-pSer’”- | Cell Signaling Technology 9271 Az Akt Ser*”-on foszforilalt ember, patkany,
AktF** Inc., formajat egér, horesog, csirke
anti-pThr’™- | Sigma, St. Louis, MO, USA P 3862 Az Akt 1 (és feltehetéleg az Akt 2) | ember, patkany,
Akt Ser*”-on foszforilalt formajat egér, marha, csirke
Anti-pThr**- | Cell Signaling Technology 9464 A FOXOI Thr**-en foszforilalt ember, patkany, egér
FOXO1 Inc., formajat
anti-pSer™®- | Cell Signaling Technology 9461 A FOXOI Ser®-on foszforilalt ember, patkany, egér
FOXO1 Inc., formajat
anti-Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology Sc509 A Blc2 fehérjét ember, patkany,
anti-Bax Santa Cruz Biotechnology Sc526 A Bax fehérjét ember, patkany
Anti-ERa Santa Cruz Biotechnology Sc7207 Az Era fehérjét ember, patkany
anti-aktin Sigma, St. Louis, MO, USA A 2103 Az aktin N-terminalis 10 aminosava ember, patkany,

altal alkotott epitopokat

egér, horesog, béka

I. tAbl4zat: A munkank soran hasznalt antitestek fébb tulajdonsagai.

*Az aminosavak szamozasa a patkany fehérje aminosavszekvenciajan alapul.

**Ezt az antitestet az eredmények 4.1.1. és 4.1.2. pontjaiban szerepld kisérleteknél

hasznaltuk.

***Ezt az antitestet az eredmények 4.1.3. pontjaban szerepl6 és az azt kovetd

kisérleteknél hasznaltuk.
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3.4. Human uterusz

Ezeket a vizsgilatokat a PTE AOK Sziilészeti és Noégyogyaszati Klinika
munkatarsaival kollaboracioban végeztilk. A vizsgalatokat a PTE AOK Human
Etikai Bizottsaga engedélyezte.

Vizsgalatainkat hysterectomias miitétekbdl szarmaz6 human uterusz szdveteken
végeztik. A betegek (38-55 ¢évesek) a mitét elétt legalabb 3 honapig
hormonkezelésben nem részestiltek. A ciklus stadium beosztasokat ill. a menopausa
meglétét az endometrium szdvettani vizsgalataval, illetdleg a miitét reggelén levett
vérbdl torténd FSH, 0sztrogén és progeszteron szintek meghatarozasaval allapitottak

meg.

Kozvetlenlil a miitét utdn a myomat az uteruszbol disszekaltdk. Kontrollként
ugyanazon uteruszbol szarmazé ép myometrium szovetet alkalmaztunk.
A mintdkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és -80 °C-on szallitottuk és

taroltuk felhasznalasig.

3.5. Western blot

A mintékat 4 °C-on elhomogenizaltuk 1 ml/100 mg szdvet I-es pufferben (50 mM
Tris—ClI (pH 8,0), 1 mM Na-ortovanadat), majd hozzéadtunk 1 ml/100 mg szdvet I1-
es puffert (10 mM Tris—Cl (pH 8,0), 1 mM EDTA, 1 % SDS, 5 % merkaptoetanol,
40 % glicerol), ¢és tovabbi 10-15 masodpercig homogenizaltuk. A
homogenizatumokat 5 percig f6ztiik, majd centrifugaltuk. A feliiluszokat -20 °C -on
taroltuk. A mintakat poliakrilamid gélre vittilk fel, elektroforetizaltuk, majd a
szétfuttatott fehérjéket nitrocelluloz membranra blottoltuk at. A membranokat egy
orat blokkoltuk blokkolo pufferben (5 % sovany tejpor TBS-ben), majd elsédleges
antitesttel kezeltiik 6ket. Az elsddleges antitesteket 5 % BSA-t és 0,2 % TWEEN 20-
at tartalmazd TBS-ben higitottuk. Masodlagos antitestként nyul ellenes, HRP-zal
konjugalt antitestet hasznaltunk. A HPR szubsztratjaként ECL-t hasznaltunk.

Loading kontrollként aktint hasznaltunk.

15



3.6. Szubcellularis frakciok elvalasztasa

Az egész procedurat 4 °C -on végeztik. 1 ml izolalo pufferbe (250 mM
szacharoz, 1 mM EGTA, 5 mM TRIS (pH 7,5)) 5 pl proteaz gatlo keveréket, 5 pl
natrium-ortovanadatot (50 mM-os torzsoldat desztillalt vizben), és 100 ul EDTA-t
(500 mM desztillalt vizben, pH 8,0) pipettaztunk, ebbe a pufferbe (A puffer) 50-100
mg fagyasztott szovetet tettiink, felolvadas utan késes homogenizatorral kb 1 mm’-
es darabokra vagtuk, majd potterrel homogenizaltuk. Ezutan centrifugéaltuk (750 g,
15 perc, 4°C-on). Az igy nyert feliilisz0 a citoplazmaban gazdag durva
homogenizatum. A csapadékot felvettiik 1 ml A pufferbe, adtunk hozza 50 pl Triton
X-100-at, azutan Gjra késes, majd teflonos homogenizatorral homogenizaltuk, és
ismét centrifugaltuk. Az iiledék lett a sejtmagban gazbag durva homogenizatum.
Erre 1 ml A puffert pipettaztunk, majd annyi triklor-ecetsavat (TCA) raktunk bele,
hogy 8 % legyen a koncentracidja. Ugyancsak 8 % TCA-t tettlink a citoplazmaban
gazdag durva homogenizatumba. Mindkét frakciot 10 percig jégben inkubaltuk,
majd centrifugaltuk (10 000 g, 10 perc, 4 °C-on), a csapadékot haromszor mostuk
-20 °C-os acetonnal, majd felvettilk a Western blotnal hasznalt I-es és Il-es puffer

1:1 aranyu keverékébe.

3.7. Kvantitativ RT PCR

A hagyomanyos és a kvantitativ PCR-hoz hasznalt primerek szekvencigja a II.
tablazatban lathatd. A mintakbdl TRIzol reagenssel total RNS-t izolaltunk, és ezt
hasznaltuk a reverz transzkripcié templatjaként. A reverz transzkriptaz reakcio 4 pl
5 x-es iscript reakciomixet, 1 upl iscript reverz transzkriptazt, 1 pg RNS templatot és
annyi RNS mentes vizet tartalmazott, hogy a végtérfogat 20 ul legyen. Eldszor az
RNS mentes vizet és az RNS-t mértiik be, 10 percig 65 °C-on inkubaltuk, majd
hozzaadtuk a puffert és az enzimet. A reverz transzkripciot a kovetkezd programmal
végeztiik: 5 min 25 °C-on, 30 min 42 °C-on és 5 min 85 °C-on.

A kész cDNS tisztasdgat hagyomanyos PCR segitségével ellendriztiik. Ennek
sorana a reakcioelegy (2 ul 10 x-es Taq polimeraz puffer, 2 mM MgCl,, 0,2 mM
minden egyes dNTP-b6l, 0,5 uM forward primer, 0,5 uM reverse primer, 12 pl

RNaz mentes desztillalt viz, 2 ul Taq polimeraz) Osszeallitisa utdn az aldbbi

16



programot alkalmaztuk: denaturalds 1 min 94 °C-on, majd 45 amplifikacios ciklus
(30 sec 92 °C-on, 20 sec 50 °C-on, 1 min 72 °C-on), és a végsd lanchosszabbits
5 min 72 °C-on.

A kvantitativ PCR-hoz SyBr Green Supermixet hasznaltunk a termék leirasdnak
megfeleléen. A program a kovetkezd 1épésekbdl allt: 3 min 95 °C-on, majd 45
amplifikacios ciklus (10 sec 92 °C-on, 10 sec 55 °C-on, plate read, 12 sec 72 °C-on),
végiil 1 min 72 °C-on. Befejezés utdn melting curve analizist végeztiink (65 °C-rol
0,5 °C-os lépésenként 95 °C-ra melegitettiik a reakcioelegyet, és minden egyes
hémérsékletemelés utdn beiktattunk egy plate read-et). A kapott eredményeket a

AACTt Livak modszerrel értékeltiik.

A primer
Alkalmazas Primer név Szekvencia tervezéshez
hasznalt cDNS
azonositd szama
az NCBI
adatbézisban
Beta aktin 5' AGCCATGTACGTAGCCATCC 3'
Hagyoményos | forward primer
PCR-hoz Beta aktin 5' AAGGGTGTAAAACGCAGCTC 3'
reverse primer NM_031144
Beta aktin 5' AGCCATGTACGTAGCCATCC 3'
forward primer
Beta aktin 5’AGCGCGTAACCCTCATAGAT 3’
reverse primer
CDl1 5’TAGGGCTGGTAGCATGAGGT 3’
QT PCR-hoz | forward primer NM_171992
CDlI 5’ CACGGTCCCTACTTCCAAAC 3’
reverse primer
Fasl 5’ TCTGGTTGGAATGGGGTTAG 3’
forward primer NM_012908
Fasl 5’ TTGGTTTCAGAGGGTGTGC 3’
reverse primer

IIl. tAblazat: A munkank soran hasznalt primerek szekvenciaja.

3.8. Statisztika

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

teszttel analizaltuk. Az oszlopabrak az atlagokat és a standard devianciat mutatjak.
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4. Eredmények

4.1 A PI3K-Akt jelatviteli ut jellegzetességei patkany uteruszban (Lengyel F et
al., 2004; Lengyel F et al, 2007)

crer

Slingerland JM, 2003). Az Akt altali foszforilacid gatol olyan fehérjéket, amelyek
leallitjak a sejtciklust, mint példaul a ciklin-dependens kinaz inhibitor p21 (Ball K L,
1997), és p27 (Yang H et al., 2006), a multifunkciés GSK-3 béta (Cross D A et al.,
1995), valamint a proapoptotikus hatasi Bax (Yamaguchi H, Wang H G, 2001).
Ugyanakkor az Akt aktival bizonyos antiapoptotikus hatasu fehérjéket, mint példaul
a PED/PEA-15 (Trencia A et al., 2003). A sejtciklus szabalyozasan kiviil szerepe
van ennek az utvonalnak az anyagcsere szabalyozasaban, példaul az Akt
szubsztratjai kozott szerepel a frut6z-6 foszfat-2 kinaz (Deprez J et al., 1997), és a
fent emlitett GSK-3 béta, ami a sejtciklus szabalyozasaban betdltott szerepe mellett a
glikogén szintézisnek is fontos regulatora. Az Akt-nak szerepe van az angiogenezis
folyamataban is (Jiang B H, Liu L Z, 2008).

Az uterusz pubertas alatti fejlodése és az endometrium reproduktiv korban zajlo
ciklikus valtozdsai a sejtciklus pontos szabalyozasat igénylik. A sztroma és
intenzitasanak novelése is sziikséges. Ezen folyamatok mindegyike - legalabb
részben - a PI3K-Akt utvonal szabalyozasa alatt 4ll. Azonban uterusz
vonatkozdsdban kevés adatt all rendelkezésre az utvonal szabalyozasaval és

hatasaival kapcsolatban.

4.1.1. Az Akt fejlodé és felnott allatokban is expresszalodik, és életkorfiiggo

érzékenységgel foszforilalodik

Elsoként azt vizsgaltuk, hogy az egyedfejlodés soran hogyan alakul az Akt
expresszioja €s foszforilacioja patkdny uteruszban. Ehhez fejlédésben 1évo, 7, 14,
21, 28 és 35 napos patkdnyok uteruszanak homogenizatumat elemeztiik Western

blottal. Eredményeink szerint az Akt protein minden vizsgalt életkorban azonos
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mértékben expresszalddik, a foszforilacidja azonban életkor fliggd mddon valtozik
(2. abra): 7 és 14 napos allatokban alacsonyabb, 21 napos korban elkezd fokozddni,
28 napos korban tovabb fokozodik, majd 35 napos korban, a hiivelynyilds idején

(hiivelynyilés ideje: 36 +/-2 nap) éri el maximumat.

pSer‘B-Akt | TR N S .'-

7 14 21 28  35nap
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2. 4bra Az Akt/PKB expresszié (insert) illetéleg foszforilacié valtozasa (insert, oszlopok) 7, 14,
21, 28 és 35 napos patkanyok uteruszaban Az Akt és a pSer*’>-Akt szintjét Western blottal
hataroztuk meg. Az oszlopok 3-3 kisérlet atlagat + SEM mutatjak.

* p<0.05 a 35 napos értékekhez viszonyitva

# p<0.05 a 28 napos értékekhez viszonyitva

A kovetkezo 1épésben az Akt E2 érzékenységének egyedfejlodés alatti valtozasat
vizsgaltuk oly modon, hogy 11 napos, hiivelynyilas el6tt allo 28 napos, valamint 60

napos, ovariektomizalt allatoknak adtunk E2-t (10 pg/100 g tt; ip.). Az Akt

19



foszforilaciojat pThr®®-Akt és pSer'’’-Akt ellenes antitestekkel vizsgaltuk. Azt
tapasztaltuk, hogy 11 napos korban az Akt foszforilaciot E2 kezelés még nem
befolyasolta, viszont a 28 és a 60 napos (felnétt) allatok uteruszaban fokozta azt (3. és
4. 4bra). A 28 ¢és a 60 napos allatok uteruszdban az Akt E2 érzékenysége nem

kiilonbozott szignifikansan (4. abra).

11 napos 28 napos 60 napos

K 2h 6h K 2h 6h K 2h 6h

73
PSCrT-AKL | e e - - - - -

aktin‘*m--ﬂ_ﬂ-w

pThri®-Akt —— . -

aktin

@ @@ w s s eew

Akt -—-—-—-—-q

aktin | e GED G - - --q

3. abra Osztradiol (E2, 10 pg/100 g tt.) kezelés hatasanak idéfiiggése Akt/PKB protein
expresszidjara és foszforilacidjara 11, 28 és ovariektomizalt 60 napos patkanyok
uteruszaban. Az allatokat 6t nappal az ovariektdémia utan 10 pg/100 g tt. E2-lal kezeltik
intraperitonealisan, majd a jelzett id6pontokban dekapitaltuk. A vizsgalt fehérjék szintjét
Western blottal hataroztuk meg. A kontroll allatokat (K) oldoszerel kezeltik. A kisérleteket
legaldbb harom alkalommal végeztiik el hasonlé eredményekkel.
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4. abra Osztradiol (E2, 10 pg/100 g tt.) kezelés hatasa az Akt protein foszforilaciojara 28
napos és ovariektomizalt 60 napos patkanyok uteruszdban. Az allatokat 6t nappal az
ovariektomia utan 10 pg/100 g tt. E2-lal kezeltik intraperitonealisan, majd a jelzett
idépontokban dekapitaltuk. A pSer473-Akt szintjét Western blottal hataroztuk meg. A kontroll
allatokat (K) oldoszerel kezeltiik. Az oszlopok 3-3 kisérlet atlagat + SEM mutatjak.

* p<0.05 a kontroll értékekhez viszonyitva

Mivel az Akt Thr'® csoportjanak foszforilacidja megel6zi a Ser’” csoportét, és az
Akt teljes aktivacidjdhoz mindkét csoportnak foszforilalt allapotban kell lennie, a

tovabbiakban csak a Ser*” foszforilaciojat vizsgaltuk.

4.1.2. Az Akt expresszalodik és E2 érzékeny modon foszforilalodik patkany

uteruszban

Felnétt, ovariektomizalt patkanyokat kezeltiink kiilonb6z6 dozist E2 (1, 10 vagy
100 pg/100 g tt) injekcidval. Az allatokat az E2 kezelés utan kiilonb6zo
idépontokban dekapitaltuk, majd Western blottal vizsgaltuk az Akt fehérje

mennyiségét, valamint foszforilacidjanak mértékét.
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Az Akt minden vizsgalt allatban expresszalddott, €s szintjét az E2 kezelés nem

befolyasolta (5. 4abra). A fehérje foszforilaciojat pSer'’’-Akt ellenes antitesttel

vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az szignifikdnsan fokozddott két o6raval az E2

injekcidt kovetden.

A kisérletet kiillonb6zd E2 doézisokkal (1, 10 és 100 pg /100 g tt.) elvégezve
megallapitottuk, hogy a 10 png /100 g tt. E2 Akt aktivalo hatasat nem fokozta a nagyobb
E2 doézis, viszont kisebb dozist alkalmazva kicsit megnétt az injekcid beadéasatol az Akt

foszforilacié fokozodasaig eltelt id6 (5. abra), igy munkank tovabbi részében a

10 pg/100 g tt. dozisban alkalmaztuk az E2-t.

aktin

pSer#73 -Akt

aktin

pSer*73-Akt

aktin

pSer?73-Akt

aktin

5. abra Osztradiol (E2) kezelés hatasa az Akt és a pSer
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e R R v ----‘
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EEErTT
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E, konc.

10 pg/100 g tt

1 pg/100 g tt

10 pg/100 g tt

100 pg/100 g tt

-Akt szintjére felnétt,

ovariektomizalt patkanyokban. Az allatokat 6t nappal az ovariektomia utan 1, 10 vagy
100 pg/100 g tt. E2-lal kezeltik i.p., majd %;elzett idépontokban dekapitaltuk. A kontroll

allatok (K) olddészert kaptak. Az Akt és a pSer

-Akt szintjét Western blottal hataroztuk meg.

A kisérleteket legalabb harom alkalommal végeztiik el hasonlé eredményekkel.
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4.1.3. Az Akt E2 hatasara ICI 182,780 érzékeny uton foszforilalodik az

uteruszban

Korabban kimutattdk, hogy az E2 képes a membrantdl kiinduld jelatviteli
kaszkadokat aktivalni klasszikus 0sztrogén receptor hidnyéaban is. 1997-ben izolaltak
egy 7 transzmembran domén szerkezetli, G-fehérjéhez kapcsolt receptort (GPR30,
Carmeci C et al.,, 1997), amir6l késobb kideriilt, hogy 0Osztrogén receptorként
miikddhet a sejtben. Ezen receptornak az E2 extranukledris hatdsaiban betdltott
szerepével kapcsolatban a kiilonb6zo kisérleti rendszereken végzett kutatasok eltérd
kovetkeztetésre vezettek. Ezért megnéztiik, hogy milyen szerepe van az ERa-nak a
mi rendszeriinkben az E2 indukélta Akt foszforilacidban. Felndtt patkényokat
kezeltiink egy o6raval az E2 beadasa eldtt ICI 182,780-nal, ami szelektiv gatloszere
az 0sztrogén receproroknak.

Az ICI 182,780-nal elokezelt allatok uteruszaban az E2 nem fokozta az Akt
foszforilacigjat (6. abra). Az ICI 182,780 kezelés onmagéaban hatéstalan volt.

K ICI E2 ICI+E2

am | p— I-] s | pSer*™? -AKkt

—r——r—

6. abra Intraperitonedlis 0Osztradiol (E2, 10 ug/100 g tt.) és/vagy ICI 182,780 (IClI,
0.1 mg/100 g tt.) kezelés hatasa az Akt foszforilaciéjara (Ser47) felnétt patkanyok
uteruszaban. Az ICI-t az allatok lefejezése el6tt 4, az E2-t pedig 2 oraval adtuk,
intraperitonealisan. A kontroll allatok az E2 és az ICl oldészerét kaptak. A pSer473-Akt és az
aktin szintjét Western blottal hataroztuk meg. A kisérleteket legalabb harom alkalommal

végeztik el, hasonlé eredményekkel. Reprezentativ blot.

4.1.4. Az Akt patkany uteruszban PI3K fiiggé uton foszforilalodik
Az Akt tobbnyire a bevezetésben leirt, PI3K fliggd uton aktivaldédik. Azonban az

Akt aktivaci6 alternativ utjait is leirtdk, nagyrész sejtkulturas rendszerekben. Mivel

még nem volt ismert, hogy patkdny uteruszban milyen uton foszforilalodik az Akt,
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vizsgalatainkban elemeztiik a Wortmannin hatdsat a PI3K aktivitasara az allatok
uteruszaban. Nem ismert a Wortmannin farmakokinetikdja, igy tobb modszert is
kiprobaltunk a bevitelére. Egyes 4allatoknak automata pipettdval a hiivelyébe
juttattuk, masoknak intraperitonedlis injekcid, mig megint masoknak intrauterin
injekcié forméjdban adtuk be. Vizsgalatainkban a Wortmannin hatasanak
detektalasara az Akt foszforilacié valtozasat vizsgaltuk. Amennyiben a harom koziil

barmelyik Wortmannin kezelés csokkenti azt, az arra utal, hogy a PI3K-nak szerepe

van az Akt foszforilacigjdban. Ha nem csokkenti egyik sem, akkor vagy a
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7. &bra Unilateralis Wortmannin (W) kezelésés hatasa a pSer'”® Akt szintjére felnétt,

ovariektomizalt patkanyok uteruszdban. A: Az uterusz jobb szarvaba 6t nappal az
ovariektémia utdn 5 pg Wortmannint injektaltunk. A bal szarvat kontrollként (K) hasznaltuk.
B: Az uterusz jobb szarvdba 6t nappal az ovariektomia utdn 5 ug Wortmannint, vagy 5ul
oldoszert (DMSO) injektaltunk Az allatokat a jelzett id6pontokban dekapitaltuk. A bal szarvat
kontrollként (K) hasznaltuk. A pSer*’>-Akt szintiét Western blottal hataroztuk meg. A
kisérleteket legalabb harom alkalommal végeztik el hasonlé eredményekkel.
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Wortmannin nem jut el kell6 mennyiségben a sejtekig egyik méddszerrel sem, vagy
pedig PI3K kozremiikddése nélkiil megy végbe az Akt foszforilacidja.

Az uterusz lumenébe a ,modszerek”-ben leirt modon beadott Wortmannin
(5 pg/allat) szignifikdns mértékben csokkentette az Akt foszforilacidt, ami azt
mutatja, hogy ovariektomizalt patkanyok uteruszdban az Akt PI3K fiiggd tuton
foszforilaloédik. Mivel a masik két modszerrel bevitt Wortmannin hatastalan volt, a
tovabbiakban minden alkalommal intrauterin injekci6 tjan vittiikk be a gatloszert az
allatokba. Idofliggéses kisérletekkel megallapitottuk, hogy a Wortmannin Akt
foszforilacidt csokkentd hatasa esetenként mar 15 perces kezelés utan is jelentds
volt, azonban az egy oOras kezelés jobban reprodukalhatd eredményt adott. Azt is
megallapitottuk, hogy a Wortmannin okozta pSer'’>-Akt szint csdkkenés legalabb
négy oran at specifikus marad a kezelt uterusz szarvra, valamint azt, hogy a
Wortmannin oldészereként hasznalt DMSO nem befolyésolta az Akt foszforilacio
mértékét (7. abra). Ezek alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy a Wortmannint
az E2 kezelés eldtt egy oraval célszerli beadni.

Ezen el6kisérletek utan szisztematikusan megvizsgaltuk a Wortmannin hat4sat az
E2 indukalta Akt foszforilaciora. Az allatok egy részének intrauterin Wortmannin
injekciot adtunk, majd egy ordval késobb E2-t vagy oldoszert kaptak
intraperitonedlisan. Az é&llatok madasik része nem kapott Wortmannint, csak
intraperitonealisan E2-t vagy annak olddszerét. A patkdnyokat az intrauterin injekcid
utan harom oraval dekapitaltuk, és Western blottal vizsgaltuk az Akt foszforilacio
alakulasat. Azt tapasztaltuk, hogy a Wortmannin kivédte az E2-nak az Akt aktivalod

473

hatasat, és a vehiculummal kezelt allatok pSer “-Akt szintjét is jelentésen

csokkentette (8. és 9. dbra).
4.1.5. Részosszefoglalas 1.

Osszefoglalava megéllapithatjuk, hogy az Akt az egyedfejlédés alatt végig
expresszalodik, és aktinra normalizalt expresszidja minden életkorban kozel azonos.
Az Akt egy része minden életkorban foszforilalodik is. A foszforilacié mértéke 21
napos korban kezd emelkedni, és 35 napos kor koriil éri el maximumat. Az Akt

aktivacio E2 érzékenységét 11, 28 és 60 napos allatokon vizsgaltuk. A 11 napos
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allatok uteruszaban az Akt nem volt E2 reszponziv, a 28 napos ¢és a felndtt (60
napos) allatok E2 kezelésre az Akt foszforilacio fokozodasaval valaszoltak. Az Akt
két regulacios helye (a Ser*” és a Thr'™) hasonlé E2 érzékenységet mutatott. Az Akt
foszforilacid felndtt allatokon végzett részletesebb vizsgalata azt mutatta, hogy
annak szintje 2 6raval az E2 kezelés utan emelkedett meg szignifikans mértékben, és

6 Ora utan érte el maximumat.

K \Y4 E2 W+E2

pSer***-FOXO01

pThi2*-FOXO1 | M e
Wi | G — -

8. abra Két o6ras osztradiol (E2, 10 ug/100 g ftt.; i.p.) és intrauterin Wortmannin (2W)
kezelés hatasa az Akt protein mennyiségére és foszforilacidjara (Serm), valamint a pSer %,
FOXO1 és pThr24-FOXO‘I mennyiségére felnétt patkanyok uteruszaban. A Wortmannint
mindig az allatok dekapitalasa elétt 3, az E2-t pedig 2 6raval adtuk. A vizsgalt fehérjék
szintjét Western blottal hataroztuk meg. A kisérleteket legalabb harom alkalommal végeztiik
el hasonl6 eredményekkel.

Az Akt foszforilacid6 mechanizmusat az ER antagonista ICI 182,780 ¢és a PI3K
gatldé  Wortmannin hasznalataval vizsgaltuk. Az intraperitonedlisan adott ER
antagonista sikeresen gatolta az E2 indukalta Akt foszforilaciot. A Wortmannin

beaddsara kidolgoztunk egy miitéti eljarast, amivel kozvetleniil az egyik uterusz
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9. abra Két oras 6sztradiol (E2, 10 pug/100 g tt.; i.p.) és intrauterin Wortmannin (W)
kezelés hatasa az Akt Ser'”, illetve a FOXO1 protein Thr** és Ser®® oldallancainak
foszforilacidjara felnétt patkanyok uteruszaban. A részletes magyarazatot lasd az el6z6

abran. Az oszlopok 3-3 kisérlet atlagat +/- SEM mutatjak
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szarv lumenébe juttattuk az anyagot. Igy a PI3K gatlasa specifikus volt a kezelt
szarvra mintegy 4 oran at. A PI3K gatldsa megakadalyozta E2 indukalta Akt
foszforilaciot, és erdsen lecsokkentette pAkt szintjét E2-nel nem kezelt allatokban is.
Mindezek alapjan az E2 Akt foszforilaciéra gyakorolt hatasat az ER medialja, és

PI3K fiiggd uton megy végbe.
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4.2. A PI3K-Akt utvonal szerepe a FOXO transzkripcios faktorok

poszttranszlacios szabalyozasaban (Lengyel F et al., 2007)

A PI3K-Akt utvonal egyik fontos célpontjat képezik a FOXO proteinek. A
forkhead transzkripcids faktorok nagycsaladjaba tartoznak, amely nevét az elsdként
felfedezett tag, a forkhead gén utan kapta. Ennek mutacidja — mint neve is mutatja -
villa alakt fejet eredményez Drosophilaknal. A nagycsaldd minden tagjara jellemzd
DNS-k6t6 domént forkhead-boxnak hivjak, ennek roviditése (FOX) adja a
nagycsaldd ma is hasznalt nevét. A FOX fehérj¢k O osztalyat nevezik FOXO
fehérjéknek. Jelenleg négy FOXO fehérjét ismeriink emldsokben: a FOXOI-et,
aminek eredeti neve FKHR (forkhead in rhabdomyosarcomas), a FOXO3a-t
(FKHRLT1), FOXO0O4-et (AFX) és a FOXO6-ot. Igen szertedgazd a funkcidjuk. A
bevezetésben emlitett, a sejtciklus szabalyozasaban betoltott szereplik mellett
proapoptotikus hatdsuk is van, valamint rész vesznek a szénhidrat anyagcsere, az
oxidativ stressz elleni védekezés, a DNS javitds, sejtdifferencialodas,
izomndvekedés szabalyozdsdban (Huang H, Tindall D J, 2007). Els6 pillantasra
logikatlannak tinhet ez a sokféle funkcio (példaul proapoptotikus hatast, ¢s a DNS
javitast végzd enzimek atirasat is serkentheti), azonban érthetdvé valik, ha nem
sejtszinten vizsgaljuk ezen hatdsokat, hanem az egyed szintjén. Ekkor nyilvanvalo,
hogy az egyed tulélését segitik eld ezek a hatasok: a sejtciklus pontos regulalasa, a
stressz elleni védekezés és a DNS javitas segit az egyed sejtjeinek, hogy megorizzek
egészségiiket. Azonban ha példaul a DNS kérosodds meghalad egy bizonyos
mértéket, akkor a rdkos elfajulas veszélye miatt elénydsebb az egyed szamara, ha
elpusztul a sériilt sejt. Az ilyen sokrétii funkcié finom szabdlyozas 1étét sejteti. A
FOXO proteinek valdéban szamos poszttranszlacids modositds alanyat képezik:
foszforilaciok, acetilaciok, ubikvitinilacio. Ezek jelentésen modositjdk az
aktivitasukat. A FOXO fehérjék egyik legfontosabb regulatora az Akt. Bar FOXO

proteinek sokrétli funkcidjat igen intenziven kutatjdk, viszonylag kevés munka

crer
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4.2.1. A FOXO1 két Akt érzékeny csoportja egymastol eltéré6 modon reagal az

E2 kezelésre és a PI3K Wortmanninnal torténé gatlasara

Ahogy a bevezetésben emlitettem, az Akt antiapoptotikus hatdsdban fontos szerepe
van a FOXO fehérjék inaktivalasanak. Bar a FOXO1 harom Akt szubsztratként
szolgald konszenzus szekvenciat tartalmaz, az Akt in vivo csak két helyen
foszforilalja, a 24-es treonil és a 256-0s szeril oldallancon (Brunet et al., 2001). Ezen
mitkodhet tovabb mint transzkripcios faktor. A Ser™® foszforilacioja nukledris
exkluzio nélkiil is inaktivdlja a FOXOl-et, a DNS-hez valé affinitasdnak
csokkentésével.

FoszfoThr** és pSer”® ellenes antitesteket alkalmazva Western blottal vizsgaltuk

a FOXOL1 foszforilaci6 valtozasait PI3K gatlas és két 6ras E2 kezelés hatasara.
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10. abra Hat, 12 és 24 éras osztradiol (E2) kezelés hatasa a pSer*’>-Akt, a pSer®**-FOXO1
és a pThr*-FOXO1 proteinek mennyiségére felnétt patkanyok uterusaban. Az E2-t
intraperitonealisan adtuk, majd az allatokat a jelzett id6épontokban dekapitaltuk. A vizsgalt
fehérjék szintjét Western blottal hataroztuk meg. A kisérleteket legalabb harom alkalommal
végeztik el hasonlé eredményekkel.



Mindkét foszforilalt forma detektalhaté volt minden vizsgalt allatban. A pSer”°-

FOXOL1 szintje alacsony volt a vehiculummal kezelt allatokban, azonban két 6raval
az E2 injekcio utdn szignifikdns emelkedést mutatott, és a PI3K gatldsa mintegy
50%-ban csokkentette. A FOXO1 24-es treonil csoportjanak foszforilacidja nem
emelkedett két oras E2 kezelés hatasara, viszont Wortmannin kezelés szinte teljesen

legétolta azt (8. és 9. 4bra).

4.2.2. A FOXO1 Ser™® és Thr** csoportjainak foszforilaciés szintje a hosszu idejii

E2 Kkezelésre is eltéro modon valtozik

Mivel a két o6ras E2 kezelésnek nem volt szignifikans hatiasa a FOXO1 Thr**-
oldallancanak foszforilacidjara, a kovetkezokben megnéztiik, hogy hosszabb ideji E2
kezelés hatasara hogyan alakul ezen csoport foszforilacioja.

Intraperitonedlis E2 injekci6 utan hat oraval ugyanazt tapasztaltuk, mint a két 6ras

»6_FOXO01 szintje megemelkedett, viszont a pThr**

kezelés esetében, azaz a pSer
szintje valtozatlan maradt.
Ezzel szemben 12 és 24 oraval az E2 kezelés utan emelkedett pThr**-FOXO1
szintet detektaltunk, mig a pSer”>-FOXO]1 szintje ezekben az idépontokban mar a
kontroll értékre csokkent (10. &bra). Az Akt foszforildcidja valamennyi kezelés

hatasara fokozddott a kontrollhoz képest.

4.2.3. A FOXOL1 két foszforilalt formajanak intracellularis eloszlasa kiilonbozik

egymastol

Ovariektomizalt patkdnyok uteruszabdl a mddszerek kozott leirt médon sejtmagban
gazdag és citoplazmadban gazdag frakciokat izolaltunk. A kapott mintdkat Western
blottal elemeztiik.

A pSer”®-FOXO1 ellenes antitesttel kizarolag a sejtmag frakcioban, mig a pThr**
FOXOL1 ellenes antitesttel a citoplazma frakcioban kaptunk jelet (11. abra).

A kovetkezdkben intraperitonedlis E2 és/vagy intrauterin Wortmannin (vagy

DMSO) kezelésen atesett allatok uteruszabol izolaltunk sejtmagban gazdag és
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citoplazmaban gazdag frakcidokat. A csak E2-lal kezelt uteruszban a sejtmag
frakcioban erds jelet kaptunk a pSer”®-FOXO1 ellenes antitesttel (12. A és B. abra).
Az E2-lal és Wortnmanninnal is, valamint a csak Wortmanninnal kezelt uteruszokban
csak gyenge jelet kaptunk. A DMSO (a Wortmannin oldoszere) nem befolyésolta a
jel erdsségét. A citoplazma frakcidoban valamennyi alkalmazott kezelés hatisara

nagyon alacsony pSer” °-FOXOL1 szintet detektaltunk (12. A. 4bra).
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11. a4bra A FOXO1 protein pSer®® illetve pThr** formainak szubcellularis eloszlasa. A
citoplazmaban gazdag frakciét (cyt) és a sejtmagban gazdag frakciot (nucl) a médszerek
kozott leirt modon izolaltuk. A mintakban a pSer’*-FOX01 és a pThr®*-FOXO1 fehérjék
mennyiségét Western blot technikaval hataroztuk meg.

4.2.4. Részosszefoglalas 2.

Eredményeink megmutattdk, hogy patkany uteruszban az E2 részt vesz a FOXOI1
FOXO1 szintje is, de eltérd idofliggéssel. Mindkét csoport E2 fiiggd
foszforilacidjat gatolja a Wortmannin, tehat PI3K fiiggé tuton zajlik, és nagy
valoszinliséggel az Akt is részt vesz benne. A szubcellularis frakciok elvalasztasara és

a sejtmagban gazdag és citoplazmaban gazdag frakcio vizsgélatara irdnyuld kezdeti
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kisérleteink szerint a FOXOI1 két vizsgalt regulacidos helyének foszforilacidja

elkiilontil egymastol.
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12. &bra A pSer*®*-FOXO1 szubcellularis eloszlasa E2, Wortmannin és E2 (W+E2), DMSO
és E2, valamint Wortmannin (W) kezelt uteruszban. A citoplazmaban gazdag frakciét (cyt) és
a sejtmagban gazdag frakciot (nucl) a modszerek kdzott leirt modon izolaltuk. A mintakban a
pSer®®-FOX01 mennyiségét Western blot technikaval hataroztuk meg. A: A pSer®®®-FOXO1
szintje a sejtmag és a citoplazma frakciéban a kiilénb6z6 kezelések hatasara. A T jell minta
egy hat 6ras E2 kezelésen atesett allat uteruszanak total homogenizatuma. Reprezentativ
blot. B: A pSer”®-FOXO1 és az aktin hanyadosa a sejtmag frakciokban. Az oszlopabrat a

reprezentativ blot alapjan szamolt értékek felhasznaldsaval készitettik.
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A két csoport E2 valasza kozotti idobeli kiilonbség és a szubcellularis frakciok
elemzése arra utal, hogy patkdny uteruszban a FOXOI1 két vizsgalt helyének

foszforilacidja némileg eltérd szabalyozas alatt all.
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4.3. Az E2-PI3K-Akt-FOXO jelatviteli ut fiziologiai hatasai patkany uteruszban.

A PI3K-Akt utvonal igen Osi és konzervalt jelatviteli Ut, aminek fontos szerepe van
a metabolizmus ¢és a sejtciklus szabalyozdsdban. A sejtciklus regulacidja az
antiapoptotikus és a proapoptotikus folyamatok kozti egyensuly fiiggvénye.

Amennyiben az antiapoptotikus, valamint a proliferacidés hatdsok (disszertaciom
tovabbi részében ezekre egyiittesen ,,survival” folyamatokként fogok hivatkozni)
keriilnek thlsulyba, fokozott sejtproliferacié és a sejtek kisebb aranyu pusztulasa
figyelhet6 meg. A survival mechanizmusok tulsulya figyelhetd meg fiziologias
koriilmények kozott a szovetek egyedfejlodés alatti novekedése, fejlodése, és a
sériilések utdni regeneracidja folyaman. Szintén megfigyelhetd egészséges
szervezetben bizonyos sejtek fokozott proliferacidja az immunrendszer mitkodése, ¢és
endometrium szovetben a ndi nemi ciklus soran.

A sejtciklus fontos reguldtorai a ciklinek. Ezeket mint a sejtciklus regulétorait
(innen ered a neviik is) fedezték fel (Minshull J et al., 1989). A ciklinek a ciklin
dependens kinazokat (Cdk) aktivalva reguldljak a sejtciklust. A Cdk-ok szintje nem
valtozik a sejtciklus kiilonbozo fazisai soran, ellenben az azokat aktivalo ciklinek
szintézise ¢és lebomlasa sejtciklus fiiggd. A G1 fazis soran a CDI1 felszaporodik,
hozzako6tédik a Cdk4-hez, igy egy aktiv CD1-Cdk4 kindz komplexet hozva létre. Ez
az aktiv kinaz komplex bizonyos fehérjéket foszforilalva aktivalja a sejt azon élettani
folyamatait, amelyek az S-fazisba valo atlépéshez és a DNS replikdciora valod
felkésziiléshez szlikségesek. Az S €s G2 fazis soran mas ciklinek szaporodnak fel, és
a kiilonbozd ciklinek koordindlt expresszidja és lebomlasa biztositja a sejtciklus
egymads utani fazisokba valo atlépését. A ciklin D1 a sejtciklus korai szakaszaban, a
G1-ben expresszalodik, igy a sejtosztddas korai markereként hasznalhato.

A fejlédés soran feleslegessé valo, illetve karosodott sejtek eliminacioja a
szervezetbdl apoptozissal (programozott sejthalal) torténik, ami a sejtek regulalt
,»ongyilkossdga”. Az apoptdzist beindithatja bizonyos extracellularis szignal
molekuldk (pl.: Fasl, TNFa) megfeleld receptorokhoz vald kotddése, novekedési
faktor megvonas, de beindithatjak endogén hatasok is, mint példaul a szabad gyokok

felszaporodasa.
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A sejthalal-faktorok megfeleld receptorokhoz kétddve a sejtmembrantdl kiinduld
jelatviteli kaszkadokat inditanak el. Ezek a jelatviteli kaszkddok transzkripcids
faktorokat aktivalnak, amelyek fokozzdk a proapoptotikus hatastt fehérjék
expresszigjat. Ez az apoptozis extramitokondridlis Utja. Az egyik legfontosabb
sejthalal-faktor a Fas-ligand (Fasl). Az apopt6zis mitokondridlis utjanak kezdetén
bizonyos extracellularis szignalok hatasira megemelkedik az intracellularis Ca®"
koncentracio, ez a mitokondriumok membranjan poérusok (Permeability Transition
pore, PT porus) megjelenését valthatja ki, amiken keresztiil citokrém-c jut a
mitokondriumokbdl a citoszolba. A citokrom-c azutan az endoplazmatikus
retikulumbdl tovabbi Ca®" felszabadulasat valtja ki, ezzel erésitve az apoptotikus
szignalt. Ezen kiviil a citokrom-c az apoptoszoma kialakitasédban, és igy az apoptozis
effektor fazisaban is szerepet kap. A mitokondrium felszinén a PT podrusok
megjelenése erdsen fligg a Bcl-2 fehérjecsalad antiapoptotikus és proapototikus
tagjainak egymashoz viszonyitott aranyatol. Proapoptotikus hatdsa Bcl-2 fehérje
példaul a Bax, mig a Bcl-2 antiapoptotikus. Ezek mennyisége és foszforilaltsagi foka
fontos szabdlyozdja az apoptozisnak. Az apoptdzis extramitokondridlis ¢és
mitokondrialis utja kozos effektor folyamatokat indit be, amelyek eredményeképpen
membran kompartmentkbe csomagolva, az extracellularis tértdl és a tobbi sejttol
izolaltan bomlanak le a sejtet alkotd fehérjék és nukleinsavak.

Az uterusz egyik jellemz6 vélasza az E2 kezelésre a vizimbibicid, azaz a szovetek
viztartalmanak erételjes novekedése. Mivel mar roviddel az E2 beadasa utan
megtigyelhetd, feltehetéen nagyrészt nemgenomikus hatasok allhatnak a hatterében.
Korabban kimutattak, hogy a PI3K gatlasa megakadalyozza az uterusz E2 indukalta
vizimbibicidjat (Kazi AA, Koos RD, 2007). Azonban 0k LY294002-t hasznaltak, ami
kozvetleniil az Osztrogén receptoron is hat. Mi Wortmannint hasznalva a PI3K
bénitasara azt vizsgaltuk, hogy van-e szerepe a PI3K-Akt Gtvonalnak az uterusz E2

indukalta vizimbibicidjaban.

4.3.1. A CD1 expressziojat az E2 egy PI3K fiiggo ton fokozza

A CD1 fontos szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozéasaban, a G1-S fazisok kozti

atmenetet serkenti (Lew DJ et al., 1991), és E2 hatdsara fokozodik a transzkripcioja.
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Osztradiollal és Wortmanninnal kezeltiink ovariektomizalt patkanyokat, majd az
uteruszokbol RNS-t izolaltunk, és kvantitativ RT PCR-ral megnéztiik, hogy hogyan
alakult a CD1 és a Fasl mRNS-ének szintje. Osztradiol kezelés utan hat 6raval
mintegy 80%-kal megemelkedett a CD1 mRNS-ének mennyisége, majd 12 oraval az
E2 injekcié utan visszatért a kontroll értékre (13. dbra). Az E2 CD1 expressziot
fokoz6 hatdsat Wortmannin teljesen legatolta, s6t, a CD1 mRNS szintje mind a

Wortmannin, mind pedig az E2+Wortmannin kezelt allatokban a kontroll érték ala

csokkent.
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13. abra CD1 és Fasl mRNS szintjének valtozasa Osztradiol (E2, 10 ug/100 g tt),
Wortmannin (W, 5 ug/allat), valamint E2 és Wortmannin (E2+W) hatasara. Az E2+W kezelt
allatok esetében a Wortmannint egy o6raval az E2 elétt adtuk be. Az allatokat 6 illetve 12
oraval az E2 injekcié utan (a csak Wortmanninnal kezelt allatokat a Wortmannin kezelés utan
7 illetve 13 6raval) dekapitaltuk.
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4.3.2. A Fasl expresszioja E2 és a Wortmannin kezelés hatasara is csokken

A CD1 vizsgélatanal hasznalt mintdkban meghataroztuk a Fasl mRNS szintjét is.
A Fasl expressziojat Wortmannin jelentdsen lecsokkentette hat 6raval az E2 kezelés
utan (13. abra). Az E2 és az E2+Wortmannin kezelt 4latokban enyhe csokenést
figyeltiink meg. Tizenkét oraval a kezelés utdn az E2 fasl expressziot gatld hatasa
erdsebb lett, mig a Wortmanninnal kezelt uteruszok Fas]l mRNS szintje megegyezett
a hat ords értékkel. A Fasl expresszid legerOsebb gatlasat az E2-lal és

Wortmanninnal is kezelt uteruszokban tapasztaltuk.
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14. abra Wortmannin hatasa az O6sztradiol (E2) indukalta vizimbibiciéra 21 napos
patkanyok uteruszaban. Az allatok E2-t 10 ug/100 g ts, i.p.) €s Wortmannint (W, 1,4 pg/g
ts) kaptak intraperitonedlis injekcido formajaban. Az E2+W kezelt allatok esetében a
Wortmannint egy 6raval az E2 el6tt adtuk be. Az allatokat 2 éraval az E2 injekcié utan
dekapitaltuk, majd az uteruszuk sulyat lemértik. Az egyes allatok uteruszamak sulyat (mg)
elosztottuk a testtomegével (g). Az oszlopabrat az igy kapott értékek alapjan készitettiik.
Az oszlopok 3-3 kisérlet atlagat +/- SEM mutatjak.

4.3.3. A PI3K-Akt utvonalnak szerepe van az E2 kivaltotta vizimbibicioban
Az éllatkisérletek elénye, hogy olyan, szerv szintll valtozasokat is vizsgéalni lehet

a segitségiikkel, amelyeket a sejtkultiiras rendszereken nem. Osztradiol ad4sa utan az

uterusz viztartalma jelentésen megnd, ezt hivjdk vizimbibicionak. Ennek a
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folyamatnak a hatterében az E2 nemgenomikus hatasai allhatnak. Azt
megvizsgalando, hogy a munkank eddigi részében ismertetett molekularis valtozasok
milyen hatassal lehetnek egyes fenotipusos torténésekre, megvizsgaltuk, hogy a PI3K
gatlasa milyen hatassal van a patkdny uterusz vizimbibicidjara. Az intrauterin
Wortmannin adminisztracid, amit az eddigi vizsgalatainkban alkalmaztunk, csak az
uterusz egyik szarvaban gatolja hatékonyan a PI3K-t. Azonban a vizimbibiciot az
uterusz sulyanak véltozasaval detektaljuk, és ehhez elengedhetetlen, hogy az egész
uterusz ugyanazon hatasoknak legyen kitéve. Igy az intraperitonealis Wortmannin
injekcio mellett dontéttiink. Igy azonban lényegesen nagyobb mennyiségben kellett
adnunk a Wortmannint, ezért kénytelenek voltunk kisebb allatokat hasznalni.

Ehhez a kisérlethez fiatal, 21 napos patkdnyoknak adtunk intraperitonedlis
Wortmannin (1,4 pg/g tt.), majd egy oraval késébb E2 (10 pg /100 g tt.) injekciot. Az
allatokat hat oraval az E2 injekcié utdn dekapitaltuk, és az uteruszuk sulyat lemértiik.
Az uteruszok sulyat (mg) elosztottuk a testtomeggel (g). Az igy kapott értékeket
oszlopdiagrammon abrazoltuk.

Amint a 14. dbra mutatja, az E2 magaban adva az uterusz sulydnak novekedését

okozta. Ezt a stlyndvekedést a Wortmannin kivédte.

4.3.4. Részosszefoglalas 3.

A fenti vizsgalatok azt mutatjak, hogy patkdny uteruszban az E2 Wortmannin
szenzitiv médon fokozza a CDI1 expresszidjat. Ugyanakkor a CD1 E2 fiiggetlen
expresszidja is Wortmannin szenzitivnek bizonyult, mivel a csak Wortmanninnal
kezelt uteruszok CD1 mRNS szintje alacsonyabb, mint a kontroll allatoké.

A Fasl expressziojat valamennyi kezelés gatolta. Ugy tinik, hogy az E2 Fasl
expresszio gatld hatasa késobb érvényesiil, mint a Wortmanningé, ¢s a Wortmannin
nemhogy nem gatolja, hanem még erdsiti is az E2 ezen hatasat.

A molekuléris torténések vizsgalatan til megnéztiik, hogy egy szerv szintli
folyamatra, az E2 kivaltotta vizimbibiciora milyen hatasa van a PI3K gatlasanak. A
vizimbibici6 az uterusz egyik leggyorsabb fenotipusos valasza E2 kezelésre.
Osztradiol kezelés hatdsara megnétt az uterusz sulya, de ez a stlyndvekedés

elmaradt, ha az E2 el6tt egy oraval Wortmannint kaptak az allatok.
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4.4. Eltérések tapasztalhatok a human uterusz myometrium és myoma Akt

rendszere kozott (Kovacs K A et al., 2003)

A human uterusz myoma a ndi genitdlis traktus leggyakoribb daganata. A
reproduktiv években fordul elé (Crum 1999), és a megbetegedés a nék mintegy 25%-
at érinti. Erdemes megemliteni azt, hogy patologiai vizsgalatok tanusaga szerint az
eléfordulds joval magasabb, mintegy 77%-0s (Cramer S F, Patel A, 1990). Annak
ellenére, hogy a myoma benignus daganat és igen ritkdn malignizalodik (Crum 1999)
igen sok reprodukciods és ndégyogyaszati probléma okozoja lehet, mint pl. infertilitas,
abortus, kismedencei fajdalom, vérzési rendellenesség (Buttram V C Jr, Reiter RC,
1981). Az USA-ban évente megkozelitéleg 200,000 hysterectomia oka myoma
(Gambone J C, Reiter R C, 1997).

A daganat gyakorisaganak ellenére kevés informacié all rendelkezésiinkre a myoma
ki, 30 éves kor koriil megnagyobbodik és menopausa utan visszafejlddik. A myoma
¢letkorfiiggése kétségtelenné teszi az ovaridlis steroidok szerepét a tumor
novekedésében. Bar a PI3K-Akt utvonal hatdsait behatéan tanulmanyoztak
endometrium eredetli sejteken és endometrium szovetmintakon, az Gitvonal szerepével
kapcsolatban myometrium szévetben nincs adat.

Az Akt hatdsat az apopt6zis mitokondridlis Gtjara human uterusz myoma, és az
ugyanazon uteruszbol szarmazé ép myometrium szovet szovet segitségével

vizsgaltuk.

4.4.1. Az Akt eltéré mértékben expresszalodik és aktivalodik human uterusz

myomaban, mint a kontrollként hasznalt ép myometriumban

Vizsgélatainkban elemeztiik, hogy hogyan alakul a myomaban és ugyanazon
uteruszbol szarmazd, nem daganatos un. ,normal” myometriumban az Akt
expresszidja és foszforilacioja.

Az Akt er6sebben expresszalddott a myomakbol szarmazoé mintdkban, mint a

szomszédos myometriumokban. A ciklus soran nem tapasztaltunk valtozast a fehérje
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15. abra Az Akt és a pSer*’®Akt szinjének alakulasa emberi uterusz leiomyomaban (fehér
oszlopok) és a szomszédos ép myometriumban (fekete oszlopok) a menstruacios ciklus
alatt és menopauzdban. |. Proliferaciés fazis (n=24); Il. Szekrécios fazis (n=24); Ill.
Menopausa (n=15). Insert: reprezentativ blot: PM: proliferacios myometrium; PL:
proliferacidos leiomyoma; SM: szekrécios myometrium; SL: szekrécios leiomyoma MM:
menopauzds myometrium; ML: menopauzas leiomyoma. A Kkulénbdzd betlkkel jeldlt
értékek szignifikansan kilonboznek egymastél (p<0,05). A csillag a myometrium és a
myoma kozott szignifikans kildnbséget mutat.
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16. dbra A Bcl-2 és a Bax fehérje szinjének alakulasa emberi uterusz leiomyomaban (fehér oszlopok)
és a szomszédos ép myometriumban (fekete oszlopok) a menstruacios ciklus alatt és menopauzaban.
I. Proliferacios fazis (n=24); Il. Szekrécios fazis (n=24); Ill. Menopauza (n=15). Insert:
reprezentativ blot: PM: proliferaciés myometrium; PL: proliferaciés leiomyoma; SM: szekréciés
myometrium; SL: szekrécids leiomyoma MM: menopauzas myometrium; ML: menopauzas
leiomyoma. A kulonbozé betiikkel jelolt értékek szignifikansan kilonbdznek egymastol
(p<0,05). A csillag a myometrium és a myoma kozott szignifikans kilénbséget mutat.
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mennyiségében, viszont a menopausa kezdeti szakaszaban az Akt expresszidja
szignifikansan csokkent (15. abra).

A pSer*” Akt szintje alacsony volt valamennyi vizsgalt myometrium szévetben.
Ugyanez mondhato el a menopauzas uteruszbol szarmazé myomadakrol is, azonban a
ciklus proliferacios és szekrécios fazisaban a myomakban fokozott Akt foszforilaciot

tapasztaltunk (15. abra).

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

eltéré a myomaman és a kornyezé myometriumban

A Bcl-2 erfteljesen expresszalodott a myomdakban menstruacids ciklus alatt,
szintje a szekrécids fazisban szignifikdnsan magasabb, mint a proliferaciosban. A
myometriumokban valamint a menopauzas mintdkban csak gyengén volt
detektalhat6 (16. abra).

A Bax fehérje szintje menopauzds myomakban volt a legmagasabb, a tdobbi

mintdban lényegesen gyengébben expresszalddott (16. abra).

4.4.3. Részosszefoglalas 4.

A human mintdk vizsgalata azt mutatta, hogy a vizsgalt antiapoptotikus hatasu
fehérjék (az Akt és a Bel-2) expresszidja szignifikansan magasabb volt a myomakban,
mint a velik szomszédos myometriumban. Az Akt aktivitdsa is magasabb volt a
myomakban. A proapoptotikus Bax szintjében nincs kiilonbség a myoma és a
szomszédos myometrium kozott. Ugyanakkor menopauza utdn megné a Bax
mennyisége a myomakban. Mindezen valtozasok jol egybavagnak azzal, hogy a
myoma sejtek proliferacids aktivitdsa erdsebb, mint a myometrium sejteké, viszont

menopausa utan a myoma méretbeli csokkenése figyelhetd meg.
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5. Kovetkeztetések

Az ivarérett emldsok uterusza ciklusos valtozadsokon megy keresztiil (6sztrusz,
illetve menstruécios ciklus, fajtol fliggden). Az Osztrusz/menstrudcios ciklus elsd
felében a fokozott sejtosztodas eredményeként az endometrium megvastagodik. Az
endometriumban zajlé sejtproliferacid elsddleges regulatorai a fejlodé ovarialis
tiiszOkben termelddd Osztrogének.

Az 6sztrogének ndi nemi hormonok. Szteranvazas vegyiiletek, amelyeknek a néi
nemi miikddés szabalyozasan kiviil szerepiik van a férfi nemi miikodések, valamint
egyeb fiziologiai folyamatok, mint példaul a csontanyagcsere, a kardiovaszkiularis
rendszer ¢és az idegrendszer miikodésének szabalyozdsidban is. Emberben harom
biologiailag aktiv Osztrogén fordul eld jelentdsebb koncentracidban, az Osztradiol,
Osztriol és az dsztron.

Bar az 0Osztrogéneket ¢és legjellemzébb hatasaikat mar a 30-as években
felfedezték, a hatdsmechanizmusuk még sokdig tisztizatlan maradt. A vitit az
Osztrogén receptor felfedezése dontotte el. 1985-ben sikeresen klonoztak az elsd
Osztrogén receptort, a human ERa-t. Ekkor altalanosan elfogadotta valt, hogy az E2
az ER-okon, mint ligand fiiggd transzkripcids faktorokon keresztiil szabalyozza
bizonyos (0sztrogén reszponziv) gének transzkripcidjat. E modell szerint az E2 az
ER ligand-kot6 doménjéhez kapcsolddik, ennek hatdsara a receptor konforméacioja
megvaltozik, addig rejtett koaktivator kotdhelyek és dimerizacids felszinek valnak
szabadda. Az eldbbiekhez transzkripcids koaktivatorok kotddnek, mig az utdobbiak
az ER dimerizéciojat segitik el6. A dimer forma affinitdsa 1ényegesen nagyobb a
DNS-hez, mint a monomeré¢, ezért a dimer stabilan hozzakotddik a megfeleld DNS
szekvenciakhoz (az Osztrogén reszponziv elemekhez). Az igy létrejott komplexhez
azutan hozzékapcsolodik a kozponti transzkripcids apparatus, és elindul a
transzkripcid. Ez a mechanizmus 6sztrogén reszponziv elemek jelenlétét feltételezi
harmadanak promoétere nem tartalmaz ilyen szekvencidkat, ezek transzkripcidjat
alternativ utakon regulélja az E2. Ilyen alternativ utak példaul a bevezetésben vazolt
API1 ¢és SP1 utvonalak. Az ER egyes gének expresszidjanak gatlasara is képes,

azonban nem egy altalanos mechanizmussal, hanem szinte minden represszalt génre
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eltér6 modon hat (Cvoro A et a., 2006; Jones D R et al., 2002; Murakami Y et al.,
2005).

A PI3K-Akt jelatviteli ut az egyik legfontosabb survival ttvonal emlds sejtekben.
A PI3K-t novekedési faktorok (pl.: EGF, Koyama N et al., 2003), és szamos hormon,
mint az inzulin (Giorgetti S et al., 1992), angiotenzin II (Ishimatsu S et al., 2006),
leptinek (Martin-Romero C, Sanchez-Margalet V, 2001) aktivaljak. Ezen receptorok
tirozin kindzok kozremiikddésével aktivaljak a PI3K-t. A PI3K aktivacidja megemeli
az inozitol-trifoszfatok szintjét, amik szdmos fehérjét aktivalva serkentik a survival-,
¢és gatoljak a proapoptotikus folyamatokat, valamint befolyasoljak a sejt anyagcseréjét
1s.

Tehat a PI3K-Akt utvonal igen fontos szerepet jatszik a sejtciklus és az apoptdzis
szabalyozasaban, ¢és ezeknek a folyamatoknak Kkitlintetett szerepe van az emlds
uterusz Osztrusz/menstruacios ciklusa soran lezajlé valtozasokban. Munkankban a
PI3K-Akt tutvonalnak az uterusz E2 indukalta valtozasaiban betoltott szerepét
vizsgaltuk.

Eredményeinket attekintve megallapithato, hogy a PI3K-Akt jelatviteli ut human
¢s patkany uteruszban kimutathaté és funkciondl. E jelatviteli ut szabalyozasaban
szerepet jatszanak a nemi szteroidok is. Adataink arra utalnak, hogy human
uteruszban a menstruacids ciklus sordn, patkany uteruszban pedig a nemi érés alatt
jellegzetesen valtozik az aktivitasa.

Ismert, hogy az uterusz Osztrogénérzékenysége a pubertas soran alakul ki. Kaye
¢s munkacsoportja fejlddésben 1évo allatok uteruszat vizsgalva megallapitotta, hogy
15 napos kor alatt semmilyen hatdsa nincs egy egyszeri E2 injekcidonak, 15 napos
korban fokozza az uterusz vizimbibiciojat, 20 napos kortol kezdve pedig a DNS
szintézist és a sejtosztodast is (Kaye A M et al., 1972). A kiilonb6zo életkoru
allatokkal végzett kisérleteink, amelyekben az E2 hatasara bekovetkezd Akt
aktivaciot vizsgaltuk, ennek megfeleld eredményre vezettek: 11 napos allatok
uteruszaban az E2 nem volt hatassal az Akt aktivaciora, viszont 28 napos korban mar
— a felnétt allatokhoz hasonloan - fokozta azt. Ez arra utal, hogy az E2 nemgenomikus
hatdsait is csak megfeleld érettségli uteruszban képes kifejteni, és ez az érés a
pubertas kornyékén fejezddik be. Az Akt aktivacidjat vizsgalva megallapitottuk, hogy

E2 hatésara a fehérje aktivalodott 28 napos ivaréretlen, és ivarérett allatokban is.
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Az ER hatasdnak gatlasara az ICI 182,780 nevii vegyiiletet hasznaljak (Wakeling
AE, Bowler J, 1992). Megallapitottuk, hogy ICI 182,780 eldkezelés gatolta az E2 Akt
aktivalo hatisat, azonban nem befolyasolja a bazilis Akt foszforilaciot.
(Disszertaciomban a sem E2-lal, sem pedig Wortmanninnal nem kezelt, 5 nappal
korabban ovariektomizalt allatokban mérhetd fehérje szinteket bazalis szintnek
nevezem.)

A PI3K gitlasara tobbnyire az LY294002-t, vagy a Wortmannint hasznaljak.
Mivel az LY294002-r6l kimutattdk, hogy az ER-hoz kapcsolodva gatolja azt
(Pasapera Limon AM et al, 2003), Osztrogén hatas vizsgalatanal vitathato a
hasznalata. Igaz ugyan, hogy a Wortmannin a PI3K-on kiviil gatolja a Polo-like
kindzt (Liu Y et al., 2005), és nagyobb koncentracioban a DNS-fliggd protein kinazt
(Rosenzweig KE et al., 1997), a miozin kdnnytilanc kindzt (Nakanishi S et al., 1992)
valamint a foszfatidilinozitol 4-kindzt (Meyers R, Cantley LC 1997), azonban
jelenlegi tuddsunk szerint e fehérjéknek nincs szerepiikk az altalunk vizsgalt
folyamatokban, igy ennek hasznalata mellett dontottiink. Wortmannin kezelés teljesen
megakadalyozta az E2 indukalta Akt foszforilacid6 fokozodést, tehat az Akt
foszforilacié PI3K fliggd uton megy végbe az uteruszban. Megjegyzendd, hogy a
Wortmannin a pAkt szintjét az E2-lal nem kezelt allatokban is csokkentette, tehat a
bazalis éallapotban megfigyelhetd Akt foszforilacio is PI3K fiiggd. Mindezen
eredmények arra utalnak, hogy a bazalis Akt foszforilaciot ER fliggetlen, de PI3K
figgd modon tartjdk fenn olyan endokrin és parakrin mediatorok, amelyek az
ovariektomizalt allatokban is jelen lehetnek (pl. a kordbban emlitett inzulin, EGF).
Mivel ez a bazdlis pAkt szint elég magas (E2 kezeléssel kb 80%-kal tudtuk
megemelni, viszont a Wortmannin tdbb mint 90%-at eltiinteti), tovabbi kutatdsok
sziikségesek az ovariektomizalt allatok uteruszdnak PI3K-Akt rendszerét szabalyozo
tényezOk azonositdsdhoz ¢és élettani jelentdségiik tisztazasahoz. Ugyanakkor az E2
kezelés hatdsira bekovetkezd Akt foszforilacid fokozodas teljes mértékben (vagy
legaldbbis nagyrészt) ER és PI3K fliggd.

A FOXOI1 ugyancsak foszforilalt allapotban van kontroll allatokban is, mind a
Thr**, mind pedig a Ser*°-csoporton, és mindkét csoport foszforilacidja PI3K fiiggd
(bar a Thr** -csoport Wortmanninra érzékenyebbnek tiinik, mint a Ser*®-csoport).

256

Osztradiol hatisara a pSer”®-FOXO1 szintje gyorsan megemelkedik, a pThr*-
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FOXO1 szintje viszont csak 12 o6raval az E2 injekcid utan. Ezek alapjan

valoszintisitheté, hogy a fokozott Ser™*

-FOXO1 foszforilacioért nemgenomikus
mechanizmusok felelések. A Thr**-csoport foszforilacidja viszont elég késén
kovetkezik be ahhoz, hogy transzkripcids mechanizmusokat is feltételezziink a
hattérben. Akar a megfeleld kindzok, akar a FOXO1 expressziojanak a szintje
emelkedik meg, a pThr**-FOXO! szintje megemelkedhet. Azonban, ha a FOXO1
expresszioja fokozodna, akkor a pSer”®-FOXOI1 szintnek is emelkednie kellene.
Ehelyett azt latjuk a 9. abran, hogy a pThr**-FOXOI szint megemelkedésekor a

pSer?

-FOXOL1 szintje a kontrollhoz kozeli szintre csokkent vissza. Tehat ezen késoi
Thr** foszforilaci6 inkabb a megfelelé kindzok expresszidjanak vagy az Oket
szabalyoz¢ jelatviteli utak aktivitdsdnak a valtozasaval magyarazhato.

Akar az Akt, akdr a FOXO1 foszforilacidjat vizsgaljuk, nem szabad figyelmen
kiviil hagyni a kérdéses csoportokat defoszforilalod foszfatazokat. Wortmannin kezelés
gatolja a PI3K, ¢és az altala regulalt kinazok (pl.: Akt) aktivitasat, de nincs irodalmi
adat arra vonatkozodan, hogy hatassal lenne a foszfatdzok aktivitdsara. Egy adott
csoport foszforilacios allapota a rahat6 kinazok és foszfatdzok aktivitasanak ereddje.
Ha gatoljuk a kindzokat, a foszfatdzok aktivitasa viszont valtozatlan marad, akkor a
vizsgalt csoportrol a foszfatazok eltavolitjak a foszfat csoportot. Amennyiben a kinaz
gatlasa nélkiil (tehat a kontroll allatokban) kozel alland6 szinten van az adott csoport
foszforilacids szintje, akkor a kindz gatlasakor megfigyelhetd foszforilacié csokkenés,
ami a foszfatazok aktivitdsanak kdvetkezménye, aranyos a megfeleld kinazok eredeti
(gatlas elotti) aktivitasaval. Ezt figyelembe véve megallapithatjuk, hogy az Akt
Ser*-as és a FOXO1 Thr*'-es csoportjanak foszforilacidja igen intenziv, mert
Wortmannin kezelés utan gyorsan lecsokken foszforilalt formaik szintje. Hozzajuk

képest a bazalis pSer™*

-FOXO1 szint kevésbé érzékeny a PI3K gatlasara. Ez azt
jelenti, hogy az utdbbi csoport bazalis foszforilacidjanak fenntartdsaban kisebb
szerepet jatszanak a PI3K fliggd kindzok. Tehat vagy kisebb intenzitassal folyik a
foszorilaciodja, vagy pedig nagyobb mértékben vesznek részt a bazasil foszforilacios
szint fenntartasaban PI3K fliggetlen kinazok.

Az ER-PI3K-Akt utvonal aktivalédasanak a FOXO1 foszforilacigjara gyakorolt

256

hatésat vizsgalva a Thr** és Ser™° csoportok foszforilaciojanak idébeli elkiiloniilését

tapasztaltuk. Ez azért érdemel figyelmet, mert mindkét csoport szubsztratja az Akt-
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nak, és sejtkultaras kisérletekben a Ser®® foszforilacidjat gyorsan kéveti a Thr** és -

319 oldallancok foszforilacidja. A két csoport

256

az altalunk nem vizsgéalt — Ser
foszforilacidjanak eltérd szerepe lehet a FOXOI1 regulacigjaban. A Ser
foszforilacidja olyan szerkezeti valtozast okoz a FOXOI1 szerkezetében, hogy annak
lecsokken az affinitdsa a DNS-hez. A mi vizsgalatainkban gyorsan bekdvetkezett
ezen oldallanc foszforilacidja, ami feltételezhetden a FOXO1 gyors inaktivacidjahoz
vezet. A késébbi Thr** foszforilacio a FOXO! nukleéris exkluziéjahoz vezethet. Ezt

tamasztja ala, hogy a pSer”°

és a pThr** FOXOI intracellularis eloszlasat vizsgalva
azt talaltuk, hogy az elobbi nagyrészt a sejtmagban, az utdbbi pedig nagyrészt a
citoplazméaban gazdag frakcioban volt jelen. A 11. abran a pSer™® FOXO! csak a
sejtmag frakcioban, a pThr** FOXO1 pedig kizarélag a citoplazmaban gazdag
frakcioban detektalhatd. Ez azonban nem jelenti azt, hogy ezek a formak kizarélag az
adott frakcioban talalhatok meg. A FOXO1 Ser* csoportjanak foszforilacidja, bar
inaktivalja a FOXOl-et, onmagaban nem elég a hatékony nuklearis exklizidhoz.
Ehhez a Ser’'’, Ser”® és a Thr** csoportok mindegyikének foszforilalodnia kell.

Valosziniileg a FOXO1 foszforildlatlan és a csak a Ser™°

—on foszforilalt része a
magban, mig a mindhdrom reguldciés helyen foszforilalt része a citoplazmaban
talalhatd. Arra, hogy a pSer”*~-FOXOl-et csak a sejtmagban gazdag frakcidban

tudtuk detektalni, vagy az lehet a magyarazat, hogy a FOXO1 Ser*°

-on foszforilalt
formajanak nagy része nincs foszforilalva a Thr**-en, tehat a sejtmagban helyezkedik
el, vagy az, hogy a sejtfrakciok elvalasztasdhoz haszndlt modszer soran nagyobb a
vesztes€g a citoplazma-, mint a sejtmag frakcioban. A FOXOI1 intracellularis
eloszlasat vizsgalva meg kell emliteni, hogy a FOXO fehérjék a sejtmagban
komplexet képezhetnek bizonyos fehérjékkel, ami eldsegitheti a nuklearis
lokalizaciojukat. Kimutattak példaul, hogy a FOXO transzkripcios faktorok ligand
fliggé modon kapcsolodhatnak az ERa-val (Schuur E R et al., 2001). Ez a kotodés
egyben modositja mindkét fehérje transzkripcios aktivitasat is. A FOXO1 nukleéris
retencidjat fokozhatja a Sirtl-gyel (egy deacetilazzal) valdé komplex képzés (Frescas
a FOXO proapoptotikus aktivitasat, de serkenti az oxidativ stressz elleni védekezést,

DNS javitast fokozo hatasait. A Thr™ és Ser” elkiiloniilt foszforilacidjanak

hatterében egy vagy tobb, eddig még nem azonositott kinaz allhat. A 11. és 12.
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abrakat Osszehasonlitva megfigyelhetjiik, hogy a Wortmannin a sejtmag frakciéban
nagyobb mértékben csokkenti a pSer”*—FOXOl szintjét, mint a total
homogenizatumban. Ez utalhat arra, hogy a sejtmagban intenzivebb FOXO
defoszforilaci6 zajlik, mint a citoplazmdban. Tovabbi kutatdsok sziikségesek a
kiilonb6z6é aktivaciés helyek izolalt foszforilacidjanak a fehérjék milkodésére
gyakorolt hatdsanak kideritésére.

A fenti molekularis folyamatok hatdsdt az uteruszban zajlé sejosztodasra
kozvetett modszerekkel vizsgaltuk. Egyrészt az Akt egyes szubsztratjainak (az
antiapoptotikus hatastt Bcl-2-nek és a proapototikus hatdsi Bax-nak) a szintjét
vizsgaltuk proliferaciés ¢€s szekrécios fazisban 1évo, illetve menopauzds ndkbol
szarmazo uterus mintakban. Masrészt E2-lal és Wortmanninnal kezelt patkanyok
uteruszaban vizsgaltuk az E2 érzékeny, proliferativ hatasu ciklin D1 (CD1) és a Fasl
expressziojat.

Sem az Akt expresszidja, sem pedig foszforilacidjanak szintje nem valtozott a
myometriumokban sem a ciklus egyes fazisai alatt, sem pedig a menopausa soran.
Ellenben a myoméakban a szekrécios ¢és proliferacios fazisban is erdsebben
expresszalodott, és a foszforilalt formajanak szintje is magasabb volt, mint a
menopauzas mintakban. Az egyes fazisokbol szarmazod ¢ép és koros mintakat
Osszehasonliva azt lathatjuk, hogy a proliferacios és szekrécios fazisban a myomak
Akt és pSer'’-Akt szintje is magasabb a myomakban, mint a kdrnyezé
myometriumokban. Azonban menopauza soran ez a kiilonbség eltlinik azaltal, hogy a
myomdkban a vizsgalt molekuldk koncentracidja lecsokken a myometriumokra
jellemzd szintre. Az is megfigyelhetd, hogy nagyobb a kiilonbség a myometriumok
és a myoméak pSer'’’-Akt, mint Akt szintje kozott. Ez a nagyobb kiilonbség arra
enged kovetkeztetni, hogy reproduktiv korban a myomdkban nemcsak az Akt
expresszioja, hanem az aktivacioja is intenzivebb, mint a myometriumokban. Egyes
myometrium sejtek fokozott E2 érzékenysége 4ll a myoma kialakuldsanak hatterében.
E sejtek a fiziologids E2 koncentraciora fokozott proliferacidés aktivitassal
valaszolnak, és klondlis expanzioval l1étrehozzdk a myomat. Eredményeink alapjan
feltehetd, hogy a fokozott E2 érzékenység hatdsara aktivabba valo Akt rendszeriik
allhat a fokozott proliferacios képesség hatterében. Feltehetéleg a menopausa utani

E2 szint mar az ilyen, magasabb E2 érzékenységgel bir6 myomas sejtek szdmara sem
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elegendd a sejtproliferacid fenntartasahoz €s az apoptozis elkeriiléséhez, €s a myomak
menopausa soran torténd regresszidja erre vezethetd vissza.

Az Akt-hoz hasonldan, reproduktiv korban a Bcl-2 fehérje szintje is magasabb a
myomakban, mint a kdérnyez6 myometriumban, és a menopauzat kiséré E2 szint
csOkkenés hatasara ennek a fehérjének a szintje is lecsokken a myomaban, azonban itt
a proliferaciés ¢és szekrécios myomak kozott is szignifikdns kiilonbség van.
Lehetséges, hogy az E2 Bcl-2 expresszidt serkentd hatdsat a progeszteron fokozza. A
myometriumokban 1ényegesen alacsonyabb a Bcl-2 expresszid, és nem is valtozik
sem a ciklus soran, sem pedig a menopausa hatisira. Ugy tiinik, hogy ép
myometriumban a Bcl-2 expresszié nem E2 fiiggd, és a myoma kialakuldsa soran
valik azza. Annak kideritése, hogy a Bcl-2 expresszid E2 fliggdvé valasa sziikséges és
elégséges oka a myoma kialakuldsanak, vagy pedig egy altalanosabb valtozas
kovetkezménye, tovabbi vizsgalatokat igényel.

Reproduktiv korban a proapoptotikus Bax fehérje expresszidja nem tinik E2
érzékenynek. A ciklus sordn nem valtozik a szintje sem a myometriumban, sem pedig
a myomaban. Azonban a menopauzds uteruszok myomadjaban szignifikans
emelkedést mutat. Ugy tiinik, hogy a Bax nem jatszik szerepet a myoma
kialakulaséban, viszont hozzdjarul a myomak menopausa utani regresszidjahoz.

A CDI expresszidja E2 hatdsara fokozodik (Geum D et al., 1997). A CDI1
AP1 és SP1 kotohelyeket (ez utobbi kozelében egy fél 0sztrogén-reszponziv elemet),
valamint cAMP- reszponziv elemet (CRE). Ezek alapjan az E2 CDI1 expressziot
fokoz6 hatasat kifejtheti a bevezetésben ismertetett SP1 utvonalon, indirekt DNS
kotédés utjan, vagy pedig valamilyen extranukledrisan kezdddd utvonalon keresztiil.
Az, hogy Wortmanninnal gétolni lehetett az E2 indukélta CD1 expressszio
fokozodast, arra utal, hogy az E2 egy extranukledrisan kezdddd, PI3K fliggd
utvonalon fokozza a CDI1 expresszidjat. A Wortmannin hatasara bekdvetkezé CDI
mRNS szint csokkenés a PI3K aktivitds csokkenését tiikkrozheti. De kordbban
kimutattdk azt is, hogy Wortmannin hatdsdira a CD1 mRNS-nek a féléletideje
lerovidiil (Dufourny B, 2000), igy valtozatlan transzkripcios aktivitds mellett is

lecsokkenhet a CD1 mRNS mennyisége a szovetben.
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Kisérleteinkben a Fasl expressziojat mind az E2, mind pedig a Wortmannin
csokkentette. Annak, hogy a PI3K gatlasa ndveli a FOXOI1 aktivitasat, latszolag
ellentmond az, hogy a Wortmannin kezelés is csokkentette a Fasl mRNS szintjét,
mivel a promoéterében talalhatd forkhead-box kotdhely, és a FOXO3 serkenti ezen
keresztiil a Fasl expressziojat (Brunet A et al., 1999). Azonban, mint a legtobb
eukariota gén, a Fasl promotere is tobb transzkripcios faktor kdtéhelyet tartalmaz, €s
az egyes transzkripcids faktorok szerepe az egyes gének aktivitdsanak
szabdlyozasaban  sejttipusonként eltérd. Ezen kiilonbségek a sejtek eltérd
transzkripcids faktor készletének, és a sejtekben zajlo jelatviteli utak sokféleségének
koszonhetdk. A Fasl a FOXO1 kotéhelyen kiviil tartalmaz nuclear faktor « B

(NFxB) kotohelyet is. A NFxB szintén egy transzkripcios faktor, aminek a

crer

crcr

kotdhellyel rendelkezd gének transzkripcidjahoz. Az IkB-t az IkB kinazok
foszforilaljak (IKKa ¢és p). Kimutattdk, hogy IKKa-t PI3K fiiggé moddon
foszforilalja az Akt (Ozes ON et al., 1999). Az, hogy az Akt aktivitdsa milyen
al., 2004). Uterusz szovettel kapcsolatban nincs adat a NFkB Akt érzékenységérol.
Az altalunk tapasztalt Wortmannin kivaltotta Fasl expresszio csokkenés a PI3K-Akt-
IkB utvonal csokkent aktivitdsdval eldalldo magasabb IkB szintnek lehet a
kovetkezménye.

Az E2-nek a Fasl expressziojara lehet sekentd és géatldo hatdsa is. Kimutattak a
Fasl expresszid E2 kezelésre bekovetkezd emelkedését (Selam B et al., 2001), de a
csokkenését is (Wu X et al., 2003), valamint azt, hogy E2 megvonas hatisara
fokozodik a Fasl expresszioja (Song J, 2002). Ezen eltérd irodalmi adatok, és az
uterusz felépitésének dsszetett volta miatt nem tudjuk megmondani, hogy pontosan
milyen mechanizmuson keresztiil hat az E2 a Fasl expressziojara ebben a szervben.
Immunhisztokémias és in situ hibridizacids technikak alkalmazasaval, valamint
siRNS technikakkal lehet majd a késObbiekben tisztdzni a pontos ttvonalakat.

Végezetiil megnéztiik, hogy a PI3K-Akt utvonal gatldsa hogyan befolyasolja az

uterusz E2 kivéltotta vizimbibicigjat. Ez egy szerv szintli valasz, amit csak
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allatkisérletes modelleken lehet vizsgalni. Eredményeink azt mutatjak, hogy az E2
kivaltotta vizimbibicidban fontos szerepe van a PI3K utvonalnak, mert az E2 ezen
hatdsdt a Wortmannin sikeresen gétolta. Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a
vizimbibiciét az E2 nemgenomikus utvonalakon, példaul a PI3K-Akt utvonal
aktivalasan keresztiil valtja ki. Tehat az E2 genomikus és nem genomikus hatasai
nem csak az intracellularis események szintjén, hanem a szervek szintjén is
egymassal egylittmitkddve, egymast kiegészitve miikodnek.

Allatkisérletes és human mintdk vizsgalatan alapulé eredményeinket Gsszegezve
megallapithatjuk, hogy az egyedfejlodés soran az Akt rendszer E2 érzékennyé valasa
egybeesik az E2-ER rendszer érésével. Az Akt foszforilaciot részben az E2, részben
egyéb hormonok szabalyozzak, PI3K fiiggd modon. Az E2 hatasat az Akt
foszforilacidra uteruszban az ER-ok medialjak. Az E2 altal indukalt CD1 expresszid
fokozodasban fontos szerepe van a PI3K-Akt jelatviteli utnak. Az Akt szubsztrat
FOXO!1 Thr**-es és Ser”*®-o0s csoportjanak dsztrogén és PI3K érzékenysége is eltérd.
A Dbizonyos rendszerekben FOXO altal regulalt Fasl expresszigjaban emlds
uteruszban feltehetdleg nincs, vagy csak alarendelt szerepe van a FOXO1-nek. Az,
hogy a fenti megallapitisok némelyike eltér a kordbbi, in vitro kutatdsok
eredményeitdl, megerdsiti, hogy bar a sejtkulturas rendszerek segitségével végzett
kutatdsok nélkiilozhetetlenek az életfolyamatok mogott 4ll6 molekularis események
feltérképezésében, oOnmagukban nem elégségesek az in vivo torténések
megismeréséhez. Az in vivo vizsgalatok, szovetanalizisek adatai egyrészt
elengedhetetlennek tlinnek azoknak a molekularis, hormonalis interakcioknak,
regulacios kaszkadoknak a megismeréséhez, amelyek meghatarozoak a homeosztazis
biztositdsdban, masrészt pedig hozzasegithetnek a patologids eltérések
megismeréséhez, szerencsés esetben ujabb terapias lehetdségek kifejlesztéséhez. Az
in vivo torténések megismerése azért is slirgetd, mert mar kifejlesztés alatt allnak
olyan gyogyszerek, amelyek a PI3K-Akt utvonalat célozzak meg. igy nagyon fontos,

hogy ezen utvonal élettani hatésait a lehetd legpontosabban megismerjiik.
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6. Osszefoglalas

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

Megallapitottuk, hogy az Akt minden vizsgalt életkorban (7, 14, 21, 28, 35 napos
és felndtt allatokban is) expresszalodik és foszforilalodik. Osztradiol kezelés
hataséara az Akt foszforilacié fokozddik ivaréretlen (28 napos) és felnétt patkanyok
uteruszaban. Az E2 indukalta Akt foszforilald gatolhaté mind az ER antagonista ICI
182,780-nal, mind pedig a PI3K gatlo Wortmanninnal, tehat ER és PI3K fliggd uton
zajlik.

A FOXOLI transzkripcids faktor expresszalodik ivarérett patkanyok uteruszaban.

26 &5 Thr**-csoportjainak foszforilacidja eltéréen valaszol E2

Ezen fehérje Ser
kezelésre ¢és a PI3K Wortmanninnal torténd gatlasara. A Ser™°-csoport
foszforilacidja korabban fokozodik, mint, a Thr?*-¢. Ugyanakkor az utdbbi
érzékenyebb a PI3K gatlasdra. Wortmannin kezelés hatékonyabban csokkenti a
pThr** -FOXO1-et, mint a pSer**-FOXO1 szintjét.

A FOXO1 Ser**-on foszforilalt formaja elsdsorban a magban detektalhaté mind
a kontroll, mind pedig az E2 kezelt 4llatok uteruszaban. Ezzel szemben a Thr**-en
foszforilalt forma a citoplazmaban helyezkedik el.

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

A CD1 expresszid E2 kezelés hatdsara Wortmannin érzékeny modon fokozodik,
tehat az E2 ezen hatasaban szerepe van egy PI3K-fiiggd utvonalnak. A Fasl
expressziojat az E2 kezelés és a PI3K gatlasa is csokkenti.

A human myometrium és myoma szovetmintdk vizsgéilata sordn azt talaltuk,
hogy a vizsgalt survival faktorok (Akt, pSer473Akt ¢s Bcl-2) szintje magasabb a
myomaban, mint a kdrnyez6 myometriumban, és a menopausa utan lecsokken. A
proapoptotikus hatdsu Bax fehérje szintje a myomaban a menopausa utidn
megemelkedik. Ezek a valtozasok 0sszhangban vannak azzal, hogy menopausa utdn

a myoma regresszidja figyelhetd meg.
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Munkank jelentdsége abban rejlik, hogy in vivo rendszereken vizsgaltuk a PI3K-
Akt-FOXO1 ttvonalat. Bar szamos munka foglalkozott kordbban ezen tutvonal
felderitésével, viszonylag kevés olyan volt koztik, ami az uteruszban betoltott
szerepét vizsgalta. Az allatkisérletekbdl és a human szovetmintak vizsgalatabol nyert
adatok ezen rendszerek Osszetettsége miatt nehezebben magyarazhatok molekularis
részletességgel, mint az in vitro kisérletek eredményei. Azonban éppen ez az
Osszetettség, az, hogy az uteruszban zajlo valtozasokat in vivo vizsgaljuk, ahol
szamos, részben még ismeretlen faktor szabdlyozasa alatt all, kdzelebb vihet
bennilinket a vizsgalt utvonal szervezetben betoltott fiziologiai és patologiai

szerepének megismeréséhez.
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