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Rövidítések 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 
CD1:   Ciklin-D1 
Cdk:                Ciklin-dependens kináz 
CREB:  cAMP response element binding protein 
DMSO:  Dimetil-szulfoxid 
DNA-PK:  DNS-függő protein kináz 
E2:   17β-ösztradiol 
ER:   Ösztrogén receptor 
ERα:   Ösztrogén receptor alfa 
ERβ:   Ösztrogén receptor béta 
ERE:   Ösztrogén-reszponzív elem 
αERKO:  Ösztrogén receptor alfa ‘knock-out’ 
βERKO:  Ösztrogén receptor beta ‘knock-out’ 
ERE:   Ösztrogén-reszponzív elem 
Fasl:   Fas-ligand 
FOX:   Forkhead-box 
G6Páz:  Glukóz-6 foszfatáz 
gadd45:  Growth arrest and DNA damage-inducible 45 
GPR30:  G-protein coupled receptor-30 
GSK3β:  Glikogén szintáz kináz-3 béta 
HRP:               Horseradish peroxidase 
ILK:   Integrine linked kinase 
LPL:   Lipoprotein lipáz 
MnSOD:  Manganáz-szuperoxid dizmutáz 
MAPK:  Mitogen activated protein kinase 
NGF:   Nerve growth factor 
eNOS:  Endotéliális nitrogen-monoxid szintáz 
p130:   Retinoblastoma-like protein 2 
p27kip1:  Kinase interacting protein 1 = cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 
PDHK 4:  Piruvát dehidrogenáz kináz 4 
PDK1:  Foszfatidilinozitol 3-foszfát dependens kináz-1 
PH:   Pleckstrin homology 
PI3K:   Foszfatidilinozitol-3 kináz Iα  
PKB:   Protein kináz B 
PLK:   Polo-like kináz 
SDS:   Nátrium-dodecil-szulfát 
SGK:   Serum and glucocorticoid induced kinase 
SHIP:   SH2 Domain-containing Inositol 5'-Phosphatase 
SP1:   Selective promoter factor 1 
c-src:   Cellular-src 
TBS:               Tris-Buffered Saline 
YAP:   Yes-associated protein of 65 kDa 
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1. Bevezetés 

 

Az ösztradiol (E2) hatásait az ösztrogén receptorokon (ER) keresztül fejti ki. 

Elsőként a human ER cDNS-ét izolálták (Green S et al., 1986), röviddel a 

glukokortikoid receptor (Hollenberg S M et al., 1985) után. Ezidőtájt izolálták a 

tiroid receptor cDNS-ét is (Weinberger C et al., 1986). Hamarosan világossá vált, 

hogy ezek (és a többi, később felfedezett nukleáris receptor) egy új nagycsaládot 

alkotnak, a nukleáris receptorok nagycsaládját (Weinberger C et al., 1987). A 

nukleáris receptorok általános szerkezete igen konzervált. N-terminális végükön egy 

A/B domén található, amit a DNS-kötő domén követ. A DNS-kötő domént a ligand-

kötő doménnel egy összekötő szakasz kapcsolja össze. Az ER molekulák C-

terminális végén egy - nem minden nukleáris receptorban jelenlévő -  rövid F-domén 

van. Legalább két aktivátor funkciós szakasz található az ER-okon: az A/B domén 

tartalmaz egy vagy két ligandfüggetlen transzripciós aktivátor funkciót (AF I), a 

ligand-kötő domén pedig egy, a ligandfüggő transzkripciós aktivitásért felelős 

funkciót (AF II, Gronemeyer H et al., 1987).  

Az A/B domén a legkevésbé konzervált a nukleáris receptorok között, és ennek a 

doménnek a szerkezete a legkevésbé ismert jelenleg. Régebben - viszonylag kevés 

adat birtokában - meglehetősen rendezetlen szerkezetűnek gondolták. Azonban az 

utóbbi években intenzívebben kezdték kutatni, és kiderült, hogy - bár nincs egy 

olyan egységes szerkezete, mint a ligand-kötő doménnek - mégsem rendezetlen 

struktúrájú, hanem rövidebb rendezett szakaszokból épül fel (Lavery D N, McEwan 

I J, 2005). Ez a domén tartalmazza a molekula foszforilációs helyeinek túlnyomó 

többségét, és elsősorban regulációs szerepe van, valamint az ER ligandfüggetlen 

aktivációjáért felelős. 

A DNS-kötő domén szekvenciája a legkonzerváltabb a nukleáris receptorok 

között. Két cink-ujjat tartalmaz, amelyek a közül az első (N-terminálisan 

elhelyezkedő) a megfelelő DNS szekvencia felismerésében és a DNS kötésben 

játszik szerepet, míg a második a receptor dimerizációjában.  

Az összekötő szakasz egyrészt lehetővé teszi a DNS-kötő és a ligand-kötő domén 

egymástól viszonylag független elmozdulását, szerkezetének változását, másrészt 

pedig tartalmaz egy nukleáris lokalizációs szekvenciát. Ezen kívül az összekötő 
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szakasz N-terminális része szerepet játszik a DNS felismerésben, a C-terminális 

vége pedig a transzkripciós kofaktorok kötésében. 

A ligand-kötő domén túlnyomórészt alfa-hélixekből áll, és nagymértékben 

rendezett szerketetű. Az alfa-hélixek egy hidrofób ligandkötő zsebet képeznek, 

amibe beleillik a megfelelő ligand (agonista vagy antagonista). A ligand kötődése 

után egy alfa-hélix (a 12-es) „csukódik” a ligand fölé (Tanenbaum D M et al., 1998). 

Agonista esetében ez a szerkezeti változás olyan kötőhelyet tesz szabaddá, amely 

transzkripciós koaktivátorokat köt meg. Ha antagonista kötődik a receptorhoz, akkor 

másképp „csukódik” rá a 12-es alfa-hélix, a koaktivátor kötőhely rejtve marad, és a 

receptor inkább antagonistákat köt meg. Az ER különböző ligandjainak eltérő 

mértékű, és sokszor sejttípustól és szövettől függő agonista és antagonista hatásuk 

van (ezért szelektív ösztrogén receptor modulátoroknak hívják őket). 

Az E2 többféle módon is befolyásolhatja a sejtek életfolyamatait. Legrégebben 

ismert hatásmechanizmusa a „klasszikus” ösztrogénhatás. Ennek során az E2 olyan 

gének transzkripcióját serkenti, amelyek promóter régiójában ösztrogén-reszponzív 

elemek találhatók. (Ezek olyan, 13 bázispárnyi palindrom szekvenciák, amelyekhez 

nagy affinitással kötődik az ER.) Röviden, az E2 az ER-hoz kapcsolódik, majd az 

ER-E2 komplex a sejtmagba transzlokálódik, ahol dimerizálódik, és ösztrogén-

reszponzív elemekhez kötődik. A DNS-hez kötődött, ligand-aktivált ER dimer 

számos koaktivátor, a transzkripció beindítását elősegítő fehérje, pl.: CREB (Smith 

CL et al., 1996), AIB1 (Anzick SL et al., 1997), CARM1 (Lee Y H et al., 2005), 

SRC-1 (Onate SA et al., 1995), GRIP1 (Norris J D et al., 1998) segítségével kialakít 

egy preiniciációs komplexet, ami végül az adott gén transzkripciójának a 

fokozódásához vezet (Shibata H et al., 1997). 

Az ligand-aktivált ER olyan gének transzkripcióját is serkentheti, amelyek 

prómoter régiójában nincsenek teljes ösztrogén reszponzív elemek. Erre a két 

legismertebb példa az ER együttműködése az AP1 vagy az SP1 transzkripciós 

faktorokkal.  Az SP1 útvonal esetében egy fél ösztrogén-reszponzív elem található 

egy SP1 kötőhely mellett, és egy ER-SP1 dimer alakul ki ezen a hibrid 

transzkripciós faktor kötőhelyen, ami serkenti a gén transzkripcióját (Salvatori L et 

al., 2003). Az AP1 útvonal során az ER nem közvetlenül a DNS-hez, hanem az AP1-

hez kapcsolódik, és azon keresztül, indirekt módon kötődik a DNS AP1-kötő 
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helyeihez. Ezen a módon AP1 kötőhellyel rendelkező promóterek működését is 

befolyásolhatja az E2 (Gaub, M et al., 1990).  

Kuiper és munkacsoportja 1996-ban klónozott egy másik ER-t, az ER betát (ERβ, 

Kuiper G G et al., 1996). Az ERα és ERβ között nagyfokú hasonlóság van (a DNS-

kötő doménjük 97%-os, a ligand-kötő doménjük 60%-os homológiát mutat), tehát 

két ER altípusról van szó. Altípusokat más szteroid receptoroknál is azonosítottak, 

azonban azok esetében a különböző altípusok egyetlen génről íródnak át, és 

alternatív promóterhasználat, vagy alternatív splicing útján képződnek. Ezzel 

szemben az ERα és ERβ két különböző gén terméke. Bár a két receptor mind 

szerkezetében, mind pedig szekvenciájában meglehetősen hasonlít egymáshoz, 

hatásuk némileg eltérő, amire a legbeszédesebb példát az ER kiütött (αERKO és 

βERKO) állatok eltérő fenotípusos jellegzetességei szolgáltatják (Hewitt S C et al., 

2005). Ezekből a kísérletekből úgy tűnik, hogy az ERα felelős az E2-nak az 

emlőmirigyek fejlődésére gyakorolt hatásáért, az LH termelésre gyakorolt gátló 

hatásáért, az uterusz normális fejlődéséért és E2 érzékenységéért, valamint hím 

állatokban a normális sperma termelésért. A fenti folyamatok βERKO állatokban 

(ahol az ERβ hiányzik, de az ERα jelen van) normális módon, vagy némileg 

csökkent hatékonysággal, de lejátszódnak. Az αERKO állatok teljesen 

terméketlenek mindkét nemben, ezzel szemben a βERKO hímek termékenysége 

normális, a βERKO nőstények pedig, bár ritkábban esnek teherbe és az alomszámuk 

is kisebb, mint a vad allélt hordozó anyáké, de szaporodóképesek. A szaporodási 

viselkedésformák ugyancsak sérültek az αERKO-, és normálisak a βERKO 

állatokban. Az emlőkben és a májban például csak az ERα, a gasztrointesztinális 

rendszerben pedig csak az ERβ expresszálódik, a legtöbb szövetben mindkét altípus 

jelen van, bár a két ER altípus expressziójának mértéke és egymáshoz viszonyított 

aránya sejttípusonként különböző, és az egyedfejlődés során is változhat (Weihua Z 

et al., 2000). Felnőtt uteruszban az elsődleges ER az ERα, és itt az ERβ inkább az 

ERα negatív regulátoraként működik (Weihua Z et al., 2000). Azonban a két ER 

altípus szöveti eloszlása nem magyarázza az α és βERKO állatok között 

tapasztalható különbségeket. E különbségek alapját inkább a két ER altípus által 

kiváltott hatások között kell keresnünk.  
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Az ER-ok képezhetnek homo- és heterodimereket is. A különböző dimerek 

vizsgálata lehetőséget nyújt a két ER altípus transzkripciós hatásainak vizsgálatára. 

Mivel az ERα és az ERβ DNS-kötő doménje 97%-os egyezést mutat, ugyanazt a 

DNS szekvenciát ismerik fel. Azonban az A/B doménjük közötti különbség elég 

nagy ahhoz, hogy az eltérő transzkripciós hatásokra magyarázatul szolgáljon. 

Kimutatták, hogy az ERβ A/B doménjében található AFI aktivitása igen gyenge, és 

ez a domén tartalmaz egy transzkripciós represszor funkciót, aminek segítségével 

gátolni képes az ERα transzkripciós aktivitását (Hall J M, McDonnell D P, 1999). 

Az ERβ nem csak heterodimer formában gátolhatja az ERα aktivitását. Egyes AP1 

kötő helyeken, amiket az ERα aktivál, represszorként működik (Paech K et al., 

1997). Fontos felismerés volt, hogy az ERα-ERβ heterodimer transzkripciósan akkor 

is aktív, ha csak az egyik partner képes ligand kötésre, azonban mindkét AFII 

régióra szükség van, tehát a két partner mintegy egymást kiegészítve, egy 

minőségileg új egységet alkotva fejti ki a hatását (Tremblay G B et al., 1999).  Újabb 

vizsgálatok megerősítették, hogy az ER heterodimerek nem egyszerűen a két ER 

altípus keverékei, hanem saját, mindkét homodimertől eltérő hatással vannak a 

sejtek transzkripciójára (Monroe D G et al., 2005; Liu Y et al., 2008). 

A fenti, genomikus hatások közös jellemzője, hogy megváltoztatják a sejtek 

transzkripciós mintázatát azzal, hogy bizonyos gének expresszióját szelektíven 

fokozzák. A fiziológiás hatásokért ezen gének termékei a felelősek. Vannak azonban 

olyan sejtélettani változások, amelyek túl gyorsan zajlanak le ahhoz, hogy 

génexpressziós változásokkal magyarázni lehetne őket, vagy transzkripciót gátló 

anyagok jelenlétében is lezajlanak. Ilyen gyors változások például a Ca2+ csatornák 

nyílása (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 útvonalak aktiválódása. Ezekről 

az E2 kiváltotta gyors, nemgenomikus válaszokról régóta tudtak, azonban nem voltak 

ismertek az ezek hátterében meghúzódó molekuláris folyamatok. Az E2 elsőként 

felderített nemgenomikus mechanizmusa a foszfatidilinozitol-3 kináz (PI3K) 

aktiválódása volt. Simoncini és munkacsoportja kimutatta, hogy a ligand aktivált ER 

fizikailag hozzákapcsolódik a PI3K katalitikus alegységéhez, és aktiválja azt 

(Simoncini T et al., 2000). A PI3K aktiválódása igen fontos a sejtek túlélése 

szempontjából, ugyanis serkenti az antiapoptotikus folyamatokat és a sejtosztódást.  
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A régebbi, genomikus és nemgenomikus elnevezés helyett helyesebb nukleárisan 

kezdődő és extranukleárisan kezdődő útvonalakról beszélni, ugyanis az újabb 

kutatások tükrében egyre nyilvánvalóbb, hogy a nemgenomikus hatások egyrészt 

módosítják a genomikus hatásokat azáltal, hogy bizonyos transzkripciós faktorokat 

aktiválnak, másokat inaktiválnak, másrészt pedig mintegy „előkészítik a terepet” a 

későbbi, genomikus hatások számára. Neuroblasztóma sejteken végzett vizsgálatok 

szerint ha az E2 kezelés előtt bionyos idővel BSA-val konjugált E2-t kapnak a 

sejtek, akkor az felgyorsítja az E2 transzkripciós hatásainak kifejlődését (Vasudevan 

N et al., 2005). Ugyanakkor a nemgenomikus útvonalak aktiválása önmagában is 

előidéz transzkripciós változásokat a sejtben. Erre az egyik legközvetlenebb példát a 

PI3K-Akt-FOXO1 útvonal szolgáltatja (1. ábra). Ezt az útvonalat a növekedési 

faktorok citoprotektív hatásának vizsgálata kapcsán fedezték fel. 1995-ben 

megfigyelték, hogy a NGF nem képes kifejteni antiapoptotikus hatását, ha a PI3K 

gátolva volt (Yao R, Cooper GM, 1995). A PI3K egy lipid-fehérje kináz, ami a 

sejtmembránban található foszfatidilinozitol 4,5-difoszfátot az inozitol gyűrű 3-as 

szénatomján foszforilálva foszfatidilinozitol 3,4,5-trifoszfátot állít elő. (Ennek egy 

része lipid foszfatázok, például a SHIP által foszfatidilinozitol 3,4-difoszfáttá 

defoszforilálódhat). A keletkezett 3-foszfoinozitidek PH doménnel rendelkező 

fehérjéket kötnek meg, amelyek így a sejtmembránhoz lokalizálódnak. A 3-

foszfoinozitidek által regulált fehérjéket vizsgálva megállapították, hogy a PI3K 

gátlásakor tapasztalható fokozott apoptotikus hajlamért elsősorban az Akt (PKB) 

csökkent aktivitása felelős (Kulik G et al., 1997). A további kutatások feltárták az 

Akt aktiváció részleteit. Röviden, a 3-foszfoinozitidek hatására az Akt és a PDK1, 

amelyek mindketten a szerin-treonin kinázok AGC családjába tartoznak, a 

membránhoz lokalizálódik. Miután a PDK1 a 3-foszfoinozitidek révén az Akt 

közelébe került, foszforilálja annak 308-as treonil oldalláncát. A 3-foszfoinozitidek 

nem csak a két fehérje kolokalizációján keresztül serkentik az Akt foszforilációját, 

hanem az Akt konformációját megváltoztatva hozzáférhetővé teszik - az addig a PH 

domén által elfedett - Thr308 csoportot a PDK1 számára. A 308-as treonil 

aminosavmaradék foszforilációját követően az Akt Ser473 csoportja is foszforilálódik 

(Bellacosa A et al., 1998). Az, hogy a Ser473 foszforilálását melyik enzim végzi, még 

nem teljesen tisztázott. A DNA-PK-ról (Feng J et al., 2004), 
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1. ábra Az ER-PI3K-Akt útvonal vázlata (magyarázat a szövegben). 
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az ILK-ról (Troussard A A et al., 2003) és a PDK1-ről is kimutatták, hogy bizonyos 

körülmények között képesek ezt a csoportot foszforilálni. A foszforilációk hatására 

az Akt aktiválódik, és számos egyéb fehérjét foszforilálva (pl.: Bad, GSK3β, eNOS, 

CREB, YAP) aktiválja az antiapoptotikus, és gátolja a proapoptotikus folyamatokat, 

illetve serkenti a sejtosztódást. 

A fent vázolt PI3K-Akt útvonal működését számos sejtvonalban és több 

szövetben is bizonyították. Ezen kívül kimutatták, hogy az inzulinon és növekedési 

faktorokon kívül az E2 is aktiválhatja ezt a jelátviteli utat, és számos szövetben 

valószínűleg ez az útvonal mediálja (legalább részben) az E2 antiapoptotikus hatását 

(Honda K et al., 2000). 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 

(Simoncini T et al., 2000), még nem bizonyított, hogy ez a mechanizmus szerepet 

játszik a PI3K aktiválásában uteruszban in vivo. Még az sem eldöntött kérdés, hogy 

a klasszikus ER (egy, a sejtmembrán közelében elhelyezkedő szubpopulációja) 

mediálja-e az E2-nak a PI3K aktiváló hatását, vagy pedig egy más szerkezetű, 

“nemklasszikus” ER. A kutatások nagy része az első eshetőséget támasztja alá. Az 

ERα egy splice variánsa, aminek az N-terminális része hiányzik, részben a 

sejtmembránnál helyezkedik el (Li L et al., 2003), és hatékonyabban mediálja az E2 

nemgenomikus hatásait, mint a teljes hosszúságú ERα. Azonban nemrégiben 

azonosítottak egy G-protein kapcsolt receptort, a GPR30-at (Filardo E J et al., 2000), 

ami bizonyos kísérleti rendszerekben membrán ösztrogén receptorként működik. A 

kutatások jelenlegi állása szerint az tűnik a legvalószínűbbnek, hogy az E2 sejt- 

illetve szövettípusokként eltérő receptor(ok) segítségével indítja el az extranukleáris 

jelátviteli kaszkádokat. 

Endothel sejtekben a PI3K-Akt útvonal fontos szabályozója a nitrogén-monoxid 

szintáznak (Haynes M P et al., 2000). Az Akt fontos szubsztrátját képezik a FOXO 

proteinek, amelyek a transzkripciós faktorok FOX családjába tartoznak (Kaestner K 

et al., 2000). A FOX család valamennyi tagjának jellegzetes DNS-kötő doménje 

(FOX domén) van, amit az alakja után “szárnyas hélix” doménnek is neveznek. Mint 

transzkripciós faktorok, hatásaikat a sejtek transzkripciós mintázatának módosításán 

keresztül fejtik ki. A p27kip1 (Medema R H et al., 2000), a Ciklin-G2 (Martinez-
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Gac L et al., 2004) vagy a gadd45 (Tran H et al., 2002) expressziójának fokozásával, 

illetve a D típusú ciklinek expressziójának gátlásával (Schmidt M et al., 2002) 

leállítják a sejtciklust, a p130 szintjének emelésével a sejtek G0 fázisba való 

belépését segíti elő (Kops G J, 2002 A), míg a ciklin-B, a PLK és más fehérjék 

koordinált expressziójával biztosítják a mitózis zavartalan lefolyását (Alvarez B et 

al., 2001). Azonban a FOXO fehérjék hatása nem csupán a sejtciklus szabályozására 

korlátozódik. A kataláz, vagy a MnSOD szintjének emelésével az oxidativ stressz 

elleni védekezést segítik (Kops G J et al., 2002 B), míg a Bim-1 és a Fasl fokozott 

expresszióján keresztül proapoptotikus hatást fejtenek ki (Gilley J et al., 2003). Ezen 

kívül a FOXO transzkripciós faktorok serkentik egyes, az anyagcserében szerepet 

játszó enzimek expresszióját, mint például a PDHK 4-ét, a LPL-ét, vagy a G6Pázét 

(Schmoll D et al., 2000).  

A FOXO fehérjék transzkripciós aktivitását az expresssziójuk és lebomlásuk 

mértéke, illetve a rajtuk végrehajtott poszttranszlációs módosítások befolyásolják. 

Expressziójuk sok szövetben viszonylag állandó, de például endometriumban 

progeszteron hatására fokozódik (Labied S et al., 2006). Féléletidejüket a 

foszforiláció és az ezt követő nukleáris exklúzió lényegesen lerövidíti (Matsuzaki H 

et al., 2003). A FOXO proteineken számos foszforilációs és acetilációs hely van, 

amelyek közül az aktivitás szempontjából legfontosabbak az Akt érzékeny 

csoportok, amelyek a FOXO1 esetében a Thr24, a Ser256, és a Ser319 aminosav 

oldalláncok. Bár mindhárom csoport egy-egy Akt érzékeny konszenzus 

szekvenciában található, in vivo az Akt nagyobb specificitást mutat a Thr24 és a 

Ser256 oldalláncokra, mint a Ser319 csoportra (Brunet et al., 2001). 

 Az E2 hatását a PI3K-Akt útvonalra intenzíven kutatják különböző 

sejtkultúrás modellek segítségével, azonban az in vivo vizsgálatok száma lényegesen 

kisebb. Ez több dologra vezethető vissza: igen nehéz elkülöníteni szövetmintában az 

E2 un. korai és késői, genomikus hatásait, másrészt pedig  az élő szervezetben a 

hormonok ill. a hormonok által kiváltott válaszreakciók intenzív “crosstalk”-ja 

zajlik, és ezen hatásoknak a szétválogatása, elkülönítése igen nehéz. Az in vivo 

vizsgálatok hiánya rendkívül sajnálatos, mert az egyes sejttípusokban megfigyelhető 

jelenségeket, törvényszerűségeket a fentebb említett kölcsönhatások miatt nem lehet 

az egész szövetre általánosítani, ezért egyedül az in vitro vizsgálatok ereményeiből 
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nem, vagy csak igen nagy fenntartással következtethetünk egy-egy szövet (pl. 

endometrium) betegségének patomechanizmusára, ill. az adekvát terápiás tennivaló 

kiválasztására.   

Az orvosi kutatások egyik legfontosabb modellállata a Laboratóriumi patkány 

(Rattus norvegicus), az E2 hatás egyik legfontosabb célszerve pedig az uterusz. Az 

uteruszban a sejtproliferáció, differenciálódás és programozott sejthalál folyamata az 

ivarérett kor kezdetétől - patkány esetében az állat haláláig - ciklusosan ismétlődik, 

és egyik fontos regulátora az E2. Ezért munkánkban patkány uteruszban vizsgáltuk 

az E2-nak a PI3K-Akt-FOXO1 útvonalra gyakorolt hatását. 
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2. Célkitűzések 

 

Vizsgálataink során az alábbi kérdésekre kerestük a választ: 

  

1.          Expresszálódik és foszforilálódik-e az Akt patkány uteruszban. Amennyiben 

igen, akkor az expresszió illetve a foszforiláció mértéke változik-e akut E2 kezelés 

hatására?  

  

2.          Hogyan alakul az egyedfejlődés folyamán az Akt expressziója, 

foszforilációja és E2 érzékenysége? 

  

3.          Patkány uteruszban az E2-nak az Akt foszforilációra gyakorolt hatását az 

ERα mediálja-e, vagy esetleg egy más szerkezetű, nemklasszikus ösztrogén 

receptor?  

  

4.          Az Akt az uteruszban PI3K függő, vagy pedig egy alternatív úton 

aktiválódik?  

  

5.          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?  

  

6.          Milyen hatással van az E2 kezelés és a PI3K gátlása a CD1 és a Fasl mRNS 

szintjére, és az uterusz vízimbibíciójára? 

 

7.    Milyen jellegzetességei vannak az Akt expressziónak és aktivációnak humán 

uterusz szövetben a menstruációs ciklus alatt  és menopauzában? 
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3. Módszerek 

 

3.1. Anyagok 

 

A 17-β ösztradiolt, Wortmannint, DMSO–t, Na-ortovanadátot, SDS-t, BSA-t, 

glicint a Sigma-tól (Sigma, St. Louis, MO, USA), a Tris–Cl-t, EDTA-t, 

Merkaptoetanolt, glicerolt, Nátrium-kloridot a Reanal-tól (Reanal, Budapest, 

Magyarország), az etanolt, metanolt a Spektrum-3D-től (Spektrum-3D, Budapest, 

Magyarország), az ICI 182,780-at a Tocris-tól (Tocris Cookson Ltd., Northpoint, 

UK) az ECL-t pedig a Pierce-től (Pierce, Rockford, IL, USA) vásároltuk. A sovány 

tejport az Insantpack KFT gyártotta (Instantpack KFT, Berettyóújfalu, 

Magyarország). Az elsődleges antitestek mind nyúlban termelt poliklonális 

antitestek, gyártójukat és egyéb fontos tulajdonságaikat az I. Táblázat tartalmazza. A 

többi vegyszert a BioRad-tól (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

vásároltuk. 

 

3.2. Állatok 

 

Kísérleteinkhez fejlődésben lévő és felnőtt nõstény 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 végeztük. 

 

3.3. 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 dimetil-

szulfoxidban (DMSO) 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 alábbi módon: éter narkózis alatt egy vágást ejtettünk az állatok jobb oldalán, az 

ovariektómia után maradt heg mellett, a vágáson keresztül benyúlva csipesszel 

megkerestük az uteruszt, majd az uterusz szarv végét kihúztuk, és egy hegyes végű 
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Hamilton fecskendővel bejuttatuk az anyagot az uterusz lumenébe. A 17-β 

ösztradiolt (E2) 25%-os etanolban oldottuk fel, és intraperitoneális injekcióval adtuk 

be az állatoknak. Ahol nem jeleztük külön, ott az alkalmazott E2 dózis 10 µg/100 g 

tt. volt. Oldószerként 25%-os etanolt használtunk. A kísérletek végén az állatokat 

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

külön-külön lefagyasztottuk, és felhasználásig −80 oC -on tároltuk.  

 

 

 
 gyártó Katalógus 

szám 

A fel ismer t epitop* Mely fajokra 

specifikus 

anti-Akt Sigma, St. Louis, MO, USA P 1601 Az Akt 1 és Akt 2 fehérje C-

terminális részét  

ember, patkány, 

egér, marha 

anti-pSer473-

Akt** 

Sigma, St. Louis, MO, USA P 4112 Az Akt 1 Ser473-on foszforilált 

formáját 

ember, patkány, 

egér, marha 

anti-pSer473-

Akt*** 

Cell Signaling Technology 

Inc.,  

9271 Az Akt Ser473-on foszforilált 

formáját 

ember, patkány, 

egér, hörcsög, csirke 

anti-pThr308- 

 Akt 

Sigma, St. Louis, MO, USA P 3862 Az Akt 1 (és feltehetőleg az Akt 2) 

Ser473-on foszforilált formáját  

ember, patkány, 

egér, marha, csirke 

Anti-pThr24-

FOXO1 

Cell Signaling Technology 

Inc., 

9464 A FOXO1 Thr24-en foszforilált 

formáját 

ember, patkány, egér 

anti-pSer256-

FOXO1 

Cell Signaling Technology 

Inc., 

9461 A FOXO1 Ser256-on  foszforilált 

formáját 

ember, patkány, egér 

anti-Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology Sc509 

 

A Blc2 fehérjét ember, patkány, 

anti-Bax Santa Cruz Biotechnology Sc526 A Bax fehérjét ember, patkány 

Anti-ERα Santa Cruz Biotechnology Sc7207 Az Erα fehérjét ember, patkány 

anti-aktin Sigma, St. Louis, MO, USA A 2103 Az aktin N-terminális 10 aminosava 

által alkotott epitopokat  

ember, patkány, 

egér, hörcsög, béka 

 

 
 
 
 I. táblázat: A munkánk során használt antitestek főbb tulajdonságai.  

 *Az aminosavak számozása a patkány fehérje aminosavszekvenciáján alapul.  

 **Ezt az antitestet az eredmények 4.1.1. és 4.1.2. pontjaiban szereplő kísérleteknél 

használtuk.  

 ***Ezt az antitestet az eredmények 4.1.3. pontjában szereplő és az azt követő 

kísérleteknél használtuk.  
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3.4. 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 -80 oC-on szállítottuk és 

tároltuk felhasználásig. 

 

3.5. Western blot 

 

A mintákat 4 oC-on elhomogenizáltuk 1 ml/100 mg szövet I-es pufferben (50 mM 

Tris–Cl (pH 8,0), 1 mM Na-ortovanadát), majd hozzáadtunk 1 ml/100 mg szövet II-

es puffert (10 mM Tris–Cl (pH 8,0), 1 mM EDTA, 1 % SDS, 5 % merkaptoetanol, 

40 % glicerol), és további 10-15 másodpercig homogenizáltuk. A 

homogenizátumokat 5 percig főztük, majd centrifugáltuk. A felülúszókat -20 oC -on 

tároltuk. A mintákat poliakrilamid gélre vittük fel, elektroforetizáltuk, majd a 

szétfuttatott fehérjéket nitrocellulóz membránra blottoltuk át. A membránokat egy 

órát blokkoltuk blokkoló pufferben (5 % sovány tejpor TBS-ben), majd elsődleges 

antitesttel kezeltük őket. Az elsődleges antitesteket 5 % BSA-t és 0,2 % TWEEN 20-

at tartalmazó TBS-ben hígítottuk. Másodlagos antitestként nyúl ellenes, HRP-zal 

konjugált antitestet használtunk. A HPR szubsztrátjaként ECL-t használtunk. 

Loading kontrollként aktint használtunk.  
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3.6. Szubcelluláris frakciók  elválasztása 

 

Az egész procedúrát 4 oC -on végeztük. 1 ml izoláló pufferbe (250 mM 

szacharóz, 1 mM EGTA, 5 mM TRIS (pH 7,5)) 5 µl proteáz gátló keveréket, 5 µl 

nátrium-ortovanadátot (50 mM-os törzsoldat desztillált vízben), és 100 µl EDTA-t 

(500 mM desztillált vízben, pH 8,0)  pipettáztunk, ebbe a pufferbe (A puffer) 50-100 

mg fagyasztott szövetet tettünk, felolvadás után késes homogenizátorral kb 1 mm3-

es darabokra vágtuk, majd potterrel homogenizáltuk. Ezután centrifugáltuk (750 g, 

15 perc, 4oC-on). Az így nyert felülúszó a citoplazmában gazdag durva 

homogenizátum. A csapadékot felvettük 1 ml A pufferbe, adtunk hozzá 50 µl Triton 

X-100-at, azután újra késes, majd teflonos homogenizátorral homogenizáltuk, és 

ismét centrifugáltuk. Az üledék lett a sejtmagban gazbag durva homogenizátum. 

Erre 1 ml A puffert pipettáztunk, majd annyi triklór-ecetsavat (TCA) raktunk bele, 

hogy 8 % legyen a koncentrációja. Ugyancsak 8 % TCA-t tettünk a  citoplazmában 

gazdag durva homogenizátumba. Mindkét frakciót 10 percig jégben inkubáltuk, 

majd centrifugáltuk (10 000 g, 10 perc, 4 oC-on), a csapadékot háromszor mostuk     

-20 oC-os acetonnal, majd felvettük a Western blotnál használt I-es és II-es puffer 

1:1 arányú keverékébe. 

 

3.7. Kvantitatív RT PCR 

 
A hagyományos és a kvantitatív PCR-hoz használt primerek szekvenciája a II. 

táblázatban látható. A mintákból TRIzol reagenssel total RNS-t izoláltunk, és ezt 

használtuk a reverz transzkripció templátjaként. A reverz transzkriptáz reakció 4 µl  

5 x-es iscript reakciómixet, 1 µl iscript reverz transzkriptázt, 1 µg RNS templátot és 

annyi RNS mentes vizet tartalmazott, hogy a végtérfogat 20 µl legyen. Először az 

RNS mentes vizet és az RNS-t mértük be, 10 percig 65 oC-on inkubáltuk, majd 

hozzáadtuk a puffert és az enzimet. A reverz transzkripciót a következő programmal 

végeztük: 5 min 25 oC-on, 30 min 42 oC-on és 5 min 85 oC-on.  

A kész cDNS tisztaságát hagyományos PCR segítségével ellenőriztük. Ennek 

sorána a reakcióelegy (2 µl 10 x-es Taq polimeráz puffer, 2 mM MgCl2, 0,2 mM 

minden egyes dNTP-ből, 0,5 µM forward primer, 0,5 µM reverse primer, 12 µl 

RNáz mentes desztillált víz, 2 µl Taq polimeráz) összeállítása után az alábbi 
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programot alkalmaztuk: denaturálás 1 min 94 oC-on, majd 45 amplifikációs ciklus 

(30 sec 92 oC-on, 20 sec 50 oC-on, 1 min 72 oC-on), és a végső lánchosszabbítás       

5 min 72 oC-on. 

A kvantitatív PCR-hoz SyBr Green Supermixet használtunk a termék leírásának 

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

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

végül 1 min 72 oC-on. Befejezés után melting curve analízist végeztünk (65 oC-ról 

0,5 oC-os lépésenként 95 oC-ra melegítettük a reakcióelegyet, és minden egyes 

hőmérsékletemelés után beiktattunk egy plate read-et). A kapott eredményeket a 

∆∆CT Livak módszerrel értékeltük. 

 
 

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 

CD1 
forward primer 

5’TAGGGCTGGTAGCATGAGGT 3’ 

CD1 
reverse primer 

5’ CACGGTCCCTACTTCCAAAC 3’ 

 
NM_171992 

Fasl 
forward primer 

5’ TCTGGTTGGAATGGGGTTAG 3’ 

 
 
 
 
 
QT PCR-hoz 

Fasl 
reverse primer 

5’ TTGGTTTCAGAGGGTGTGC 3’ 

 
NM_012908 

 
II. táblázat: A munkánk során használt primerek szekvenciája. 

 
3.8. Statisztika 

 

A Western blotok 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. Az oszlopábrák az átlagokat és a standard devianciát mutatják. 
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4. Eredmények 

 

4.1 A PI3K-Akt jelátviteli út jellegzetességei patkány uteruszban (Lengyel F et 

al., 2004; Lengyel F  et al, 2007) 

 

 A sejtciklus regulációjában fontos szerepe van a PI3K-Akt útvonalnak (Liang J, 

Slingerland JM, 2003). Az Akt általi foszforiláció gátol olyan fehérjéket, amelyek 

leállítják a sejtciklust, mint például a ciklin-dependens kináz inhibitor p21 (Ball K L, 

1997), és p27 (Yang H et al., 2006), a multifunkciós GSK-3 béta (Cross D A et al., 

1995), valamint a proapoptotikus hatású Bax (Yamaguchi H, Wang H G, 2001). 

Ugyanakkor az Akt aktivál bizonyos antiapoptotikus hatású fehérjéket, mint például 

a PED/PEA-15 (Trencia A et al., 2003). A sejtciklus szabályozásán kívül szerepe 

van ennek az útvonalnak az anyagcsere szabályozásában, például az Akt 

szubsztrátjai között szerepel a frutóz-6 foszfát-2 kináz (Deprez J et al., 1997), és a 

fent említett GSK-3 béta, ami a sejtciklus szabályozásában betöltött szerepe mellett a 

glikogén szintézisnek is fontos regulátora. Az Akt-nak szerepe van az angiogenezis 

folyamatában is (Jiang B H, Liu L Z, 2008). 

 Az uterusz pubertás alatti fejlődése és az endometrium reproduktív korban zajló 

ciklikus változásai a sejtciklus pontos szabályozását igénylik. A sztróma és 

epithelsejtek proliferációján kívül új erek képződése, és az anyagcserefolyamatok 

intenzitásának növelése is szükséges. Ezen folyamatok mindegyike - legalább 

részben - a PI3K-Akt útvonal szabályozása alatt áll. Azonban uterusz 

vonatkozásában kevés adatt áll rendelkezésre az útvonal szabályozásával és 

hatásaival kapcsolatban. 

 

4.1.1. Az Akt fejlődő és felnőtt állatokban is expresszálódik, és életkorfüggő 

érzékenységgel foszforilálódik  

 

Elsőként azt vizsgáltuk, hogy az egyedfejlődés során hogyan alakul az Akt 

expressziója és foszforilációja patkány uteruszban. Ehhez fejlődésben lévő, 7, 14, 

21, 28 és 35 napos patkányok uteruszának homogenizátumát elemeztük Western 

blottal. Eredményeink szerint az Akt protein minden vizsgált életkorban azonos 
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mértékben expresszálódik, a foszforilációja azonban életkor függő módon változik 

(2. ábra): 7 és 14 napos állatokban alacsonyabb, 21 napos korban elkezd fokozódni, 

28 napos korban tovább fokozódik, majd 35 napos korban, a hüvelynyílás idején 

(hüvelynyílás ideje: 36 +/-2 nap) éri el maximumát. 
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2. ábra Az Akt/PKB expresszió (insert) illetőleg foszforiláció változása (insert, oszlopok) 7, 14, 
21, 28 és 35 napos patkányok uteruszában Az Akt és a pSer473-Akt szintjét Western blottal 
határoztuk meg. Az oszlopok 3-3 kísérlet átlagát ± SEM mutatják.  
* p<0.05 a 35 napos értékekhez viszonyítva 
# p<0.05 a 28 napos értékekhez viszonyítva 
 

 

A következő lépésben az Akt E2 érzékenységének egyedfejlődés alatti változását 

vizsgáltuk oly módon, hogy 11 napos, hüvelynyílás előtt álló 28 napos, valamint 60 

napos, ovariektomizált állatoknak adtunk E2-t (10 µg/100 g tt.; i.p.). Az Akt 
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foszforilációját pThr308-Akt és pSer473-Akt ellenes antitestekkel vizsgáltuk. Azt 

tapasztaltuk, hogy 11 napos korban az Akt foszforilációt E2 kezelés még nem 

befolyásolta, viszont a 28 és a 60 napos (felnőtt) állatok uteruszában fokozta azt (3. és 

4. ábra). A 28 és a 60 napos állatok uteruszában az Akt E2 érzékenysége nem 

különbözött szignifikánsan (4. ábra).  

 

 

pSer473-Akt

aktin

11 napos 28 napos 60 napos

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

pThr308-Akt

aktin

aktin

Akt

 
 

 
3. ábra Ösztradiol (E2, 10 µg/100 g tt.) kezelés hatásának időfüggése  Akt/PKB protein 
expressziójára és foszforilációjára 11, 28 és ovariektomizált 60 napos patkányok 
uteruszában. Az állatokat öt nappal az ovariektómia után 10 µg/100 g tt. E2–lal kezeltük 
intraperitoneálisan, majd a jelzett időpontokban dekapitáltuk. A vizsgált fehérjék szintjét 
Western blottal határoztuk meg. A kontroll állatokat (K) oldószerel kezeltük. A kísérleteket 
legalább három alkalommal végeztük el hasonló eredményekkel.  



 21

0

50

100

150

200

250

K 15' 30' 60' 90' 2h 6h 24h

28 napos
60 napos

K 15’ 30’ 60’ 90’ 2h     6h    24h

28 napos
60 napos

250

200

150

100

0

50

*

*

pS
er

47
3

-A
kt

 
 
 
4. ábra Ösztradiol (E2, 10 µg/100 g tt.) kezelés hatása az Akt protein foszforilációjára 28 
napos és ovariektomizált 60 napos patkányok uteruszában. Az állatokat öt nappal az 
ovariektómia után 10 µg/100 g tt. E2–lal kezeltük intraperitoneálisan, majd a jelzett 
időpontokban dekapitáltuk. A pSer473-Akt szintjét Western blottal határoztuk meg. A kontroll 
állatokat (K) oldószerel kezeltük. Az oszlopok 3-3 kísérlet átlagát ± SEM mutatják.  
* p<0.05 a kontroll értékekhez viszonyítva 
 
 
 
 
 

Mivel az Akt Thr308 csoportjának foszforilációja megelőzi a Ser473 csoportét, és az 

Akt teljes aktivációjához mindkét csoportnak foszforilált állapotban kell lennie, a 

továbbiakban csak a Ser473 foszforilációját vizsgáltuk. 

 

4.1.2. Az Akt expresszálódik és E2 érzékeny módon foszforilálódik patkány 

uteruszban 

 

Felnőtt, ovariektomizált patkányokat kezeltünk különböző dózisú E2 (1, 10 vagy 

100 µg/100 g tt.) injekcióval. Az állatokat az E2 kezelés után különböző 

időpontokban dekapitáltuk, majd Western blottal vizsgáltuk az Akt fehérje 

mennyiségét, valamint foszforilációjának mértékét.  
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Az Akt minden vizsgált állatban expresszálódott, és szintjét az E2 kezelés nem 

befolyásolta (5. ábra). A fehérje foszforilációját pSer473-Akt ellenes antitesttel 

vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy az szignifikánsan fokozódott két órával az E2 

injekciót követõen.  

A kísérletet különbözõ E2 dózisokkal (1, 10 és 100 µg /100 g tt.) elvégezve 

megállapítottuk, hogy a 10 µg /100 g tt. E2 Akt aktiváló hatását nem fokozta a nagyobb 

E2 dózis, viszont kisebb dózist alkalmazva kicsit megnőtt az injekció beadásától az Akt 

foszforiláció fokozódásáig eltelt idő (5. ábra), így munkánk további részében a            

10 µg/100 g tt. dózisban alkalmaztuk az E2-t. 

 

 

pSer473 -Akt

aktin

pSer473-Akt

aktin

Akt

aktin

K   15’ 30’ 1h   1.5h   2h  6h   24h E2 konc.

10 µg/100 g tt

1 µg/100 g tt

10 µg/100 g tt

pSer473-Akt

aktin
100 µg/100 g tt

 
 

5. ábra Ösztradiol (E2) kezelés hatása az Akt és a pSer473-Akt szintjére felnőtt, 
ovariektomizált patkányokban. Az állatokat öt nappal az ovariektómia után 1, 10 vagy      
100 µg/100 g tt. E2–lal kezeltük i.p., majd a jelzett időpontokban dekapitáltuk. A kontroll 
állatok (K) oldószert kaptak. Az Akt és a pSer473-Akt szintjét Western blottal határoztuk meg. 
A kísérleteket legalább három alkalommal végeztük el hasonló eredményekkel.  
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4.1.3. Az Akt E2 hatására ICI 182,780 érzékeny úton foszforilálódik az 

uteruszban 

 

Korábban kimutatták, hogy az E2 képes a membrántól kiinduló jelátviteli 

kaszkádokat aktiválni klasszikus ösztrogén receptor hiányában is. 1997-ben izoláltak 

egy 7 transzmembrán domén szerkezetű, G-fehérjéhez kapcsolt receptort (GPR30, 

Carmeci C et al., 1997), amiről később kiderült, hogy ösztrogén receptorként 

működhet a sejtben. Ezen receptornak az E2 extranukleáris hatásaiban betöltött 

szerepével kapcsolatban a különböző kísérleti rendszereken végzett kutatások eltérő 

következtetésre vezettek. Ezért megnéztük, hogy milyen szerepe van az ERα-nak a 

mi rendszerünkben az E2 indukálta Akt foszforilációban. Felnőtt patkányokat 

kezeltünk egy órával az E2 beadása előtt 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 (6. ábra). Az ICI 182,780 kezelés önmagában hatástalan volt. 

 

K ICI E2 ICI+E2

pSer4 7 3 -Akt

aktin

 
6. ábra Intraperitoneális ösztradiol (E2, 10 ug/100 g tt.) és/vagy ICI 182,780 (ICI,               
0.1 mg/100 g tt.) kezelés hatása az Akt foszforilációjára (Ser473)  felnőtt patkányok 
uteruszában. Az ICI-t az állatok lefejezése előtt 4, az E2-t pedig 2 órával adtuk, 
intraperitoneálisan. A kontroll állatok az E2 és az ICI oldószerét kapták. A pSer473-Akt és az 
aktin szintjét Western blottal határoztuk meg. A kísérleteket legalább három alkalommal 
végeztük el, hasonló eredményekkel. Reprezentatív blot.  

 

 

  4.1.4. Az Akt patkány uteruszban PI3K függő úton foszforilálódik 

 

Az Akt többnyire a bevezetésben leírt, PI3K függő úton aktiválódik. Azonban az 

Akt aktiváció alternatív útjait is leírták, nagyrész sejtkultúrás rendszerekben. Mivel 

még nem volt ismert, hogy patkány uteruszban milyen úton foszforilálódik az Akt, 
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vizsgálatainkban elemeztük a Wortmannin hatását a PI3K aktivitására az állatok 

uteruszában. Nem ismert a Wortmannin farmakokinetikája, így több módszert is 

kipróbáltunk a bevitelére. Egyes állatoknak automata pipettával a hüvelyébe 

juttattuk, másoknak intraperitoneális injekció, míg megint másoknak intrauterin 

injekció formájában adtuk be. Vizsgálatainkban a Wortmannin hatásának 

detektálására az Akt foszforiláció változását vizsgáltuk. Amennyiben a három közül 

bármelyik Wortmannin kezelés csökkenti azt, az arra utal, hogy a PI3K-nak szerepe 

van az Akt foszforilációjában. Ha nem csökkenti egyik sem, akkor vagy a    

1h 2h 4h 6h0’

K W

K DMSO           K W

15’

30’

1h’
aktin

pSer473-Akt

K W K W K W K W

A.

B.

aktin

aktin

pSer473-Akt

pSer473-Akt

pSer473-

Akt
aktin

 
 
7. ábra Unilaterális Wortmannin (W) kezelésés hatása a pSer473 Akt szintjére felnőtt, 
ovariektomizált patkányok uteruszában. A: Az uterusz jobb szarvába öt nappal az 
ovariektómia után 5 µg Wortmannint injektáltunk. A bal szarvat kontrollként (K) használtuk. 
B: Az uterusz jobb szarvába öt nappal az ovariektómia után 5 µg Wortmannint, vagy 5µl 
oldószert (DMSO) injektáltunk Az állatokat a jelzett időpontokban dekapitáltuk. A bal szarvat 
kontrollként (K) használtuk. A pSer473-Akt szintjét Western blottal határoztuk meg. A 
kísérleteket legalább három alkalommal végeztük el hasonló eredményekkel.  
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Wortmannin nem jut el kellő mennyiségben a sejtekig egyik módszerrel sem, vagy 

pedig PI3K közreműködése nélkül megy végbe az Akt foszforilációja. 

Az uterusz lumenébe a „módszerek”-ben leírt módon beadott Wortmannin          

(5 µg/állat) szignifikáns mértékben csökkentette az Akt foszforilációt, ami azt 

mutatja, hogy ovariektomizált patkányok uteruszában az Akt PI3K függő úton 

foszforilálódik. Mivel a másik két módszerrel bevitt Wortmannin hatástalan volt, a 

továbbiakban minden alkalommal intrauterin injekció útján vittük be a gátlószert az 

állatokba. Időfüggéses kísérletekkel megállapítottuk, hogy a Wortmannin Akt 

foszforilációt csökkentő hatása esetenként már 15 perces kezelés után is jelentős 

volt, azonban az egy órás kezelés jobban reprodukálható eredményt adott. Azt is 

megállapítottuk, hogy a Wortmannin okozta pSer473-Akt szint csökkenés legalább 

négy órán át specifikus marad a kezelt uterusz szarvra, valamint azt, hogy a 

Wortmannin oldószereként használt DMSO nem befolyásolta az Akt foszforiláció 

mértékét (7. ábra). Ezek alapján arra a megállapításra jutottunk, hogy a Wortmannint 

az E2 kezelés előtt egy órával célszerű beadni.  

Ezen előkísérletek után szisztematikusan megvizsgáltuk a Wortmannin hatását az 

E2 indukálta Akt foszforilációra. Az állatok egy részének intrauterin Wortmannin 

injekciót adtunk, majd egy órával később E2-t vagy oldószert kaptak 

intraperitoneálisan. Az állatok másik része nem kapott Wortmannint, csak 

intraperitoneálisan E2-t vagy annak oldószerét. A patkányokat az intrauterin injekció 

után három órával dekapitáltuk, és Western blottal vizsgáltuk az Akt foszforiláció 

alakulását. Azt tapasztaltuk, hogy a Wortmannin kivédte az E2-nak az Akt aktiváló 

hatását, és a vehiculummal kezelt állatok pSer473-Akt szintjét is jelentősen 

csökkentette (8. és 9. ábra). 

 

4.1.5. Részösszefoglalás 1. 

 

Összefoglalava megállapíthatjuk, hogy az Akt az egyedfejlődés alatt végig 

expresszálódik, és aktinra normalizált expressziója minden életkorban közel azonos. 

Az Akt egy része minden életkorban foszforilálódik is. A foszforiláció mértéke 21 

napos korban kezd emelkedni, és 35 napos kor körül éri el maximumát. Az Akt 

aktiváció E2 érzékenységét 11, 28 és 60 napos állatokon vizsgáltuk. A 11 napos 
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állatok uteruszában az Akt nem volt E2 reszponzív, a 28 napos és a felnőtt (60 

napos) állatok E2 kezelésre az Akt foszforiláció fokozódásával válaszoltak. Az Akt 

két regulációs helye (a Ser473 és a Thr308) hasonló E2 érzékenységet mutatott. Az Akt 

foszforiláció felnőtt állatokon végzett részletesebb vizsgálata azt mutatta, hogy 

annak szintje 2 órával az E2 kezelés után emelkedett meg szignifikáns mértékben, és 

6 óra után érte el maximumát. 

 

 

K           W               E2       W+E2

pSer473-Akt

pSer256-FOXO1

pThr24-FOXO1

aktin

Akt

 
 

 
8. ábra Két órás ösztradiol (E2, 10 µg/100 g tt.; i.p.) és intrauterin Wortmannin (W) 

kezelés hatása az Akt protein mennyiségére és foszforilációjára (Ser473), valamint a pSer256-
FOXO1 és pThr24-FOXO1 mennyiségére felnőtt patkányok uteruszában. A Wortmannint 
mindig az állatok dekapitálása előtt 3, az E2-t pedig 2 órával adtuk. A vizsgált fehérjék 
szintjét Western blottal határoztuk meg. A kísérleteket legalább három alkalommal végeztük 
el hasonló eredményekkel.  

 

 

Az Akt foszforiláció mechanizmusát az ER antagonista ICI 182,780 és a PI3K 

gátló Wortmannin használatával vizsgáltuk. Az intraperitoneálisan adott ER 

antagonista sikeresen gátolta az E2 indukálta Akt foszforilációt. A Wortmannin 

beadására  kidolgoztunk  egy  műtéti  eljárást,  amivel  közvetlenül  az  egyik uterusz  
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9. ábra Két órás ösztradiol (E2, 10 µg/100 g tt.; i.p.) és intrauterin Wortmannin (W) 

kezelés hatása az Akt Ser473, illetve a FOXO1 protein Thr24 és Ser256 oldalláncainak 

foszforilációjára felnőtt patkányok uteruszában. A részletes magyarázatot lásd az előző 

ábrán. Az oszlopok 3-3 kisérlet átlagát +/- SEM mutatják 
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szarv lumenébe juttattuk az anyagot. Így a PI3K gátlása specifikus volt a kezelt 

szarvra mintegy 4 órán át. A PI3K gátlása megakadályozta E2 indukálta Akt 

foszforilációt, és erősen lecsökkentette pAkt szintjét E2-nel nem kezelt állatokban is. 

Mindezek alapján az E2 Akt foszforilációra gyakorolt hatását az ER mediálja, és 

PI3K függő úton megy végbe.   
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4.2. A PI3K-Akt útvonal szerepe a FOXO transzkripciós faktorok 

poszttranszlációs szabályozásában (Lengyel F et al., 2007) 

 

A PI3K-Akt útvonal egyik fontos célpontját képezik a FOXO proteinek. A 

forkhead transzkripciós faktorok nagycsaládjába tartoznak, amely nevét az elsőként 

felfedezett tag, a forkhead gén után kapta. Ennek mutációja – mint neve is mutatja - 

villa alakú fejet eredményez Drosophiláknál. A nagycsalád minden tagjára jellemző 

DNS-kötő domént forkhead-boxnak hívják, ennek rövidítése (FOX) adja a 

nagycsalád ma is használt nevét. A FOX fehérjék O osztályát nevezik FOXO 

fehérjéknek. Jelenleg négy FOXO fehérjét ismerünk emlősökben: a FOXO1-et, 

aminek eredeti neve FKHR (forkhead in rhabdomyosarcomas), a FOXO3a-t 

(FKHRL1), FOXO4-et (AFX) és a FOXO6-ot. Igen szerteágazó a funkciójuk. A 

bevezetésben említett, a sejtciklus szabályozásában betöltött szerepük mellett 

proapoptotikus hatásuk is van, valamint rész vesznek a szénhidrát anyagcsere, az 

oxidatív stressz elleni védekezés, a DNS javítás, sejtdifferenciálódás, 

izomnövekedés szabályozásában (Huang H, Tindall D J, 2007). Első pillantásra 

logikátlannak tűnhet ez a sokféle funkció (például proapoptotikus hatású, és a DNS 

javítást végző enzimek átírását is serkentheti), azonban érthetővé válik, ha nem 

sejtszinten vizsgáljuk ezen hatásokat, hanem az egyed szintjén. Ekkor nyilvánvaló, 

hogy az egyed túlélését segítik elő ezek a hatások: a sejtciklus pontos regulálása, a 

stressz elleni védekezés és a DNS javítás segít az egyed sejtjeinek, hogy megőrizzék 

egészségüket. Azonban ha például a DNS károsodás meghalad egy bizonyos 

mértéket, akkor a rákos elfajulás veszélye miatt előnyösebb az egyed számára, ha 

elpusztul a sérült sejt. Az ilyen sokrétű funkció finom szabályozás létét sejteti. A 

FOXO proteinek valóban számos poszttranszlációs módosítás alanyát képezik: 

foszforilációk, acetilációk, ubikvitiniláció. Ezek jelentősen módosítják az 

aktivitásukat. A FOXO fehérjék egyik legfontosabb regulátora az Akt. Bár FOXO 

proteinek sokrétű funkcióját igen intenzíven kutatják, viszonylag kevés munka 

foglalkozik az uterusz fiziológiájában betöltött szerepükkel. 
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4.2.1. A FOXO1 két Akt érzékeny csoportja egymástól eltérő módon reagál az 

E2 kezelésre és a PI3K Wortmanninnal történő gátlására 

 

Ahogy a bevezetésben említettem, az Akt antiapoptotikus hatásában fontos szerepe 

van a FOXO fehérjék inaktiválásának. Bár a FOXO1 három Akt szubsztrátként 

szolgáló konszenzus szekvenciát tartalmaz, az Akt in vivo csak két helyen 

foszforilálja, a 24-es treonil és a 256-os szeril oldalláncon (Brunet et al., 2001). Ezen 

helyek foszforilációja a FOXO1 nukleáris exklúziójához vezet, így az nem 

működhet tovább mint transzkripciós faktor. A Ser256 foszforilációja nukleáris 

exklúzió nélkül is inaktiválja a FOXO1-et, a DNS-hez való affinitásának 

csökkentésével.  

 FoszfoThr24 és pSer256 ellenes antitesteket alkalmazva Western blottal vizsgáltuk 

a FOXO1 foszforiláció változásait PI3K gátlás és két órás E2 kezelés hatására. 

     

E2K

pSer256-FOXO1

pThr24-FOXO1

24 h12 h6 h

aktin

pSer473-Akt

 
 
10. ábra Hat, 12 és 24 órás ösztradiol (E2) kezelés hatása a pSer473-Akt, a pSer256-FOXO1 
és a pThr24-FOXO1 proteinek mennyiségére felnőtt patkányok uterusában. Az E2-t 
intraperitoneálisan adtuk, majd az állatokat a jelzett időpontokban dekapitáltuk. A vizsgált 
fehérjék szintjét Western blottal határoztuk meg. A kísérleteket legalább három alkalommal 
végeztük el hasonló eredményekkel.  
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Mindkét foszforilált forma detektálható volt minden vizsgált állatban. A pSer256-

FOXO1 szintje alacsony volt a vehiculummal kezelt állatokban, azonban két órával 

az E2 injekció után szignifikáns emelkedést mutatott, és a PI3K gátlása  mintegy 

50%-ban csökkentette. A FOXO1 24-es treonil csoportjának foszforilációja nem 

emelkedett két órás E2 kezelés hatására, viszont Wortmannin kezelés szinte teljesen 

legátolta azt (8. és 9. ábra). 

 

4.2.2. A FOXO1 Ser256 és Thr24 csoportjainak foszforilációs szintje a hosszú idejű 

E2 kezelésre is eltérő módon változik  

 

Mivel a két órás E2 kezelésnek nem volt szignifikáns hatása a FOXO1 Thr24-

oldalláncának foszforilációjára, a következőkben megnéztük, hogy hosszabb idejű E2 

kezelés hatására hogyan alakul ezen csoport foszforilációja.  

Intraperitoneális E2 injekció után hat órával ugyanazt tapasztaltuk, mint a két órás 

kezelés esetében, azaz a pSer256-FOXO1 szintje megemelkedett, viszont a pThr24 

szintje változatlan maradt.  

Ezzel szemben 12 és 24 órával az E2 kezelés után emelkedett pThr24-FOXO1 

szintet detektáltunk, míg a pSer256-FOXO1 szintje ezekben az időpontokban már a 

kontroll értékre csökkent (10. ábra). Az Akt foszforilációja valamennyi kezelés 

hatására fokozódott a kontrollhoz képest. 

 

4.2.3. A FOXO1 két foszforilált formájának intracelluláris eloszlása különbözik 

egymástól 

 

 Ovariektomizált patkányok uteruszából a módszerek között leírt módon sejtmagban 

gazdag és citoplazmában gazdag frakciókat izoláltunk. A kapott mintákat Western 

blottal elemeztük.  

 A pSer256-FOXO1 ellenes antitesttel kizárólag a sejtmag frakcióban, míg a pThr24 

FOXO1 ellenes antitesttel a citoplazma frakcióban kaptunk jelet (11. ábra). 

 A következőkben intraperitoneális E2 és/vagy intrauterin Wortmannin (vagy 

DMSO) kezelésen átesett állatok uteruszából izoláltunk sejtmagban gazdag és 
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citoplazmában gazdag frakciókat. A csak E2-lal kezelt uteruszban a sejtmag 

frakcióban erős jelet kaptunk a pSer256-FOXO1 ellenes antitesttel (12. A és B. ábra). 

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 (12. A. ábra). 

 

nucl nucl cyt cyt

pSer256-FOXO1

pThr24-FOXO1

aktin

aktin

 
 
11. ábra A FOXO1 protein pSer256 illetve pThr24 formáinak szubcelluláris eloszlása. A 
citoplazmában gazdag frakciót (cyt) és a sejtmagban gazdag frakciót (nucl) a módszerek 
között leírt módon izoláltuk. A mintákban a pSer256-FOXO1 és a pThr24-FOXO1 fehérjék  
mennyiségét Western blot technikával határoztuk meg. 
 

 

4.2.4. Részösszefoglalás 2. 

 

 Eredményeink megmutatták, hogy patkány uteruszban az E2 részt vesz a FOXO1 

regulációjában. Ösztradiol hatására megemelkedik a pSer256-FOXO1 és a pThr24-

FOXO1 szintje is, de eltérő időfüggéssel. Mindkét csoport E2 függő                

foszforilációját gátolja a Wortmannin, tehát PI3K függő úton zajlik, és nagy 

valószínűséggel az Akt is részt vesz benne. A szubcelluláris frakciók elválasztására és 

a sejtmagban gazdag és citoplazmában gazdag frakció vizsgálatára irányuló kezdeti 



 33

kísérleteink szerint a FOXO1 két vizsgált regulációs helyének foszforilációja 

elkülönül egymástól.  
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12. ábra A pSer256-FOXO1 szubcelluláris eloszlása E2, Wortmannin és E2 (W+E2), DMSO 

és E2, valamint Wortmannin (W) kezelt uteruszban. A citoplazmában gazdag frakciót (cyt) és 

a sejtmagban gazdag frakciót (nucl) a módszerek között leírt módon izoláltuk. A mintákban a 

pSer256-FOXO1 mennyiségét Western blot technikával határoztuk meg. A: A pSer256-FOXO1 

szintje a sejtmag és a citoplazma frakcióban a különböző kezelések hatására. A T jelű minta 

egy hat órás E2 kezelésen átesett állat uteruszának totál homogenizátuma. Reprezentatív 

blot. B: A pSer256-FOXO1 és az aktin hányadosa a sejtmag frakciókban. Az oszlopábrát a 

reprezentatív blot alapján számolt értékek felhasználásával készítettük. 



 34

A két csoport E2 válasza közötti időbeli különbség és a szubcelluláris frakciók 

elemzése arra utal, hogy patkány uteruszban a FOXO1 két vizsgált helyének 

foszforilációja némileg eltérő szabályozás alatt áll. 
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4.3. Az E2-PI3K-Akt-FOXO jelátviteli út fiziológiai hatásai patkány uteruszban.  

  

 A PI3K-Akt útvonal igen ősi és konzervált jelátviteli út, aminek fontos szerepe van 

a metabolizmus és a sejtciklus szabályozásában. A sejtciklus regulációja az 

antiapoptotikus és a proapoptotikus folyamatok közti egyensúly függvénye.  

 Amennyiben az antiapoptotikus, valamint a proliferációs hatások (disszertációm 

további részében ezekre együttesen „survival” folyamatokként fogok hivatkozni) 

kerülnek túlsúlyba, fokozott sejtproliferáció és a sejtek kisebb arányú pusztulása 

figyelhető meg. A survival mechanizmusok túlsúlya figyelhető meg fiziológiás 

körülmények között a szövetek egyedfejlődés alatti növekedése, fejlődése, és a 

sérülések utáni regenerációja folyamán. Szintén megfigyelhető egészséges 

szervezetben bizonyos sejtek fokozott proliferációja az immunrendszer működése, és 

endometrium szövetben a női nemi ciklus során.  

 A sejtciklus fontos regulátorai a ciklinek. Ezeket mint a sejtciklus regulátorait 

(innen ered a nevük is) fedezték fel (Minshull J et al., 1989). A ciklinek a ciklin 

dependens kinázokat (Cdk) aktiválva regulálják a sejtciklust. A Cdk-ok szintje nem 

változik a sejtciklus különböző fázisai során, ellenben az azokat aktiváló ciklinek 

szintézise és lebomlása sejtciklus függő. A G1 fázis során a CD1 felszaporodik, 

hozzákötődik a Cdk4-hez, így egy aktív CD1-Cdk4 kináz komplexet hozva létre. Ez 

az aktív kináz komplex bizonyos fehérjéket foszforilálva aktiválja a sejt azon élettani 

folyamatait, amelyek az S-fázisba való átlépéshez és a DNS replikációra való 

felkészüléshez szükségesek. Az S és G2 fázis során más ciklinek szaporodnak fel, és 

a különböző ciklinek koordinált expressziója és lebomlása biztosítja a sejtciklus 

egymás utáni fázisokba való átlépését.  A ciklin D1 a sejtciklus korai szakaszában, a 

G1-ben expresszálódik, így a sejtosztódás korai markereként használható.  

 A fejlődés során feleslegessé váló, illetve károsodott sejtek eliminációja a 

szervezetből apoptózissal (programozott sejthalál) történik, ami a sejtek regulált 

„öngyilkossága”. Az apoptózist beindíthatja bizonyos extracelluláris szignál 

molekulák (pl.: Fasl, TNFα) megfelelő receptorokhoz való kötődése, növekedési 

faktor megvonás, de beindíthatják endogén hatások is, mint például a szabad gyökök 

felszaporodása.  
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 A sejthalál-faktorok megfelelő receptorokhoz kötődve a sejtmembrántól kiinduló 

jelátviteli kaszkádokat indítanak el. Ezek a jelátviteli kaszkádok transzkripciós 

faktorokat aktiválnak, amelyek fokozzák a proapoptotikus hatású fehérjék 

expresszióját. Ez az apoptózis extramitokondriális útja. Az egyik legfontosabb 

sejthalál-faktor a Fas-ligand (Fasl). Az apoptózis mitokondriális útjának kezdetén 

bizonyos extracelluláris szignálok hatására megemelkedik az intracelluláris Ca2+ 

koncentráció, ez a mitokondriumok membránján pórusok (Permeability Transition 

pore, PT pórus) megjelenését válthatja ki, amiken keresztül citokróm-c jut a 

mitokondriumokból a citoszolba. A citokróm-c azután az endoplazmatikus 

retikulumból további Ca2+ felszabadulását váltja ki, ezzel erősítve az apoptotikus 

szignált. Ezen kívül a citokróm-c az apoptoszóma kialakításában, és így az apoptózis 

effektor fázisában is szerepet kap. A mitokondrium felszínén a PT pórusok 

megjelenése erősen függ a Bcl-2 fehérjecsalád antiapoptotikus és proapototikus 

tagjainak egymáshoz viszonyított arányától. Proapoptotikus hatású Bcl-2 fehérje 

például a Bax, míg a Bcl-2 antiapoptotikus. Ezek mennyisége és foszforiláltsági foka 

fontos szabályozója az apoptózisnak. Az apoptózis extramitokondriális és 

mitokondriális útja közös effektor folyamatokat indít be, amelyek eredményeképpen 

membrán kompartmentkbe csomagolva, az extracelluláris tértől és a többi sejttől 

izoláltan bomlanak le a sejtet alkotó fehérjék és nukleinsavak.  

 Az uterusz egyik jellemző válasza az E2 kezelésre a vízimbibíció, azaz a szövetek 

víztartalmának erőteljes növekedése. Mivel már röviddel az E2 beadása után 

megfigyelhető, feltehetően nagyrészt nemgenomikus hatások állhatnak a hátterében. 

Korábban kimutatták, hogy a PI3K gátlása megakadályozza az uterusz E2 indukálta 

vízimbibícióját (Kazi AA, Koos RD, 2007). Azonban ők LY294002-t használtak, ami 

közvetlenül az ösztrogén receptoron is hat. Mi Wortmannint használva a PI3K 

bénítására azt vizsgáltuk, hogy van-e szerepe a PI3K-Akt útvonalnak az uterusz E2 

indukálta vízimbibíciójában. 

 

4.3.1. A CD1 expresszióját az E2 egy PI3K függő úton fokozza  

 

A CD1 fontos szerepet játszik a sejtciklus szabályozásában, a G1-S fázisok közti  

átmenetet serkenti (Lew DJ et al., 1991), és E2 hatására fokozódik a transzkripciója. 
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Ösztradiollal és Wortmanninnal kezeltünk ovariektomizált patkányokat, majd az 

uteruszokból RNS-t izoláltunk, és kvantitatív RT PCR-ral megnéztük, hogy hogyan 

alakult a CD1 és a Fasl mRNS-ének szintje. Ösztradiol kezelés után hat órával 

mintegy 80%-kal megemelkedett a CD1 mRNS-ének mennyisége, majd 12 órával az 

E2 injekció után visszatért a kontroll értékre (13. ábra). Az E2 CD1 expressziót 

fokozó hatását Wortmannin teljesen legátolta, sőt, a CD1 mRNS szintje mind a 

Wortmannin, mind pedig az E2+Wortmannin  kezelt állatokban a kontroll érték alá 

csökkent. 
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13. ábra CD1 és Fasl mRNS szintjének változása Ösztradiol (E2, 10 µg/100 g tt), 
Wortmannin (W, 5 µg/állat), valamint E2 és Wortmannin (E2+W) hatására. Az E2+W kezelt 
állatok esetében a Wortmannint egy órával az E2 előtt adtuk be. Az állatokat 6 illetve 12 
órával az E2 injekció után (a csak Wortmanninnal kezelt állatokat a Wortmannin kezelés után 
7 illetve 13 órával) dekapitáltuk.  
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4.3.2. A Fasl expressziója E2 és a Wortmannin kezelés hatására is csökken 

 

 A CD1 vizsgálatánál használt mintákban meghatároztuk a Fasl mRNS szintjét is. 

A Fasl expresszióját Wortmannin jelentősen lecsökkentette hat órával az E2 kezelés 

után (13. ábra). Az E2 és az E2+Wortmannin kezelt álatokban enyhe csökenést 

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

erősebb lett,  míg a Wortmanninnal kezelt uteruszok Fasl mRNS szintje megegyezett 

a hat órás értékkel. A Fasl expresszió legerősebb gátlását az E2-lal és 

Wortmanninnal is kezelt uteruszokban tapasztaltuk.   
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14. ábra Wortmannin hatása az ösztradiol (E2) indukálta vízimbibícióra 21 napos 
patkányok uteruszában. Az állatok E2-t 10 µg/100 g ts, i.p.) és Wortmannint (W, 1,4 µg/g 
ts) kaptak intraperitoneális injekció formájában. Az E2+W kezelt állatok esetében a 
Wortmannint egy órával az E2 előtt adtuk be. Az állatokat 2 órával az E2 injekció után 
dekapitáltuk, majd az uteruszuk súlyát lemértük. Az egyes állatok uteruszámak súlyát (mg) 
elosztottuk a testtömegével (g). Az oszlopábrát az így kapott értékek alapján készítettük. 
Az oszlopok 3-3 kisérlet átlagát +/- SEM mutatják. 
 
 
4.3.3. A PI3K-Akt útvonalnak szerepe van az E2 kiváltotta vízimbibícióban  

 

Az állatkísérletek előnye, hogy olyan, szerv szintű változásokat is vizsgálni lehet 

a segítségükkel, amelyeket a sejtkultúrás rendszereken nem. Ösztradiol adása után az 

uterusz víztartalma jelentősen megnő, ezt hívják vízimbibíciónak. Ennek a 
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folyamatnak a hátterében az E2 nemgenomikus hatásai állhatnak. Azt 

megvizsgálandó, hogy a munkánk eddigi részében ismertetett molekuláris változások 

milyen hatással lehetnek egyes fenotípusos történésekre, megvizsgáltuk, hogy a PI3K 

gátlása milyen hatással van a patkány uterusz vízimbibíciójára. Az intrauterin 

Wortmannin adminisztráció, amit az eddigi vizsgálatainkban alkalmaztunk, csak az 

uterusz egyik szarvában gátolja hatékonyan a PI3K-t. Azonban a vízimbibíciót az 

uterusz súlyának változásával detektáljuk, és ehhez elengedhetetlen, hogy az egész 

uterusz ugyanazon hatásoknak legyen kitéve. Így az intraperitoneális Wortmannin 

injekció mellett döntöttünk. Így azonban lényegesen nagyobb mennyiségben kellett 

adnunk a Wortmannint, ezért kénytelenek voltunk kisebb állatokat használni. 

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 

állatokat hat órával az E2 injekció után dekapitáltuk, és az uteruszuk súlyát lemértük. 

Az uteruszok súlyát (mg) elosztottuk a testtömeggel (g). Az így kapott értékeket 

oszlopdiagrammon ábrázoltuk. 

Amint a 14. ábra mutatja, az E2 magában adva az uterusz súlyának növekedését 

okozta. Ezt a súlynövekedést a Wortmannin kivédte. 

 

4.3.4. Részösszefoglalás 3. 

 

 A fenti vizsgálatok azt mutatják, hogy patkány uteruszban az E2 Wortmannin 

szenzitív módon fokozza a CD1 expresszióját. Ugyanakkor a CD1 E2  független 

expressziója is Wortmannin szenzitívnek bizonyult, mivel a csak Wortmanninnal 

kezelt uteruszok CD1 mRNS szintje alacsonyabb, mint a kontroll állatoké. 

 A Fasl expresszióját  valamennyi kezelés gátolta. Úgy tűnik, hogy az E2 Fasl 

expresszió gátló hatása később érvényesül, mint a Wortmanniné, és a Wortmannin 

nemhogy nem gátolja, hanem még erősíti is az E2 ezen hatását. 

 A molekuláris történések vizsgálatán túl megnéztük, hogy egy szerv szintű 

folyamatra, az E2 kiváltotta vízimbibícióra milyen hatása van a PI3K gátlásának. A 

vízimbibíció az uterusz egyik leggyorsabb fenotípusos válasza E2 kezelésre. 

Ösztradiol kezelés hatására megnőtt az uterusz súlya, de ez a súlynövekedés 

elmaradt, ha az E2 előtt egy órával Wortmannint kaptak az állatok. 
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4.4. Eltérések tapasztalhatók a human uterusz myometrium és myoma Akt 

rendszere között (Kovács K A et al., 2003) 

 

A humán uterusz myoma a női genitális traktus leggyakoribb daganata. A 

reproduktív években fordul elő (Crum 1999), és a megbetegedés a nők mintegy 25%-

át érinti. Érdemes megemlíteni azt, hogy patológiai vizsgálatok tanúsága szerint az 

előfordulás jóval magasabb, mintegy 77%-os (Cramer S F, Patel A, 1990). Annak 

ellenére, hogy a myoma benignus daganat és igen ritkán malignizálódik (Crum 1999) 

igen sok reprodukciós és nőgyógyászati probléma okozója lehet, mint pl. infertilitás, 

abortus, kismedencei fájdalom, vérzési rendellenesség (Buttram V C Jr, Reiter RC, 

1981). Az USA-ban évente megközelítőleg 200,000 hysterectomia oka myoma 

(Gambone J C, Reiter R C, 1997). 

A daganat gyakoriságának ellenére kevés információ áll rendelkezésünkre a myoma 

etiológiáját illetőleg. A tumor egy  myometrium sejt klonális expanziója révén alakul 

ki, 30 éves kor körül megnagyobbodik és menopausa után visszafejlődik. A myoma 

életkorfüggése kétségtelenné teszi az ovariális steroidok szerepét a tumor 

növekedésében. Bár a PI3K-Akt útvonal hatásait behatóan tanulmányozták 

endometrium eredetű sejteken és endometrium szövetmintákon, az útvonal szerepével 

kapcsolatban myometrium szövetben nincs adat.  

Az Akt hatását az apoptózis mitokondriális útjára human uterusz myoma, és az 

ugyanazon uteruszból származó ép myometrium szövet szövet segítségével 

vizsgáltuk. 

 

 4.4.1. Az Akt eltérő mértékben expresszálódik és aktiválódik human uterusz 

myomában, mint a kontrollként használt ép myometriumban 

 

Vizsgálatainkban elemeztük, hogy 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      



 41

 

      

 
15. ábra Az Akt és a  pSer473Akt szinjének alakulása emberi uterusz leiomyomában (fehér 
oszlopok) és a szomszédos ép myometriumban (fekete oszlopok) a menstruációs ciklus 
alatt és menopauzában. I. Proliferációs fázis (n=24); II. Szekréciós fázis (n=24); III. 
Menopausa (n=15). Insert: reprezentatív blot: PM: proliferációs myometrium; PL: 
proliferációs leiomyoma; SM: szekréciós myometrium; SL: szekréciós leiomyoma MM: 
menopauzás myometrium; ML: menopauzás leiomyoma.  A különböző betűkkel jelölt 
értékek szignifikánsan különböznek egymástól (p<0,05). A csillag a myometrium és a 
myoma között szignifikáns különbséget mutat. 
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16. ábra A Bcl-2 és a Bax fehérje szinjének alakulása emberi uterusz leiomyomában (fehér oszlopok) 
és a szomszédos ép myometriumban (fekete oszlopok) a menstruációs ciklus alatt és menopauzában. 
I. Proliferációs fázis (n=24); II. Szekréciós fázis (n=24); III. Menopauza (n=15). Insert: 
reprezentatív blot: PM: proliferációs myometrium; PL: proliferációs leiomyoma; SM: szekréciós 
myometrium; SL: szekréciós leiomyoma MM: menopauzás myometrium; ML: menopauzás 
leiomyoma.  A különböző betűkkel jelölt értékek szignifikánsan különböznek egymástól 
(p<0,05). A csillag a myometrium és a myoma között szignifikáns különbséget mutat. 
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mennyiségében, viszont a menopausa kezdeti szakaszában az Akt expressziója 

szignifikánsan csökkent (15. ábra).  

 A pSer473Akt 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 (15. ábra). 

  

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

eltérő a myomáman és a környező myometriumban   

 

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

szintje a szekréciós fázisban szignifikánsan magasabb, mint a proliferációsban. A 

myometriumokban valamint a menopauzás mintákban csak gyengén volt 

detektálható (16. ábra).  

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

mintában lényegesen gyengébben expresszálódott (16. ábra). 

 

 

4.4.3. Részösszefoglalás 4. 

 

 A human minták vizsgálata azt mutatta, hogy a vizsgált antiapoptotikus hatású 

fehérjék (az Akt és a Bcl-2) expressziója szignifikánsan magasabb volt a myomákban, 

mint a velük szomszédos myometriumban. Az Akt aktivitása is magasabb volt a 

myomákban. A proapoptotikus Bax szintjében nincs különbség a myoma és a 

szomszédos myometrium között. Ugyanakkor menopauza után megnő a Bax 

mennyisége a myomákban. Mindezen változások jól egybavágnak azzal, hogy a 

myoma sejtek proliferációs aktivitása erősebb, mint a myometrium sejteké, viszont 

menopausa után a myoma méretbeli csökkenése figyelhető meg.  
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5. Következtetések 

 

Az ivarérett emlősök uterusza ciklusos változásokon megy keresztül (ösztrusz, 

illetve menstruációs ciklus, fajtól függően). Az ösztrusz/menstruációs ciklus első 

felében a fokozott sejtosztódás eredményeként az endometrium megvastagodik. Az 

endometriumban zajló sejtproliferáció elsődleges regulátorai a fejlődő ovarialis 

tüszőkben termelődő ösztrogének.  

Az ösztrogének női nemi hormonok. Szteránvázas vegyületek, amelyeknek a női 

nemi működés szabályozásán kívül szerepük van a férfi nemi működések, valamint 

egyéb fiziológiai folyamatok, mint például a csontanyagcsere, a kardiovaszkiuláris 

rendszer és az idegrendszer működésének szabályozásában is. Emberben három 

biológiailag aktív ösztrogén fordul elő jelentősebb koncentrációban, az ösztradiol, 

ösztriol és az ösztron.  

Bár az ösztrogéneket és legjellemzőbb hatásaikat már a 30-as években 

felfedezték, a hatásmechanizmusuk még sokáig tisztázatlan maradt. A vitát az 

ösztrogén receptor felfedezése döntötte el. 1985-ben sikeresen klónozták az első 

ösztrogén receptort, a human ERα-t. Ekkor általánosan elfogadottá vált, hogy az E2 

az ER-okon, mint ligand függő transzkripciós faktorokon keresztül szabályozza 

bizonyos (ösztrogén reszponzív) gének transzkripcióját. E modell szerint az E2 az 

ER ligand-kötő doménjéhez kapcsolódik, ennek hatására a receptor konformációja 

megváltozik, addig rejtett koaktivátor kötőhelyek és dimerizációs felszínek válnak 

szabaddá. Az előbbiekhez transzkripciós koaktivátorok kötődnek, míg az utóbbiak 

az ER dimerizációját segítik elő. A dimer forma affinitása lényegesen nagyobb a 

DNS-hez, mint a monomeré, ezért a dimer stabilan hozzákötődik a megfelelő DNS 

szekvenciákhoz (az ösztrogén reszponzív elemekhez). Az így létrejött komplexhez 

azután hozzákapcsolódik a központi transzkripciós apparátus, és elindul a 

transzkripció. Ez a mechanizmus ösztrogén reszponzív elemek jelenlétét feltételezi 

az adott gén promóter régiójában. Azonban az ösztrogén reszponzív gének mintegy 

harmadának promótere nem tartalmaz ilyen szekvenciákat, ezek transzkripcióját 

alternatív utakon regulálja az E2. Ilyen alternatív utak például a bevezetésben vázolt 

AP1 és SP1 útvonalak. Az ER egyes gének expressziójának gátlására is képes, 

azonban nem egy általános mechanizmussal, hanem szinte minden represszált génre 
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eltérő módon hat (Cvoro A et a., 2006; Jones D R et al., 2002; Murakami Y et al., 

2005).  

A PI3K-Akt jelátviteli út az egyik legfontosabb survival  útvonal emlős sejtekben. 

A PI3K-t növekedési faktorok (pl.: EGF, Koyama N et al., 2003), és számos hormon, 

mint az inzulin (Giorgetti S et al., 1992), angiotenzin II (Ishimatsu S et al., 2006), 

leptinek (Martín-Romero C, Sánchez-Margalet V, 2001) aktiválják. Ezen receptorok 

tirozin kinázok közreműködésével aktiválják a PI3K-t. A PI3K aktivációja megemeli 

az inozitol-trifoszfátok szintjét, amik számos fehérjét aktiválva serkentik a survival-, 

és gátolják a proapoptotikus folyamatokat, valamint befolyásolják a sejt anyagcseréjét 

is.   

Tehát a PI3K-Akt útvonal igen fontos szerepet játszik a sejtciklus és az apoptózis 

szabályozásában, és ezeknek a folyamatoknak kitüntetett szerepe van az emlős 

uterusz ösztrusz/menstruációs ciklusa során lezajló változásokban. Munkánkban a 

PI3K-Akt útvonalnak az uterusz E2 indukálta változásaiban betöltött szerepét 

vizsgáltuk. 

Eredményeinket áttekintve megállapítható, hogy a PI3K-Akt jelátviteli út humán 

és patkány uteruszban kimutatható és funkcionál. E jelátviteli út szabályozásában 

szerepet játszanak a nemi szteroidok is. Adataink arra utalnak, hogy humán 

uteruszban a menstruációs ciklus során, patkány uteruszban pedig a nemi érés alatt 

jellegzetesen változik az aktivitása.  

Ismert, hogy az uterusz ösztrogénérzékenysége a pubertás során alakul ki. Kaye 

és munkacsoportja fejlődésben lévő állatok uteruszát vizsgálva megállapította, hogy 

15 napos kor alatt semmilyen hatása nincs egy egyszeri E2 injekciónak, 15 napos 

korban fokozza az uterusz vízimbibícióját, 20 napos kortól kezdve pedig a DNS 

szintézist és a sejtosztódást is (Kaye A M et al., 1972). A különböző életkorú 

állatokkal végzett kísérleteink, amelyekben az E2 hatására bekövetkező Akt 

aktivációt vizsgáltuk, ennek megfelelő eredményre vezettek: 11 napos állatok 

uteruszában az E2 nem volt hatással az Akt aktivációra, viszont 28 napos korban már 

– a felnőtt állatokhoz hasonlóan - fokozta azt. Ez arra utal, hogy az E2 nemgenomikus 

hatásait is csak megfelelő érettségű uteruszban képes kifejteni, és ez az érés a 

pubertás környékén fejeződik be. Az Akt aktivációját vizsgálva megállapítottuk, hogy 

E2 hatására a fehérje aktiválódott 28 napos ivaréretlen, és ivarérett állatokban is.  
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Az ER hatásának gátlására az ICI 182,780 nevű vegyületet használják (Wakeling 

AE, Bowler J, 1992). Megállapítottuk, hogy ICI 182,780 előkezelés gátolta az E2 Akt 

aktiváló hatását, azonban nem befolyásolja a bazális Akt foszforilációt. 

(Disszertációmban a sem E2-lal, sem pedig Wortmanninnal nem kezelt, 5 nappal 

korábban ovariektomizált állatokban mérhető fehérje szinteket bazális szintnek 

nevezem.) 

A PI3K gátlására többnyire az LY294002-t, vagy a Wortmannint használják. 

Mivel az LY294002-ről kimutatták, hogy az ER-hoz kapcsolódva gátolja azt 

(Pasapera Limon AM et al., 2003), ösztrogén hatás vizsgálatánál vitatható a 

használata. Igaz ugyan, hogy a Wortmannin a PI3K-on kívül gátolja a Polo-like 

kinázt (Liu Y et al., 2005), és nagyobb koncentrációban a DNS-függő protein kinázt 

(Rosenzweig KE et al., 1997), a miozin könnyűlánc kinázt (Nakanishi S et al., 1992) 

valamint a foszfatidilinozitol 4-kinázt (Meyers R, Cantley LC 1997), azonban 

jelenlegi tudásunk szerint e fehérjéknek nincs szerepük az általunk vizsgált 

folyamatokban, így ennek használata mellett döntöttünk. Wortmannin kezelés teljesen 

megakadályozta az E2 indukálta Akt foszforiláció fokozódást, tehát az Akt 

foszforiláció PI3K függő úton megy végbe az uteruszban. Megjegyzendő, hogy a 

Wortmannin a pAkt szintjét az E2-lal nem kezelt állatokban is csökkentette, tehát a 

bazális állapotban megfigyelhető Akt foszforiláció is PI3K függő. Mindezen 

eredmények arra utalnak, hogy a bazális Akt foszforilációt ER független, de PI3K 

függő módon tartják fenn olyan endokrin és parakrin mediátorok, amelyek az 

ovariektomizált állatokban is jelen lehetnek (pl. a korábban említett inzulin, EGF). 

Mivel ez a bazális pAkt szint elég magas (E2 kezeléssel kb 80%-kal tudtuk 

megemelni, viszont a Wortmannin több mint 90%-át eltünteti), további kutatások 

szükségesek az ovariektomizált állatok uteruszának PI3K-Akt rendszerét szabályozó 

tényezők azonosításához és élettani jelentőségük tisztázásához. Ugyanakkor az E2 

kezelés hatására bekövetkező Akt foszforiláció fokozódás teljes mértékben (vagy 

legalábbis nagyrészt) ER és PI3K függő.  

A FOXO1 ugyancsak foszforilált állapotban van kontroll állatokban is, mind a 

Thr24, mind pedig a Ser256-csoporton, és mindkét csoport foszforilációja PI3K függő 

(bár a Thr24 -csoport Wortmanninra érzékenyebbnek tűnik, mint a Ser256-csoport). 

Ösztradiol hatására a pSer256-FOXO1 szintje gyorsan megemelkedik, a pThr24-
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FOXO1 szintje viszont csak 12 órával az E2 injekció után. Ezek alapján 

valószínűsíthető, hogy a fokozott Ser256-FOXO1 foszforilációért nemgenomikus 

mechanizmusok felelősek. A Thr24-csoport foszforilációja viszont elég későn 

következik be ahhoz, hogy transzkripciós mechanizmusokat is feltételezzünk a 

háttérben. Akár a megfelelő kinázok, akár a FOXO1 expressziójának a szintje 

emelkedik meg, a pThr24-FOXO1 szintje megemelkedhet. Azonban, ha a FOXO1 

expressziója fokozódna, akkor a pSer256-FOXO1 szintnek is emelkednie kellene. 

Ehelyett azt látjuk a 9. ábrán, hogy a pThr24-FOXO1 szint megemelkedésekor a 

pSer256-FOXO1 szintje a kontrollhoz közeli szintre csökkent vissza. Tehát ezen késői 

Thr24 foszforiláció inkább a megfelelő kinázok expressziójának vagy az őket 

szabályozó jelátviteli utak aktivitásának a változásával magyarázható.  

Akár az Akt, akár a FOXO1 foszforilációját vizsgáljuk, nem szabad figyelmen 

kívül hagyni a kérdéses csoportokat defoszforiláló foszfatázokat. Wortmannin kezelés 

gátolja a PI3K, és az általa regulált kinázok (pl.: Akt) aktivitását, de nincs irodalmi 

adat arra vonatkozóan, hogy hatással lenne a foszfatázok aktivitására. Egy adott 

csoport foszforilációs állapota a ráható kinázok és foszfatázok aktivitásának eredője. 

Ha gátoljuk a kinázokat, a foszfatázok aktivitása viszont változatlan marad, akkor a 

vizsgált csoportról a foszfatázok eltávolítják a foszfát csoportot. Amennyiben a kináz 

gátlása nélkül (tehát a kontroll állatokban) közel állandó szinten van az adott csoport 

foszforilációs szintje, akkor a kináz gátlásakor megfigyelhető foszforiláció csökkenés, 

ami a foszfatázok aktivitásának következménye, arányos a megfelelő kinázok eredeti 

(gátlás előtti) aktivitásával. Ezt figyelembe véve megállapíthatjuk, hogy az Akt 

Ser473-as és a FOXO1 Thr24-es csoportjának foszforilációja igen intenzív, mert 

Wortmannin kezelés után gyorsan lecsökken foszforilált formáik szintje. Hozzájuk 

képest a bazális pSer256-FOXO1 szint kevésbé érzékeny a PI3K gátlására. Ez azt 

jelenti, hogy az utóbbi csoport bazális foszforilációjának fenntartásában kisebb 

szerepet játszanak a PI3K függő kinázok. Tehát vagy kisebb intenzitással folyik a 

foszorilációja, vagy pedig nagyobb mértékben vesznek részt a bazásil foszforilációs 

szint fenntartásában PI3K független kinázok.  

Az ER-PI3K-Akt útvonal aktiválódásának a FOXO1 foszforilációjára gyakorolt 

hatását vizsgálva a Thr24 és Ser256 csoportok foszforilációjának időbeli elkülönülését 

tapasztaltuk. Ez azért érdemel figyelmet, mert mindkét csoport szubsztrátja az Akt-
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nak, és sejtkultúrás kísérletekben a Ser256 foszforilációját gyorsan követi a Thr24 és - 

az általunk nem vizsgált – Ser319 oldalláncok foszforilációja. A két csoport 

foszforilációjának eltérő szerepe lehet a FOXO1 regulációjában. A Ser256 

foszforilációja olyan szerkezeti változást okoz a FOXO1 szerkezetében, hogy annak 

lecsökken az affinitása a DNS-hez. A mi vizsgálatainkban gyorsan bekövetkezett 

ezen oldallánc foszforilációja, ami feltételezhetően a FOXO1 gyors inaktivációjához 

vezet. A későbbi Thr24 foszforiláció a FOXO1 nukleáris exklúziójához vezethet. Ezt 

támasztja alá, hogy a pSer256 és a pThr24 FOXO1 intracelluláris eloszlását vizsgálva 

azt találtuk, hogy az előbbi nagyrészt a sejtmagban, az utóbbi pedig nagyrészt a 

citoplazmában gazdag frakcióban volt jelen. A 11. ábrán a pSer256 FOXO1 csak a 

sejtmag frakcióban, a pThr24 FOXO1 pedig kizárólag a citoplazmában gazdag 

frakcióban detektálható. Ez azonban nem jelenti azt, hogy ezek a formák kizárólag az 

adott frakcióban találhatók meg. A FOXO1 Ser256 csoportjának foszforilációja, bár 

inaktiválja a FOXO1-et, önmagában nem elég a hatékony nukleáris exklúzióhoz. 

Ehhez a Ser319, Ser256 és a Thr24 csoportok mindegyikének foszforilálódnia kell. 

Valószínűleg a FOXO1 foszforilálatlan és a csak a Ser256 –on foszforilált része a 

magban, míg a mindhárom regulációs helyen foszforilált része a citoplazmában 

található. Arra, hogy a pSer256–FOXO1-et csak a sejtmagban gazdag frakcióban 

tudtuk detektálni, vagy az lehet a magyarázat, hogy a FOXO1 Ser256-on foszforilált 

formájának nagy része nincs foszforilálva a Thr24-en, tehát a sejtmagban helyezkedik 

el, vagy az, hogy a sejtfrakciók elválasztásához használt módszer során nagyobb a 

veszteség a citoplazma-, mint a sejtmag frakcióban. A FOXO1 intracelluláris 

eloszlását vizsgálva meg kell említeni, hogy a FOXO fehérjék a sejtmagban 

komplexet képezhetnek bizonyos fehérjékkel, ami elősegítheti a nukleáris 

lokalizációjukat. Kimutatták például, hogy a FOXO transzkripciós faktorok ligand 

függő módon kapcsolódhatnak az ERα-val (Schuur E R et al., 2001). Ez a kötődés 

egyben módosítja mindkét fehérje transzkripciós aktivitását is. A FOXO1 nukleáris 

retencióját fokozhatja a Sirt1-gyel (egy deacetilázzal) való komplex képzés (Frescas 

D. et al., 2005) is. A Sirt1 általi deacetiláció módosítja a FOXO funkcióját is: gátolja 

a FOXO proapoptotikus aktivitását, de serkenti az oxidatív stressz elleni védekezést, 

DNS javítást fokozó hatásait. A Thr24 és Ser256 elkülönült foszforilációjának 

hátterében egy vagy több, eddig még nem azonosított kináz állhat. A 11. és 12. 
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ábrákat összehasonlítva megfigyelhetjük, hogy a Wortmannin a sejtmag frakcióban 

nagyobb mértékben csökkenti a pSer256–FOXO1 szintjét, mint a totál 

homogenizátumban. Ez utalhat arra, hogy a sejtmagban intenzívebb FOXO 

defoszforiláció zajlik, mint a citoplazmában. További kutatások szükségesek a 

különböző aktivációs helyek izolált foszforilációjának a fehérjék működésére 

gyakorolt hatásának kiderítésére.   

A fenti molekuláris folyamatok hatását az uteruszban zajló sejosztódásra 

közvetett módszerekkel vizsgáltuk. Egyrészt az Akt egyes szubsztrátjainak (az 

antiapoptotikus hatású Bcl-2-nek és a proapototikus hatású Bax-nak) a szintjét 

vizsgáltuk proliferációs és szekréciós fázisban lévő, illetve menopauzás nőkből 

származó uterus mintákban. Másrészt E2-lal és Wortmanninnal kezelt patkányok 

uteruszában vizsgáltuk az E2 érzékeny, proliferatív hatású ciklin D1 (CD1) és a Fasl 

expresszióját. 

Sem az Akt expressziója, sem pedig foszforilációjának szintje nem változott a 

myometriumokban sem a ciklus egyes fázisai alatt, sem pedig a menopausa során.  

Ellenben a myomákban a szekréciós és proliferációs fázisban is erősebben 

expresszálódott, és a foszforilált formájának szintje is magasabb volt, mint a 

menopauzás mintákban. Az egyes fázisokból származó ép és kóros mintákat 

összehasonlíva azt láthatjuk, hogy a proliferációs és szekréciós fázisban a myomák 

Akt és pSer473-Akt szintje is magasabb a myomákban, mint a környező 

myometriumokban. Azonban menopauza során ez a különbség eltűnik azáltal, hogy a 

myomákban a vizsgált molekulák koncentrációja lecsökken a myometriumokra 

jellemző szintre.  Az is megfigyelhető, hogy nagyobb a különbség a myometriumok 

és a myomák pSer473-Akt, mint Akt szintje között. Ez a nagyobb különbség arra 

enged következtetni, hogy reproduktív korban a myomákban nemcsak az Akt 

expressziója, hanem az aktivációja is intenzívebb, mint a myometriumokban. Egyes 

myometrium sejtek fokozott E2 érzékenysége áll a myoma kialakulásának hátterében. 

E sejtek a fiziológiás E2 koncentrációra fokozott proliferációs aktivitással 

válaszolnak, és klonális expanzióval létrehozzák a myomát. Eredményeink alapján 

feltehető, hogy a fokozott E2 érzékenység hatására aktívabbá váló Akt rendszerük 

állhat a fokozott proliferációs képesség hátterében. Feltehetőleg a menopausa utáni 

E2 szint már az ilyen, magasabb E2 érzékenységgel bíró myomás sejtek számára sem 
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elegendő a sejtproliferáció fenntartásához és az apoptózis elkerüléséhez, és a myomák 

menopausa során történő regressziója erre vezethető vissza.   

Az Akt-hoz hasonlóan, reproduktív korban a Bcl-2 fehérje szintje is magasabb a 

myomákban, mint a környező myometriumban, és a menopauzát kísérő E2 szint 

csökkenés hatására ennek a fehérjének a szintje is lecsökken a myomában, azonban itt 

a proliferációs és szekréciós myomák között is szignifikáns különbség van. 

Lehetséges, hogy az E2 Bcl-2 expressziót serkentő hatását a progeszteron fokozza. A 

myometriumokban lényegesen alacsonyabb a Bcl-2 expresszió, és nem is változik 

sem a ciklus során, sem pedig a menopausa hatására. Úgy tűnik, hogy ép 

myometriumban a Bcl-2 expresszió nem E2 függő, és a myoma kialakulása során 

válik azzá. Annak kiderítése, hogy a Bcl-2 expresszió E2 függővé válása szükséges és 

elégséges oka a myoma kialakulásának, vagy pedig egy általánosabb változás 

következménye, további vizsgálatokat igényel. 

Reproduktív korban a proapoptotikus Bax fehérje expressziója nem tűnik E2 

érzékenynek. A ciklus során nem változik a szintje sem a myometriumban, sem pedig 

a myomában. Azonban a menopauzás uteruszok myomájában szignifikáns 

emelkedést mutat. Úgy tűnik, hogy a Bax nem játszik szerepet a myoma 

kialakulásában, viszont hozzájárul a myomák menopausa utáni regressziójához. 

A CD1 expressziója E2 hatására fokozódik (Geum D et al., 1997). A CD1 

promóter régiójában nem azonosítottak teljes ERE szekvenciákat, viszont tartalmaz 

AP1 és SP1 kötőhelyeket (ez utóbbi közelében egy fél ösztrogén-reszponzív elemet), 

valamint cAMP- reszponzív elemet (CRE). Ezek alapján az E2 CD1 expressziót 

fokozó hatását kifejtheti a bevezetésben ismertetett  SP1 útvonalon, indirekt DNS 

kötődés útján, vagy pedig valamilyen extranukleárisan kezdődő útvonalon keresztül. 

Az, hogy Wortmanninnal gátolni lehetett az E2 indukálta CD1 expressszió 

fokozódást, arra utal, hogy az E2 egy extranukleárisan kezdődő, PI3K függő 

útvonalon fokozza a CD1 expresszióját. A Wortmannin hatására bekövetkező CD1 

mRNS szint csökkenés a PI3K aktivitás csökkenését tükrözheti. De korábban 

kimutatták azt is, hogy Wortmannin hatására a CD1 mRNS-nek a féléletideje 

lerövidül (Dufourny B, 2000), így változatlan transzkripciós aktivitás mellett is 

lecsökkenhet a CD1 mRNS mennyisége a szövetben. 
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Kísérleteinkben a Fasl expresszióját mind az E2, mind pedig a Wortmannin 

csökkentette. Annak, hogy a PI3K gátlása növeli a FOXO1 aktivitását, látszólag 

ellentmond az, hogy a Wortmannin kezelés is csökkentette a Fasl mRNS szintjét, 

mivel a promóterében található forkhead-box kötőhely, és a FOXO3 serkenti ezen 

keresztül a Fasl expresszióját (Brunet A et al., 1999). Azonban, mint a legtöbb 

eukarióta gén, a Fasl promótere is több transzkripciós faktor kötőhelyet tartalmaz, és 

az egyes transzkripciós faktorok szerepe az egyes gének aktivitásának 

szabályozásában  sejttípusonként eltérő. Ezen különbségek a sejtek eltérő 

transzkripciós faktor készletének, és a sejtekben zajló jelátviteli utak sokféleségének 

köszönhetők. A Fasl a FOXO1 kötőhelyen kívül tartalmaz nuclear faktor κ B 

(NFκB) kötőhelyet is. A NFκB szintén egy transzkripciós faktor, aminek a 

regulációját nagyrészt egy másik fehérje, a gátló hatású IκB végzi. A szabályozás az 

IκB foszforilációján keresztül valósul meg. A foszforiláció elősegíti az Ikappa B 

degradációját, így a NFκB felszabadul a gátlás alól, és hozzájárulhat az NFκB 

kötőhellyel rendelkező gének transzkripciójához. Az IκB-t az IκB kinázok 

foszforilálják (IKKα és β). Kimutatták, hogy IKKα-t PI3K függő módon 

foszforilálja az Akt (Ozes ON et al., 1999). Az, hogy az Akt aktivitása milyen 

mértékben járul hozzá a NFκB regulációjához, sejttípusonként eltérő (Gustin JA et 

al., 2004). Uterusz szövettel kapcsolatban nincs adat a NFκB Akt érzékenységéről. 

Az általunk tapasztalt Wortmannin kiváltotta Fasl expresszió csökkenés a PI3K-Akt-

IκB útvonal csökkent aktivitásával előálló magasabb IκB szintnek lehet a 

következménye.  

Az E2-nek a Fasl expressziójára lehet sekentő és gátló hatása is. Kimutatták a 

Fasl expresszió E2 kezelésre bekövetkező emelkedését (Selam B et al., 2001), de a 

csökkenését is (Wu X et al., 2003), valamint azt, hogy E2 megvonás hatására 

fokozódik a Fasl expressziója (Song J, 2002).  Ezen eltérő irodalmi adatok, és az 

uterusz felépítésének összetett volta miatt nem tudjuk megmondani, hogy pontosan 

milyen mechanizmuson keresztül hat az E2 a Fasl expressziójára ebben a szervben. 

Immunhisztokémiás és in situ hibridizációs technikák alkalmazásával, valamint 

siRNS technikákkal lehet majd a későbbiekben tisztázni a pontos útvonalakat. 

Végezetül megnéztük, hogy a PI3K-Akt útvonal gátlása hogyan befolyásolja az 

uterusz E2 kiváltotta vízimbibícióját. Ez egy szerv szintű válasz, amit csak 
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állatkísérletes modelleken lehet vizsgálni. Eredményeink azt mutatják, hogy az E2 

kiváltotta vízimbibícióban fontos szerepe van a PI3K útvonalnak, mert az E2 ezen 

hatását a Wortmannin sikeresen gátolta. Ezek alapján úgy tűnik, hogy a 

vízimbibíciót az E2 nemgenomikus útvonalakon, például a PI3K-Akt útvonal 

aktiválásán keresztül váltja ki. Tehát az E2 genomikus és nem genomikus hatásai 

nem csak az intracelluláris események szintjén, hanem a szervek szintjén is 

egymással együttműködve, egymást kiegészítve működnek.  

Állatkísérletes és human minták vizsgálatán alapuló eredményeinket összegezve 

megállapíthatjuk, hogy az egyedfejlődés során az Akt rendszer E2 érzékennyé válása 

egybeesik az E2-ER rendszer érésével. Az Akt foszforilációt részben az E2, részben 

egyéb hormonok szabályozzák, PI3K függő módon. Az E2 hatását az Akt 

foszforilációra uteruszban az ER-ok mediálják. Az E2 által indukált CD1 expresszió 

fokozódásban fontos szerepe van a PI3K-Akt jelátviteli útnak. Az Akt szubsztrát 

FOXO1 Thr24-es és Ser256-os csoportjának ösztrogén és PI3K érzékenysége is eltérő. 

A bizonyos rendszerekben FOXO által regulált Fasl expressziójában emlős 

uteruszban feltehetőleg nincs, vagy csak alárendelt szerepe van a FOXO1-nek. Az, 

hogy a fenti megállapítások némelyike eltér a korábbi, in vitro kutatások 

eredményeitől, megerősíti, hogy bár a sejtkultúrás rendszerek segítségével végzett 

kutatások nélkülözhetetlenek az életfolyamatok mögött álló molekuláris események 

feltérképezésében, önmagukban nem elégségesek az in vivo történések 

megismeréséhez. Az in vivo vizsgálatok, szövetanalízisek adatai egyrészt 

elengedhetetlennek tűnnek azoknak a molekuláris, hormonális interakcióknak, 

regulációs kaszkádoknak a megismeréséhez, amelyek meghatározóak a homeosztázis 

biztosításában, másrészt pedig hozzásegíthetnek a patológiás eltérések 

megismeréséhez, szerencsés esetben újabb terápiás lehetőségek kifejlesztéséhez. Az 

in vivo történések megismerése azért is sürgető, mert már kifejlesztés alatt állnak 

olyan gyógyszerek, amelyek a PI3K-Akt útvonalat célozzák meg. Így nagyon fontos, 

hogy ezen útvonal élettani hatásait a lehető legpontosabban megismerjük. 
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6. 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. Wortmannin kezelés hatékonyabban csökkenti a 

pThr24 -FOXO1-et, 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 CD1 expresszió E2 kezelés hatására Wortmannin érzékeny módon fokozódik, 

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

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, pSer473Akt 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. 
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Munkánk jelentősége abban rejlik, hogy in vivo rendszereken vizsgáltuk a PI3K-

Akt-FOXO1 útvonalat. Bár számos munka foglalkozott korábban ezen útvonal 

felderítésével, viszonylag kevés olyan volt köztük, ami az uteruszban betöltött 

szerepét vizsgálta. Az állatkísérletekből és a human szövetminták vizsgálatából nyert 

adatok ezen rendszerek összetettsége miatt nehezebben magyarázhatók molekuláris 

részletességgel, mint az in vitro kísérletek eredményei. Azonban éppen ez az 

összetettség, az, hogy az uteruszban zajló változásokat in vivo vizsgáljuk, ahol 

számos, részben még ismeretlen faktor szabályozása alatt áll, közelebb vihet 

bennünket a vizsgált útvonal szervezetben betöltött fiziológiai és patológiai 

szerepének megismeréséhez.    
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