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OTKA T-37440 (2002-2006) Témavezeto: Dr. Kornyei Jozsef Laszlo

Opioid peptidek sejtproliferaciot gatlo hatasmechanizmusanak
tovabbi vizsgalata uterusban

Eredmenyek

Az alébbiakban az alpontok szamozasat a Szerzédés Munkatervében foglaltak szerint
tlntettik fel, bar idében, a kulénb6zé problémak kdvetkeztében, nem a Szerzédés
Munkatervében foglalt sorrend szerint vegeztik el a munkakat.

1./ Az endogén opioid peptidek dsztradiol altal indukalt-, epidermalis novekedési faktor altal
indukalt-, és/vagy a bazalis, nem stimulalt uterus sejtszaporodast gatl hatdsanak mechanizmusa
hogyan véaltozik patkanyban az eqyedfejldés alatt.

Az aldbbiakban reszletezett legfontosabb eredményeinket nemzetkozi szakfolydiratban
kozoltik: J.L. Kornyei, Z. Vértes, K.A. Kovacs, P.M. Gécze, M. Vértes: Developmental changes
in the inhibition of cultured rat uterine cell proliferation by opioid peptides. Cell Prolif. 2003,
36: 151-163. Ezt megel6zéen hazai és nemzetkdzi kongresszusokon ennél tobb, részletesebb
adatot tudtunk bemutatni illetve megjelentetni: 1./ Koérnyei J.L., Vértes Z., Kovacs K.A., Gécze
P.M., Lengyel F., Vértes M.: Eletkorfiiggé opioid peptid hatas patkany uterus sejtekben. A
Magyar Elettani Tarsasag LXVII. Véandorgyiilése, 2003, Pécs, Osszefoglalok 104. old.; 2./
J.L.Kornyei, Z. Vértes, K.A. Kovacs, P.M. Gécze, F. Lengyel, M. Vértes: Ontogeny of opioid
peptide action in rat uterine cells. 36th Annual Meeting of the Society for the Study of
Reproduction, Cincinnati, Ohio, USA, Biology of Reproduction 68: Suppl. 1.: p.217., 2003

Az dsztradiol uterus sejtek proliferacidjat szabalyozo6 szerepe mind élettani mind klinikai
szempontbol nagy jelentéséggel bir. Az irodalombdl ismert, hogy az 6sztrogén mitogén
hatasanak a medialasaban kulonbdzé parakrin faktorok vesznek részt, tobbek kozott az
epidermalis ndvekedesi faktor. A mitogén hatasokat ellensulyozé parakrin negativ regulatorkent
az opioid peptidek szerepét laboratoriumunk vetette fel, és azbta egyre tébb adat tamasztja ala.

Ivarérett, ovariectomizalt patkany uterusban az épioid peptidek mind in vivo, mind in
vitro sejtkultirdban gatoljak az Osztradiol altal kivaltott DNS-szintézist illetve sejtproliferaciot.

| Az uterusban az észtradiol szintén a nukleéris receptoran keresztiil epidermalis novekedési faktor
szekréciot indukél, mely parakrin Gton fejti ki mitogén hatdsat. Feln6tt patkanyok uterus
sejttenyészeteiben az opioid peptidek gatoljak az EGF stimulélta sejtproliferaciot is.
Laboratériumunk adatai szerint in vivo korilmények kozott fejlodés alatt l1évo patkanyban [D-
Met*-Pro°]-enkefalinamid (ENK) kezelés az uterus EGF tartalmat és az EGF receptor szémot is
csokkentette.

A patkany egyedfejlédése soran markans endokrin valtozasok vezerlik az uterus
fejlodését. Laboratériumunk adatai szerint in vivo korilmények kdzott az opioid peptidek a
fejlodés alatt gatoljak a nem stimulalt uterusban folyo sejtszaporodast.
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Jelen kisérleteinkben kilonb6zé életkoru patkanyok uterusabol szarmazo, kevert sejtes
primer sejtkulttréakban. in vitro vizsgaltuk meg [D-Met*-Pro’]-enkefalinamid (ENK) és egyéb
opioid peptidek nem stimulalt-, valamint az dsztradiol- (OE), és epidermalis ndvekedési faktor
(EGF) altal stimulalt uterus sejtproliferaciora kifejtett gatlo hatasanak a patkany egyedfejlédés
alatti valtozasait.

Modszerek:

Modszerinkben a 60 napos felnétt néstény patkényokat ovariectomizaltuk, majd
Osztradiollal elékezeltik. A patkdnyok uteruszait steril uton eltivolitottuk, darabolas utan
limitalt tripszin-kollagendz emésztéssel diszpergaltuk, majd tripankék vital festést kdvetden
cm®-ként 10.000 é18 sejttel ltettilk el, és Dulbecco's Modified Eagle's Medium tapoldatban
tenyésztettilk 10 % fotalis bovin szérum jelenlétében. A tapoldatot kétnaponta frissre cseréltik.
Az életkorok szerint eltér6, optimélis sejtdiszpergalasi modszereket kidolgoztuk. A fiatal &llatok
uterusait ovariectomia és 6sztrogén elokezelés nélkil rovidebb idejii, kevesebb enzimet hasznald
emésztésekkel diszpergaltuk. A sejttenyészetek 7-10 nap alatt érték el a konfluens stadiumot. Az
atlagos populécio megkettézodesi id6 (APDT) fokozatosan nétt az allatok életkoraval (0,7-2,5
nap), de 42 napos korban egy erételjes proliferacio gyorsulas figyelheté meg a sejtkultirakban.
A kezelések a 3 napos letapadasi periodust kovetéen folyamatosan jelen voltak a tapoldatban. A
sejtdenzitds meghatarozast a szubkonfluens fazisban végeztik. A sejtsiiriiség meghatarozéasat
tripankék festést kovetéen sejtszamolassal, Burton féle DNS meghatarozassal, valamint MTT
sejtproliferacids assay-vel végeztik.

A Kkisérleteket legaldbb haromszor ismételtik hasonld eredmennyel, ezeken belil a
kisérleti pontok 6 mérési adat atlagat képviselik a standard error-ral egyitt. Kisérleti adataink
eltéréseit variancia analizist koveté Student-Newman-Keul's Multiple Range Test-ek
segitségevel elemeztiik. A kontrolltdl és egymastdl vald eltérést P<0.01 valoszintiségi szintnél
tekintettiik szignifikansnak.

Eredmények:

A sejttenyészetek két napos letapadas utan gyors szaporodasnak indultak és 8-10 nap
alatt konfluens fazist értek el. Az dsztradiol (OE) ltal stimulalt sejtproliferaciét D-met®-pro°-
enkefalinamid (ENK) minden vizsgélt idépontban a kontrol szintjére csokkentette. Az
epidermalis novekedési faktor (EGF) és az enkefalinamid kezelés sejtsiiriiségre gyakorolt hatasat
az id6 fluggvényében vizsgalva, az EGF kezelés hatasara erételjes sejtsiiriiseg novekedést
tapasztaltunk. Ezen stimulalé hatast az enkefalinamid az 5-11 nap kozott a kontrol szintjere
csokkentette, késébb a hatds csokkent illetve megsziint. A sejttenyészetek siirtiségének
meghatarozasa szubkonfluens fazisban, a maximalis hatds periédusaban; a 7.-9. nap kozott
tortént. A kevert sejtes uterus sejttenyészetekben a myofibroblast és az epitheloid megjelenésii
sejtek korilbelll azonos aranyban voltak jelen. Az €l6 sejtek aranya a kisérleteink soran 95%
folott volt.

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogyan alakul az ENK gatlé hatasa az OE ill.
EGF kilonb6z6 koncentracidinak megfeleléen. Az dsztradiol sejtproliferaciét fokozo6 hatasa 0,1
nM koncentracional jelentkezett, a maximumat 1 és 2 nM koril érte el. Magasabb
koncentréciokndl a stimulal6 hatasa csokkent, és 10 nM vagy magasabb értékeknél mar meg is
sziint. Az EGF a kontrollhoz képest a sejtstiriiséget koncentraciotdl fliggé modon megnévelte, a
hatds maximumat 1 nmol-nal észleltik. Az enkefalinamiddal tértént gatlas minden OE ill. EGF
koncentracio mellett hatasosnak bizonyult.

Kisérleteinkben az enkefalinamid sejtproliferaciot gatld hatasanak koncentracio fliggését
is megvizsgaltuk. Az EGF a kontrol sejtstiriiséget 100 %-kal megndvelte. A sejtszam az egyideji
enkefalinamid kezelés hatasara koncentracié fliggé modon a kontrol szintre csdkkent le. Ezen
gatld hatas felének eléréséhez 0.3 - 1.2 nM-os enkefalinamid koncentracié elegendének



bizonyult, ami szintén a fizioldgids tartomanyba esik. A maximalis gatld6 hatds mar 30 nM
koncentracional megvalosult.

A tovébbi kisérleteinkben az ENK sejtproliferaciot gatlé hatasat megvizsgaltuk a nem
stimulalt, az dsztrogén altal és az EGF Altal stimulalt kilonb6z6 koru allatokbol szarmazo
sejtkultarakban. Kezelésként Osztradiolt 2.2 nM, EGF 1nM, ENK 100nM, NAL 100nMos
koncentracioban alkalmaztunk.

EGF minden életkord patkany uterusabol szarmazo sejtkultirdban megndvelte a
sejtstiriiséget. Az 6sztradiol valaszkészség 21 napos korban jelent meg.

Eletkor szerint az enkefalinamid-hatés kétfazistinak mutatkozott;

7 napos allatokndl ENK kezelés mind a nem stimulalt, mind az EGF altal stimulalt
kultirdkban azonos meértékben csokkentette a sejtsiiriiséget. A 7 napos patkany uterus
sejtkultardkban ENK a nem stimulalt sejtproliferaciét gatolta, az Opiat receptor antagonista
naloxon ezen gatlast felfliggesztette, mig naloxon ©nmagaban nem befolyasolta a
sejtszaporodast, jelezve, hogy ténusos opioid gatlas valdsziniileg nincs. Osztradiol nem volt
hatassal a sejtsiiriiségre, ENK jelenléte itt is csokkentette a sejtosztodast, melyet naloxon
ugyanugy kivédett. Az epidermalis novekedési faktor jelentésen megnovelte a sejtszdmot. ENK
az el6z6ekhez hasonld mértékben gatolt, melyet naloxon ugyanugy felfliggesztett.

14 napos életkorban az ENK gatlé hatdsa nem volt megfigyelhet6. A 14 napos patkany
uterus sejtkultirakban ENK jelenléte sem a nem stimulalt, sem a stimulalt sejtszaporodast nem
befolyasolta. Ebben az egyedfejlédési stadiumban Osztradiol még nem volt hatéssal a
sejtproliferaciéra, EGF azonban erételjesen novelte a sejtszaporodast, melyet ENK jelenléte nem
befolyasolt.

21 napos korban jelent meg a sejtek dsztradiol-valaszkészsege, itt dsztradiol hatadsara mar
szignifikansan fokozddott a sejtproliferacio. ENK hatasosan gatolta mind az OE- mind az EGF-
stimulélta sejtosztodast, azonban a nem stimulélt sejtszaporodasra mar nem volt hatassal.
Naloxon az ENK gatl6 hatasat mind 6sztradiol, mind EGF esetében antagonizalta.

A 28-napos sejtkultirdkban OE és EGF kodzel azonos mértékben novelte meg a
sejtstriiséget, ENK mindkét esetben teljes meértekben legatolta a stimulaciét. A nemstimulalt
proliferaciora itt sem volt méar hatéssal.

A 60-napos patkany uterus kevert sejtes tenyészetekben OE 40%-kal, EGF 100%-kal
ndvelte meg a sejtsiiriiséget.

21 naptol kezdédoen (a vizsgalt 21, 28, 35, 42 és 60 napos életkorokban) az OE és EGF
altal stimuldlt sejtszaporodast gatolta teljesen az ENK. A nem stimulalt sejtproliferaciéra az
ENK ezen életkorokban mar nem volt hatassal.

A kevert sejtes kultirdkban a fenti hatdsok mind az epiteloid, mind a myo-fibroblast
jellegt sejteken azonos mértékben voltak megfigyelhetok.

A hiively nyitott vagy zart allapotanak megfeleléen a 35 napos korban nem talaltunk
kilonbséget, illetve a 42 és 60 napos korban a vegyes ciklusu és az ovariektomiat kdvetéen OE-
kezelt 60 napos allatok uterusabdl létesitett sejtkultirakban a kezelések hatasai azonos jellegiiek
voltak.

A sejtstiriség sejtszamolassal tortént meghatarozasaval azonos jellegi és mértéki
hatasokat figyeltiink meg az MTT sejtproliferacios teszt alkalmazasaval és a sejtkultirak DNS
tartalmanak esetenként torténé meghatarozasaval is.

Adataink alapjan kisérleti modellkent a legmarkansabb és eltéré hatasokat mutatd, igen
gyorsan szaporodé sejtekbol allé 7 napos és 42 napos, illetve negativ kontrolként a 14 napos
patkanyok uterusabdl szarmazo sejtkultirak alkalmazasa célszerti a tovabbiakban.

A kovetkezokben szelektiv opioid petidekkel vizsgaltuk az ENK hatads medialasaban
szerepld egyes Opiat receptor altipusokat. Kisérleteinkben [D-Met>-Pro®]-enkefalinamid (ENK)
mellett tovabbi opioid peptidek sejtproliferaciot gatld hatasat is megvizsgaltuk a nem stimulalt,



az Osztradiol (OE) éltal, és az epidermalis ndvekedési faktor (EGF) &ltal stimuldlt, kiilénbdz6
életkoru patkanyok uterusabdl szarmazo, kevert sejtes primer sejtkulturakban.

7 napos allatoknal a nem szelektiv enkefalinamid ENK és [Met’]-enkefalin (az “opioid
growth factor receptor” endogen ligandja) kezelés mind a nem stimulalt, mind az EGF altal
stimulalt kulturdkban azonos mértékben csokkentette a sejtsiiriiséget. Ugyanakkor 30 nM W
szelektiv agonista DAMGO, delta specifikus DPDPE, kappa agonista Dynorhin-A, [Leu’]-
enkefalin, béta-endorfin, és morficeptin hatastalannak bizonyult.

14 napos életkorban az opioid peptidek gatlo hatasa nem volt megfigyelheto.

21 naptol kezdédoen (a vizsgélt 21, 28, 35, 42, 60 napos életkorokban) mar az OE és
EGF altal stimulalt sejtszaporodast gatolta az ENK és DAMGO, mig 30 nM DPDPE, Dynorhin-
A, [Met’]-enkefalin, [Leu”]-enkefalin, béta-endorfin, és morficeptin jelenlétében sejtsiiriiség
valtozas nem volt kimutathato.

Tenyésztett felnétt patkdny uterus sejteken tehat az enkefalinamid proliferaciot gatlo
hatasa mar dontéen a p receptorok altal medialt. Ezen valtozas a mikodoképes dsztrogén és
progeszteron receptorok egyedfejlodés alatti megjelenéséhez kotott.

Osszefoglalva:
EGF az 0sszes korcsoportban megndvelte a sejtsiriiseget.
Az osztradiol a 7-és 14-napos korban nem befolyésolta a sejtproliferaciot, stimuldlé hatasa 21-
napos korban jelent meg, és 28- 35- 42 és 60-napos korban valt kifejezetté.
Enkefalinamid 7-napos korban mind a nem stimulalt bazalis, mind a stimulalt proliferaciot
azonos mertékben csokkentette.
Enkefalinamid a 14-napos sejtkultirakban nem befolyasolta a sejtsiiriiséget.
Enkefalinamid a 21-, 28-, 35-, 42- és 60-napos korban gatolta a stimulalt sejtszaporodast, mig a
nem stimulaltra mar nem volt hatéssal.
Az oOpiat antagonista naloxon az 6sszes korcsoportban kivédte az ENK gatlé hatasait.
A megfigyelt hatasok a fizioldgias nM-os koncentracio tartomanyban voltak.
Felnott patkany uterusban az opiat hatas dontéen a p receptor (MOR) bevonasaval valdsul meg.

Eredményeink arra utalnak, hogy az opioid peptidek uterusban folyd sejtszaporodast
gatldé hatasa az életkortdl fugg. A patkany egyedfejlédés soran uterusban az opioid peptidek
sejtproliferaciot gatldé hatasa két kulonbdzé jellegi és hatasmechanizmust fazisra oszthato,
melyeket egy érzéketlen periddus valaszt el egyméstdl. Adataink alapjan feltételezhetjik, hogy
a szexual szteroid, az opioid peptid és a nodvekedesi faktor rendszerek kozti sejtszintii
kolcsonhatasoknak fontos szerepe lehet a patkany uterus fejlédésének szabalyozéasaban.

2./ Felnétt patkanyokbdl szarmazd uterus sejttenyészetekben moédszertani erdfeszitéseket
kivanunk tenni az opioid peptidek sejtproliferaciot gatld szerepének elkildnitett sejttipusok
szerinti vizsgalata irdnyaban.

Patkany uterusban a dontéen (1) endometrium epitél, (2) endometrium stroma és (3)
myometrium simaizom + stroma frakciok elkilonitésére alkalmas sejtdiszpergalasi modszerek
kidolgozésa megtortént.

Kisérleteinkben az alkalmazott kezelések azonos hatdsokat valtottak ki a kilonbdz6
sejttipusok tenyészeteiben, ezért a tovabbiakban nem foglalkoztunk a kérdéssel, a kevert sejtes
primer sejtkulturakat hasznaltuk in vitro modellkent.



4./ A _sejtproliferdcié mérési moédszereink fejlesztése >H-timidin beépiilés és/vagy
proliferacié markerek merése irdnyaban.

Mérési madszereink fejlesztése céljabdl, az anyagi lehetéségeinknek megfelel6en, az é16
biomassza mennyisegét fotometrias Gton méré MTT sejtproliferacios teszt beallitasat végeztik el
a mar rendelkezésiinkre all6 eszkdzokre adaptalva. A sejtkultirdk teljes DNS tartalmanak
meghatarozasat Burton modszerrel vegeztiik.

3./ A _progeszteron receptor esetleges szerepe az opioid peptideknek az uterus sejtek
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Adataink eddigi kozlési forméja: ]
1./ Kornyei J.L., Zelkd A., Lengyel F., Vértes Z., Kovacs K.A., Vértes M.: Opioid peptidek
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Magyar Elettani Téarsasag LXVI1I. Vandorgyilése, 2004, Debrecen, Osszefoglalok 42. old.

Munkacsoportunk el6z6 kozleményei alapjan ismeretes az opioid peptideknek az
uterust éré6 mitogén hatasokat ellensulyozé parakrin negativ szabalyozo szerepe.

Patkany uterusban az 6pioid peptidek gatoljak az 6sztradiol altal kivaltott DNS-
szintézist illetve sejtproliferaciot. Uterusban az 6sztradiol és az epidermalis ndvekedési faktor
szoros egyuttmiikodésben vezérli a sejtosztddast, és az opioid peptidek gatoljak az EGF-
stimulalta sejtproliferaciot is.

Mivel az opioid peptidek és a progeszteron egyarant gatoljak az uterusban zajlo
sejtproliferaciot, jelen kisérleteinkben arra kerestik a valaszt, hogy hatasmechanizmusukban
eltéré vagy kozos elemeket hasznalnak-e? Ezért megvizsgaltuk, hogy az opioid peptidek
hatdsaban szerepel-e a progeszteron receptor rendszer, illetve a progeszteron altal kifejtett
gatlo hatas kapcsolatban all-e az opioid peptidek hatdsmechanizmusanak elemeivel.

Modszerek:
Az alkalmazott modszerek azonosak voltak az 1. pontban fent részletezettekkel.

Eredmeények:

Kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy az antiprogeszteron mifepriston (RU486)
felfliggeszti-e a [D-Met*-Pro°]-enkefalinamid (ENK) sejtproliferaciét gatld hatasét, illetve, az
Opiat antagonista naloxon kivédi-e a progeszteron antidsztrogen, gatlo jellegli hatasat a nem
stimulalt, az 6sztradiol (OE) altal, és az epidermalis ndvekedési faktor (EGF) altal stimulalt,
kllonbozo életkort patkanyok uterusdbol szarmazo, kevert sejtes primer sejtkulturakban.

Felnétt patkany uterus sejtkulturakban megvizsgaltuk, hogy a progeszteron receptor
rendszer kozremiikddik-e az opioid peptidek altal kifejtett proliferacié-gatlasban. A kontrol
értékhez képest az 6sztradiol szignifikansan megnoévelte a sejtszamot, ezen serkent6 hatasat az
enkefalinamid gatolta. A progeszteron receptor antagonista RU486 az opioid peptid gatld
hatasat felfliggesztette. Meglepetésként az dsztradiol-indukalta sejtproliferaciot az RU tovabb
fokozta, sét az antiprogeszteron RU486 tnmagaban is erés mitogén hatastnak bizonyult.

A kovetkezé kisérletsorozatban megvizsgaltuk maganak a progeszteronnak a hatasat
is. Az enkafalin altal kifejtett sejtosztodast gatlo hatast a progeszteron tovabb mélyitette.
Progeszteron énmagaban is csokkentette a sejtproliferaciot, de a legalacsonyabb sejtszamot
osztradiol és progeszteron egylittes jelenlétében mértik.

A tovabbiakban megvizsgaltuk azt is, hogy a progeszteron gatlo hatasaban
szerepelnek-e az opioid peptidek hatdsmechanizmusanak elemei. A specifikus Opiat receptor
antagonista naloxon jelenléte felfliggesztette a progeszteron sejtosztddast gatlo hatasat mind a



nem stimulalt, mind az 0sztradiol altal stimulalt tenyészetekben. Ugyanakkor naloxon
onmagaban nem befolyasolta sem a bazalis, sem a stimulalt sejtproliferaciot.

Az uterusban az dsztradiollal szorosan egylttmiikéd6 epidermalis novekedési faktor
erésen megnoveli a tenyeszté flaskdk DNS tartalmat. Enkafalinamid az EGF altal stimulalt
sejtproliferaciét is gatolja. A progeszteron receptor antagonista RU486 az opioid peptid ezen
gatlo hatasat is kivedte. RU 6nmagaban is hatasos serkenté tényezonek bizonyult, sét még az
EGF altal stimulalt intenziv sejtszaporodast is képes volt még tovabb fokozni.

Progeszteron az EGF serkenté hatasat is kepes gatolni és az el6z6ekhez hasonldan az
Opiat antagonista naloxon felfliggesztette a progeszteron sejtproliferaciot gatlé hatasat mind a
nem stimulalt, mind az EGF altal stimulalt tenyészetekben. Naloxon 6nmagaban itt sem
valtoztatta meg a sejtstirtisegeket.

Ismeretes, hogy a progeszteron receptorok &sztradiol jelenlétében fokozottabb
mértékben fejezédnek ki. Osztradiol serkenti a sejtproliferaciot, melyre EGF az 6sztradiolnal
fokozottabb mértékben képes. Egyiittes adasuk esetén dsztradiol mar nem ndveli tovabb a
sejtstiriseget, viszont Osztradiol jelenlétében a progeszteron gatlo hatdsa maximalis
mértekavé valt. Az Opiat antagonista naloxon a progeszteronnak még e maximalis gatld
hatasat is teljes mértékben felfliggesztette.

Mivel adataink szerint naloxon felfuggeszti a progeszteron sejtproliferaciot gatlo
hatasat, kisérleteinkben megvizsgaltuk azt is, hogy a naloxon vajon befolyasolja-e az
antiprogeszteron RU486 hatasat is? Kisérleti eredmenyeink szerint a naloxon felfliggeszti az
antiprogeszteron RU486 mitogén hatasat is mind nem stimulalt, mind OE- illetve EGF éltal
stimulalt sejttenyészetekben.

El6z6 adataink szerint az opioid peptideknek az uterus sejtek proliferacidjat gatlé
hatdsa életkorok szerint eltér6 jellegi, ezert jelen kisérleteinkben megvizsgaltuk éretlen, 7
napos patkanyokbdl szarmazd uterus sejttenyészeteket is az MTT teszt segitségével. Erre az
életkorra jellemzoéen Osztradiol hatastalannak bizonyult és az él6 biomassza mennyiségét
progeszteron vagy antiprogeszteron jelenléte sem befolyésolta. Eretlen allatokra jellemzéen
az enkefalinamid a nem stimulalt sejtszaporodast hatdsosan gatolta, és ezen gatlé hatasat jelen
esetben az RU486 nem volt képes felfliggeszteni. EGF ebben az életkorban is hatdsos mitogén
tényezé. A stimulalt sejtszaporodast is hasonlé mértékben gatolja az ENK, mint a nem
stimulaltat. Progeszteron vagy antiprogeszteron jelenléte a stimuldlt proliferaciot sem képes
befolyasolni.

Osszefoglalva:

Felnott patkanyok uterus sejttenyészeteiben RU486 felfliggesztette az ENK-nak az OE-
stimuldlt, és EGF-stimuldlt proliferaciora gyakorolt gatld hatasét.

RU486 dnmagaban is erésen serkentette a sejtszaporodast, sét az EGF altal serkentett
sejtszaporodast is még tovabb fokozta.

Progeszteron egyarant gatolta az uterus sejtek nem stimulalt, OE altal és EGF altal

A progeszteron sejtproliferaciot gatld hatasat es az RU486 stimulalo hatésat az opiat
antagonista naloxon egyarant kivedte.

A vizsgalt hatasok a fiziologias nM-os tartomanyban voltak megfigyelhetok.

7 napos, éretlen allatok uterusdbdl szarmazo sejtek nem stimulalt, EGF altal stimulalt
vagy enkefalinnal gatolt szaporodasat sem RU486, sem progeszteron jelenléte nem befolyasolta.

Adataink szerint az opioid peptid és progeszteron receptor rendszerek kozott ketiranyd
kdlcsonds kapcsolat mikddik a felnétt patkany uterus sejtek szaporodasanak gatlo jellegii
szabalyozasaban. Fiatal, éretlen patkanyok uterus sejtjeiben ezen molekularis kapcsolat még nem
mutathato Ki.



6./ Human uterus szOvetekbdl szarmazd sejtvonalakon az endogén opioid peptidek
sejtszaporodast gatl6 mechanizmusanak vizsgalata.

6./A  Myometrium szdvetekbdl szdrmazo sejtvonalak:

Megjelent kozlemények:

1./ J.L. Kornyei, Z. Vertes, F. Lengyel, K.A. Kovacs, P.M. Gécze, M. Veértes: Opiate-
progesterone interaction in the regulation of the proliferation of human myometrial and
endometrial cells. 69th Annual Meeting of the Hungarian Physiological Society, Budapest,
Hungary, Acta Physiologica Hungarica 92: 274-275, 2005

2./ Kornyei J.L., Vértes Z., Lengyel F., Kovacs K.A., Gécze P.M., Vértes M.: Opiét-
progeszteron koélcsonhatds a huméan myometrium és endometrium sejtek osztodasanak
szabéalyozasaban. A Magyar Elettani Tarsasag LXIX. Vandorgyilése, 2005, Budapest,
Osszefoglalok 124. old.

Munkacsoportunk kordbbi eredményeibdl és az irodalombdl ismeretes, hogy patkany
uterusban az o6pioid peptidek gatoljak az Osztradiol altal kivaltott DNS szintézist, illetve
sejtproliferaciét. Az uterusban az 6sztradiol és az epidermalis ndvekedési faktor szoros
egyuttmikodésben vezerli a sejtosztodast és az opioid peptidek gatoljak az EGF stimulalta
sejtproliferaciot is.

Laboratoriumunk adatai alapjan patkany uterusban az Opioid peptidek és a
progeszteron negativ mitogén hatasa egymassal kolcsdnhatasban all. Jelen kisérleteinkben
human myometriumban vizsgaltuk meg, hogy az dpioid peptidek hatasaban szerepel-e a
progeszteron receptor rendszer, illetve a progeszteron altal kifejtett gatldé hatds kapcsolatban
all-e az opioid peptidek hatasmechanizmusanak elemeivel.

Modszerek:

Vizsgalatainkat a PTE-AOK Etikai Bizottsaga engedélyével, és a betegek irasbeli
hozzajarulasaval végeztik. A hysterectomia mitétekbél szarmazé myometrium
szOvetmintakat steril koriilmények kozott daraboltuk, majd limitalt kollagendz és DNaz
emésztéssel diszpergaltuk. Az emesztési fazis inkubacios idejét meghatarozva, 16 0rés
emésztéssel 3-6-9 hdnapig is vizsgélhato, tiszta simaizom tenyészeteket, illetve 3 0rés
inkubacioval egyszer hasznalatos kevert sejtes primer kultarékat nyertink. Ezutan tripankék
kizarasos festést kdvetéen 1000 él3 sejt/cm? stirtiséggel Gltettiik el a sejteket és gazdagitott
Waymouth tapoldatban 10 %-0s szérum jelenlétében tenyésztettiik. A sejtsiiriiség
meghatérozasat tripankék festést koveté sejtszamolassal, vagy Burton-féle DNS
meghatarozassal, illetve MTT sejtproliferacids assay-vel végeztuk.

Kisérleti eredményeinket varianciaanalizist koveté Student Newman-Keuls Multiple Range
Teszttel elemeztiik. P<0.01 szintnél tekintettiik az eltéréseket szignifikansnak.

Eredmények:

Humaén uterusbol szarmazd, nem stimuldlt, Osztradiol (OE) altal, és epidermalis
novekedési faktor (EGF) altal stimulalt myometrium simaizomsejt tenyészeteken elvégzett
kisérleteinkben szintén megvizsgaltuk, hogy az antiprogeszteron RU486 kivédi-e a [D-Met*-
Pro°]-enkefalinamid (ENK) sejtproliferaci6t gatlé hatasat.

Az ENK mind az EGF Altal stimulalt sejtproliferaciot, mind az 6sztrogén okozta
sejtszam csOkkenést és meéretndvekedést blokkolta. Az opioid peptid stimulalt proliferaciot
gatld hatdsat az RU486 felfliggesztette. Az RU486-nak 6nmagaban is erételjes sejtszaporodast
serkent6 hatasa volt, s6t az EGF altal stimulalt sejtproliferaciot is még tovabb fokozta.



A kovetkezé kiserletsorozatban megvizsgaltuk magénak a progeszteronnak a hatasat
is. A receptor antagonista RU486-tal ellentétesen hatva a progeszteron ©Gnmagaban
szignifikansan csokkentette a proliferaciot. A progeszteron ezen gatlé tulajdonsdga mind EGF
jelenlétében, mind az ENK-al gatolt EGF-, illetve 6sztrogén-hatds esetében megvalosult. A
legerélyesebb gatld hatast 6sztrogén és progeszteron egyuttes jelenlétében tapasztaltuk.

A tovabbiakban megvizsgaltuk azt is, hogy a progeszteron gatlo hatasaban
szerepelnek—e az dpioid peptidek hatasmechanizmusanak elemei? Ennek viszgalatara az opiat
receptor antagonista naloxont (NAL) hasznaltuk. A naloxon felfiiggesztette a progeszteron
sejtosztodast gatld hatasat mind a nem stimulalt, mind az EGF altal stimulalt, mind az
Osztrogén befolyasa alatt allo tenyészetekben. A naloxon teljes mértékben Kkivédte a
progeszteron maximalis gatl6 hatasat az EGF stimulalta kultdrakban is.

A hatasmechanizmus vizsgalata iranyaban tett elsé Iépesként a naloxon hatasanak
id6flggését vizsgaltuk meg. A progeszteron dsztrogén jelenlétében kifejtett maximalis gatlo
hatasat a naloxon két oraval elébb adva mar részben felfliggeszti és egy oraval elébb illetve
egyidejtileg alkalmazva ez a hatds maximalis mértékben megvaldsul. A naloxon 6nmagaban a
mar ismert modon semmilyen hatast nem gyakorolt a sejttenyeszetekre. A naloxon a
progeszteron kezelést kovetéen alkalmazva hatastalan, igy mar nem képes a progeszteron
sejtproliferaciot gatlo hatasat befolyasolni.

A kolcsdnhatds masik iranyat vizsgdlva az antiprogeszteron lehetséges
tdmadaspontjainak lesziikitése érdekeében az RU486 hatasanak idoéfliggését szintén
megvizsgaltuk. OE és EGF altal maximalisan stimulalt sejtkultiraban az ENK gatl6 hatasat az
RU486 az alkalmazés idépontjatol fliggetlenil blokkolta. Adataink alapjan a naloxon és az
RU486 hatdsanak idéfliggése jellegzetes eltérést mutatott, ami felveti annak a lehet6ségét, hogy a
kolcsonhatas a két iranyban eltéré timadaspontokon keresztil valosul meg.

Ismert az RU486 antiprogeszteron hatasa mellett, annak antiglikokortikoid jellege is.
Ezért kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy rendszeriinkben az RU486 melyik hatdsa dominal.
A dexamethason szintén sejtproliferaciot gatlo hatdstnak bizonyult, ezen gatlast az RU486 a
vart modon felfliggesztette. Az Opiat antagonista naloxon, ahogy az el6zéekben lattuk, a
progeszteron gatlé hatasat ellensllyozta, viszont a dexamethason gatlé hatasara semmiféle
befolyast nem gyakorolt. Az RU486 6nmagaban is serkentette a sejtproliferaciot. Ezzel
szemben 6regedd (3 honapos) sejtvonalban az dsztrogén és progeszteron receptor rendszerek
mar nem voltak mikodoképesek, es igy az RU486-nak sem volt proliferaciot serkent6 hatasa.
A dexamethason itt is jelenlevé gatlo hatasat az RU486 a fiatal sejtvonalhoz hasonlé modon
blokkolta. A dexamethason gatld hatdsat az Opiat receptor antagonista naloxon nem
befolyasolta. Ezen kllonbségekbdl arra kdvetkeztetlink, hogy az ltalunk vizsgalt rendszerben
az RU486 antiprogeszteron jellege dominal.

Osszefoglalva:

Az ENK gétolta az 6sztradiol és EGF myometrium sejtekre gyakorolt hatasét.

Az ENK gatlé hatasat naloxon felfuggesztette, ugyanakkor a NAL 6nmagaban sem a
bazalis, sem a stimulalt sejtosztddast nem befolyésolta.

Az RU486 az alkalmazas idépontjatol flggetlenil felfiiggesztette az ENK proliferaciot
gatlo hatasat.

A progeszteron sejtproliferaciot gatlo hatasat az egyidejileg, illetve 1 és 2 oraval
megel6zéen alkalmazott naloxon Kivédte.

RU486 dnmagaban is igen erélyesen serkentette a myometrium sejtek szaporodasat.

Az RUA486 proliferaciot serkenté hatadsaban dontéen az antiprogeszteron- és nem az
antiglukokortikoid jelleg jatszik szerepet.



Adataink alapjan az opioid peptidek sejtosztddast gatlé mechanizmusa és az opioid
peptid és progeszteron receptor jelz6 rendszerek kdzotti ketiranyd kélcsdnhatas mikédoképes a
human myometrium sejtekben is. Az opioid peptidek és a progeszteron sejtproliferaciot gatlo
hatasa kozti kétirdnyl kapcsolat valosziniileg eltéré tamadaspontokon keresztil valdsul meg.

6./B A human myometrium sejteken elvégzett kisérleteinket kiterjesztettilk a koros, jéindulat(
daganatos szOvetekre, igy uterus leiomyomara is.

6./B.1.

Adataink publikalasanak eddigi formai:

1./ J.L. Kornyei, K.A. Kovacs, Z. Vértes, P.M. Gécze, F. Lengyel, M. Vértes: Altered
opiate-progesterone interaction in the regulation of proliferation of human leiomyoma cells. 70th
Annual Meeting of the Hungarian Physiological Society, Szeged, Hungary, Acta Physiologica
Hungarica 93: 196-197, 2006

2./ Kornyei J.L., Kovacs KA., Vértes Z., Gécze P.M., Lengyel F., Vértes M.: Opiat-
szabalyozésaban. A Magyar Elettani Tarsasdg LXX. Vandorgyilése, 2006, Szeged,
Osszefoglaldk 76. old.

Human uterus leiomyomabdl szarmaz6 simaizomsejt tenyészetekben szintén
megvizsgaltuk, hogy az antiprogeszteron RU486 kivédi-e a [D-Met*-Pro°]-enkefalinamid (ENK)
sejtproliferaciot gatld hatasat. Kisérleteinkben nem stimulalt, 6sztradiol (OE) Aaltal és
epidermalis novekedési faktor (EGF) altal stimulalt kulturakat elemeztink.

A leiomyoma sejtkulturdk mindig gyorsabban novekedtek, kisebb APDT eértékeket
mutattak, mint az azonos uterusbol szarmazd myometrium simaizom sejtvonalak.

[D-Met>-Pro°]-enkefalinamid (ENK) gatolta az osztradiol (OE) és epidermélis
ndvekedési faktor (EGF) altal stimulalt sejtproliferaciot. ENK a leiomyoma sejtek nem-stimulalt,
bazalis szaporodaséat is gatolta, és az ENK és DAMGO mellett itt [Met’]-enkephalin is
hatdsosnak bizonyult a 7 napos patkdny uterusban leirtakhoz hasonléan. Az ENK sejtosztddast
gatlé hatasat az dpiat receptor antagonista naloxon (NAL) felfliggesztette. NAL 6nmagaban sem
a bazalis, sem a stimulalt sejtosztddast nem befolyésolta.

Human uterus leiomyoma simaizomsejt tenyészeteiben RU486 felfliggesztette az ENK-
nak az EGF-stimuldlt proliferaciora és az OE Altal indukalt sejtszdm és méret véltozésra
gyakorolt gatlo hatasat.

A myometriumban talaltakkal szemben, RU486 dnmagaban alkalmazva leiomyomaban
nem serkentette a sejtszaporodast, és ennek megfeleléen az EGF-stimulalt ill. OE-val serkentett
sejtkultirdk denzitasat sem tudta tovabb ndvelni. Az enkefalinamidnak a stimulalt
sejtszaporodast gatlo hatasat azonban az RU486 a myomaban is kivédte.

Progeszteron egyarant gatolta az uterus sejtek nem stimulalt, OE és EGF altal serkentett
leiomyomaban Osztradiolra nem valtozott.

A specifikus dpiat antagonista naloxon kivédte a progeszteronnak a nem stimulalt ill. az
EGF és OE Aaltal stimuldlt sejtproliferaciot gatlé hatasat. Ugyanakkor a naloxon kivédte az
RU486-nak az opiatok altali gatlast felfiiggeszté hatasat is.

A myometrium sejteknél tapasztaltakkal szemben az ENK a tenyésztett leiomyoma sejtek
nem stimulalt, bazalis szaporodasat is gatolta. Ezen mechanizmus a korabban 7 napos, éretlen
patkanyok uterus sejtjeiben leirtakkal mutatott hasonldségot.



6./B.2.

Tovabbi kisérleteinkben, a membran Opiat receptorok és a nuklearis 0sztrogén illetve
progeszteron receptorok, valamint a sejtproliferacié szabalyozéasiban szereplé transzkripcios
faktorok kapcsolodasi mechanizmusanak feltarasa iranyaban tett lépéseink egyikeként a
membran dsztrogén receptorok jelatviteli Gtjdban szereplé transzkripcios faktorok vizsgalatat is
elkezdtuk.

A szbvetblokkokbol, amelyek egy részébol készitettik a sejtvonalainkat, sikeresen
nyertiink lizatumokat, és munkacsoportunk vezet6éjének, Prof. Dr. Veértes Marietta kutatasi
témajanak keretében ill. ahhoz csatlakozéan immunoblot modszerrel vizsgaltuk a membran
0sztrogén receptorok hatasmechanizmusaban fontos szerepet betdlté egyes fehérjéket. Ezaltal a
membran Opiat receptorok és a nuklearis 6sztrogén illetve progeszteron receptorok lehetséges
kapcsolodasi pontja(i)nak vizsgalatahoz is kozelebb juthattunk.

Human uterus myometriumban és leiomyomaban a menstruaciés ciklus alatt, valamint
postmenopausaban elemeztiik az 6sztradiol (OE) nem-genomikus hatasai kozil a PI3K-tol fliggdé
jelatviteli utat. Ligand aktivalt 6sztrogén receptor (ER) hatdsara a PI3K foszforilalja az Akt
serine/threonine protein kindz fehérjét, mely eléseqgiti a sejtek szaporodasat és gatolja az
apoptazist.

Modszerek:

Az immunoblot vizsgalatok céljara a sejteket ill. szOveteket lizaltuk, majd a fehérje
mintakat 10% SDS poliakrilamid gél elektroforézissel szeparaltuk és nitrocelluléz membréanba
vittik at. A poliklonalis nyul antitestek kotodesét kovetéen, eldhivasra az ECL rendszert
hasznaltuk. Aktint alkalmaztunk felvitel kontrolként.

Eredmények:

Akt/PKB és Bcl2 , Bax proteinek vizsgalata leiomyomaban

Megjelent kozlemények:

1/ K.A. Kovécs, F. Lengyel, J.L. Kérnyei, Z. Vértes, I.I. Szabo, B. Simegi, M. Veértes:
Differential expression of Akt/protein kinase B, Bcl-2 and Bax proteins in human leiomyoma
and myometrium. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2003, 87: 233-240

2/ Kovécs K.A., Lengyel F., Kornyei J.L., Szabo I.: Akt/protein kinaz B vizsgalata huméan
uterus myometriumban és myomaban. A Magyar N6éorvos Tarsasag Dél-nyugat Magyarorszagi
Szekcidjanak V. Kongresszusa, 2003, Nagykanizsa-Zalakaros, Osszefoglalok 34-35. old.

Kisérleteink sordn megéllapitottuk, hogy az Akt/PKB expresszio és aktivacio mindkét
vizsgalt szovetben jelentésen fokozodott a proliferativ fazisban. A fokozddas mértéke a myomas
szOvetekben nagyobb volt, mint az ugyanazon uterusb6l szarmaz6 kontrol myometrium
szOvetekben. Az aktivalt Akt (pSerd73) expresszio a myomas szovetekben, a menstruécios ciklus
alatt igen jelentésen fokozodott. Az dsztradiol receptor (ER) alfa, progeszteron receptor és Bcl-2
protein expresszidja az Akt expresszidjaval parhuzamosan valtozott. Postmenopauzaban az Akt
expresszid eés aktivacio, valamint az 6sztradiol receptor (ER) alfa, progeszteron receptor és Bcl-2
protein expresszidja alacsonyabb volt, mint a menstruacios ciklus alatt. Ezzel szemben az anti-
apoptotikus hatast Bax protein expresszioja magas volt a leiomyoma szdvetekben.
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PTEN foszfataz és Akt/PKB aktivacié vizsgalata leiomyoméaban

Megjelent kozlemények:

1./ K.A. Kovacs, F. Lengyel, Z. Vértes, J.L. Kérnyei, P.M. Gécze, B. Slimegi, I. Szabd, M.
Veértes: Phosphorylation of PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome
ten) protein is enhanced in human fibromatous uteri. J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 2007, 103:
196-199

A PTEN foszfataz, a PTEN tumor szupresszor gén terméke a sejtekben foszforilalt és
nem-foszforilalt formaban van jelen, és kozponti szerepet jatszik a PI3K/Akt jelatvitel
szabalyozésaban, ami az 6sztradiol nem-genomikus hatasanak részét képezi.

A PTEN foszfatdz expresszi6 human uterus myometriumban és leiomyomaban
kimutathat6. A total PTEN mértéke valtozast nem mutatott, azonban a foszfo-PTEN szintje a
myomaban magasabb volt a menstruacios ciklus soran. A PTEN foszforilacié a myometriumban
a szekrécios fazis alatt alacsonyabb volt, mint a proliferacios fazisban. A foszfo-Akt szint a
menstruacios ciklus soran magasabb volt myomaban, mint myometriumban. A PTEN
foszforilacio kozvetlen osszefliggésben volt az Akt aktivacioval, ami kdzvetlen kapcsolatot
jelenthet a PTEN inaktivacié és Akt aktivacio kozott. A vizsgalt fehérjék fenti expresszio-
valtozasai a menopauzas uterusokban nem mutathatok ki.

Az opioid peptidekkel valé kapcsolodas vizsgalatat in vivo szoveti szinten értelemszeriien csak
patkanyban végzett kezelésekkel tudtuk vizsgalni. Intrauterinalisan adott 6sztradiol, illetve OE-t
tartalmaz6 méhviasz implantacié hatdsdra az Akt aktivitisa (a Ser476 oldallancanak
foszforilacioja) jelentésen fokozodott.

Megjelent kdlemények:

1/ Lengyel F, Kornyei J.L., Vértes Z., Kovacs K.A., Simegi B., Vértes M.: Akt/PI3K
jelatvitel in vivo vizsgalata patkany uterusban. A Magyar Elettani Tarsasag LXVII.
Vandorgyiilése, 2003, Pécs, Osszefoglaldk 111. old.

2/ Lengyel F., Vértes Z., Kovacs K.A.,Kornyei J.L., Simegi B., Vértes M.: Akt/protein
kiniz B és PTEN foszfatdz patkany uterusban. A Magyar Elettani Tarsasag LXX.
Vandorgyiilése, 2006, Szeged, Osszefoglaldk 218. old.

3./ F. Lengyel, Z. Vértes, J.L. Kdrnyei, K.A. Kovécs, B. Slimegi, M. Vértes: Akt/protein
kinase B and phosphatase PTEN in rat uterus. 70th Annual Meeting of the Hungarian
Physiological Society, Szeged, Hungary, Acta Physiologica Hungarica 92: 206-207, 2006

Osszefoglalva:

Adataink alapjan human uterus leiomyoma sejtekben is kétiranyu kdlcsonos kapcsolat all
fenn az opioid peptid és progeszteron receptor jelz6 rendszerek koz6tt, azonban az dpiat rendszer
muikddeése a joindulatt daganat sejtekben a korai, éretlen formaknak megfelel6 eltérést mutat.

Az opioid peptidek in vivo gatoljak patkany uterusban az Akt foszforilaciot, ezen
kapcsolat valoszinisitheté a human uterus szdvetekben is.

Adataink szerint a foszfatidil-inozitol 3-kindz/Akt jelatviteli Ut aktivalasa a PTEN fehérje
megvaltozott foszforilacidjaval egyitt szerepet jatszhat a leiomyoma pathomechnizmusaban.
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6./C Kisérleteinket Kkiterjesztettiik qgyodkeresen mas endokrin kornyezetbdl, terhes humén
uterusbél szarmazd méhizom sejtekre is.

Modszer:

Az alkalmazott modszerek azonosak voltak a 6./A pontban leirtakkal, azonban itt csak
kevert sejtes primer kultdrakat hasznaltunk az eredeti, a terhességnek megfelels, vagy még jol
kozelits allapot megoérzése érdekében.

Eredmények:

A nem stimuldlt, észtradiol (OE) altal, és epidermalis ndvekedesi faktor (EGF) altal
stimuldlt myometrium sejttenyészeteken elvegzett kisérleteinkben szintén megvizsgaltuk, hogy
az antiprogeszteron RU486 kivédi-e a [D-Met’-Pro°]-enkefalinamid (ENK) sejtproliferaciot
gatlo hatésat, illetve az Opiat antagonista naloxon befolyasolja-e a progeszteron sejtosztodast
gatlé hatasat.

Human terhes myometrium kevert sejtes és tiszta simaizomsejt tenyészeteiben RU486
felfiiggesztette az ENK-nak az OE altal indukalt sejtszam és méret valtozasra gyakorolt gatlo
hatasét, de nem befolyésolta az ENK-nak az EGF-stimulalt proliferaciora kifejtett gatlasat. A
nem terhes myometrium simaizomsejteken ill. patkany uterus sejteken tapasztaltakhoz képest az
EGF stimulacio kevésbé volt hatdsos a terhes uterusbdl nyert myometrium sejtekben.

Ugyanakkor RU486 6nmagaban erésen serkentette a sejtszaporodast.

A progeszteronnak a nem stimulalt és az EGF altal serkentett proliferaciot gatlé hatésa
OE jelenlétében volt a legkifejezettebb. Az dpiat receptor antagonista naloxon teljes mértékben
felfliggesztette a progeszteron sejtszaporodast gatlé hatasat.

Adataink alapjan human terhes myometrium sejtekben is kétirany( kolcsonhatas all fenn
az opioid peptid és progeszteron receptor jelzé rendszerek kozott. E kapcsolat azonban EGF
vonatkozasaban eltérést mutat a nem terhes myometrium sejtekben megfigyeltektol.

6./D Human uterusbdl szarmazd endometrium epitél, kevert sejtes és stroma
sejttenyészetekben is elinditottuk az opioid peptid és progeszteron receptor rendszerek
kapcsolatanak vizsgalatat.

Megjelent kozlemények:

1./ J.L. Kornyei, Z. Vertes, F. Lengyel, K.A. Kovacs, P.M. Gécze, M. Vértes: Opiate-
progesterone interaction in the regulation of the proliferation of human myometrial and
endometrial cells. 69th Annual Meeting of the Hungarian Physiological Society, Budapest,
Hungary, Acta Physiologica Hungarica 92: 274-275, 2005

2./ Kornyei J.L., Vértes Z., Lengyel F., Kovacs K.A., Gécze P.M., Vértes M.: Opiét-
progeszteron koélcsdnhatds a huméan myometrium és endometrium sejtek osztodasanak
szabéalyozasaban. A Magyar Elettani Tarsasag LXIX. Vandorgyilése, 2005, Budapest,
Osszefoglalok 124. old.

Modszer:

Alkalmazott mddszeriink az 1./ pontban reszletezetteknek megfeleléen, a fiatal
patkanyoknal hasznalttal volt azonos (révid tripszin/DNaz emésztés) az endometrium szdvetek
puhasaga, lazasaga és kis merete miatt.
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Eredmények:

Az o0Osztradiol- (OE) es  epidermalis novekedési faktor (EGF) altal stimulalt
sejtproliferaciot az ENK gatolta. Ezen gatlo hatasat az Opiat receptor antagonista naloxon
felfliggesztette.

RU486 ©Onmagaban is serkentette a sejtszaporodast, valamint az EGF-stimulalt
sejtkultirék denzitasat is még tovabb novelte.

Adataink alapjan human endometrium sejtekben is mitkddik az endogén opioid peptidek
sejtszaporodast gatlo hatdsmechanizmusa, és az antiprogeszteron RU486 szintén mitogén hatasu.

5./ Az enkefalinnak az 6sztrogén receptor alfa és béta szintekre gyakorolt hatdsa in vitro,
felndtt patkdny uterus kevert sejtes kultirakban és esetleges valtozasai az egyedfejlédés
stadiumai alatt.

7./ Opioid peptidek hatdsa tenyésztett patkany uterus sejtekben az AP-1 transzkripcios faktor
komplex fos és jun proteinjeinek expresszidjara.

8./ Enkefalin és ciklin D1 kblcsonhatasok elemzése felndtt és fejlédd allatokbdl szarmazo
patkany uterus sejtkultirakban.

A kovetkezokben részletezett kényszerii koltség atlitemezési, forras-osszevonasi okokbdl
az immunoblot kiserleteket gazdasagosan csak akkor indithattuk el (a megfelel6 antitesteket
beszereztlik), amikor az 0sszes kisérleti sejtvonalbdl és kezelésbol elkésziiltiink a lizatumok
Osszegyijtesevel.

A hatdsmechanizmus tovabbi lépéseinek felderitését celzd immunoblot kisérletekhez
hasznalando lizatumok, fehérje frakciok elkeészitésenek nagyrésze megtortént. Az ezekhez
szllkséges sejttenyészetek és kezelések kivitelezését kovetéen a kilénbozé életkoru patkany
uterus, valamint human myometrium és leiomyoma sejtvonalakbdl szarmazé protein mintakat
jelenleg lefagyasztva taroljuk. Az immunoblot kisérletek folyamatban vannak.

A Szerzédés 5. és 7., 8. pontjaban foglaltak szerinti munka hasznalhatd eredményeket
sajnos nem hozott. A patkany uterus szubkonfluens sejtkulturdkbdl nyert lizatumok nem
tartalmaztak a kimutatashoz elegendé mennyiségii receptor fehérjét. Megoldast jelenthet a
jovoben a talélé miniattr szovetblokkok ill. vekony szeletek tenyésztése a kezelések jelenlétében
mind patkany uterus, mind human szdvetek vonatkozasaban. Kezdeti prébalkozasaink alapjan
ismert, hogy a tapoldatot vékony rétegben folyamatos mozgasban kell tartani. Célunk a steril
tapoldatot tartalmazd edények billegtetése a zart CO, inkubatoron belil 37°C-on 100%
paratartalom mellett. Ilyen korilmények koz6tt is garantaltan miikddé gepet a piacon beszerezni
nem tudtunk, ezért jelenleg sajat fejlesztésii megoldasokkal probalkozunk a tanszéki miihely
munkatarsaival.

A huméan myometrium és leiomyoma simaizom sejtvonalakbol szarmazo kezeléses
lizatumok immunoblot vizsgalatai szerint az 6sztrogén receptor alfa protein kimutathat6 volt, de
nem mutatott I1ényeges killonbségeket a kezeléseknek megfeleléen.

Altalanos kovetkeztetések
A jelen kutatasi periodusban a timogatott témaban a kdvetkez6 0j adatokkal jarultunk
hozza a tudoméanyteriilet ismeretanyagahoz:

Az opioid peptidek patkany uterus sejtek osztodasat gatlo hatasaban két eltéré fazis
kllonitheto el az egyedfejlodés alatt, melyeket egy érzéketlen periodus valaszt el egymaéstal.
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Az opioid peptid és progeszteron receptor rendszerek kozott kétirdnya kolcsonds
kapcsolat mikodik a felnétt patkany uterus sejtek szaporodasanak gatlo jellegii szabalyozasaban.
Fiatal, éretlen patkanyok uterus sejtjeiben e molekularis kapcsolat még nem mutathato ki.

A humadn myometrium és endometrium sejtek szaporodasanak gatlo jellegt
szabalyozésaban szintén kétiranyd kolcsonhatas all fenn az opioid peptid és progeszteron
receptor jelzé rendszerek kozott. A naloxon- és az RU486-hatas idofliggésének eltérései alapjan
e kétiranyl kapcsolat eltéré tAmadaspontokon keresztiil valosulhat meg.

Az opioid peptidek sejtosztddast gatlo6 mechanizmusa €s az Opiat-progeszteron
kélcsdnhatas miikodéképes a humén leiomyoma sejtekben is. Azonban [D-Met*-Pro’]-
enkefalinamid (ENK) a leiomyoma sejtek nem-stimulalt szaporodasat is gatolta, és az ENK és
DAMGO mellett itt [Met’]-enkefalin is hatasosnak bizonyult a 7 napos patkény uterusban
leirtakhoz hasonldan. A myometrium sejtekben talaltakkal ellentétben, RU486 6nmagaban nem
serkentette a leiomyoma sejtek a szaporodasat, azonban az ENK géatlé hatasat itt is kivédte. Az

Ve

pathomechanizmusban is szerepet jatszhat.

A rendelkezésunkre &llt pénzeszkozokkel és modszerekkel a kutatasra fordithato
idében eddig jutottunk. A hatasmechanizmusok pontos lépéseinek feltdrasahoz még tovabbi
munka szikséges. A rangos folyoiratokban torténé publikdlashoz modern, célravezetébb
modszerekkel torténd kiegeszitésekre, pontositdsokra van sziikség, melyet tovabbi kutatasi
palyazatok részeként tartunk lehetségesnek. (,,descriptive, phenomenological versus
conclusive studies™)

A kutatas témajaban eddig megjelent kdzlemények 0sszegzése

Folyoiratcikk kalfoldi, idegen nyelvii folyoiratban 3db IF=7,41
Absztrakt kalfoldi, idegen nyelvii folyoiratban 1db IF =3,64
Absztrakt hazai kiadasu, idegen nyelvi folyéiratban 3 db
Konferencia kiadvany, magyar nyelvi 7 db

Ossz.: 14 db

Felmerilt nehézségek és akadalyok, amelyek befolyasoltak a Szerzédésben foglaltak
megvalositasat:

1./ A Kkisérletek elvegzésére felhasznalhatd kutatasi tdmogatasérték fokozatos és 2005-t6l
mar kb. 50%-0s csokkentése komoly nehézségeket okozott. Emiatt a Munkatervben szerepl6
utemezeéshez képest kesobbre kellett atitemeznink, és dssze kellett vonnunk bizonyos munkakat.
(2003-t61 a -25% AFA, 2004-t6l a -14,3% elvonas, 2005-t6l a -11% visszatartds, kozben
folyamatos inflacid, és a rezsi és kezelési koltségek az eredeti teljes 6sszegek szazalékai szerint
kerlltek levonasra). A 2004 évben elért lehet legnagyobb megtakaritast a 2005 évi megmaradé
tdmogatassal Osszevonva (a szikseéges antitestek, elektroforézis és el6hivo vegyszerek
beszerzésevel) az immunoblot technikékat igénylé munkak nagy részét még megvaldsithatonak
Véltuk.
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2./ A 2005 majus elején tortént baleseti sériilésem miatt az OTKA Elettudomanyi
Kollégium EIndke — a Zstri elndk véleményét figyelembe véve — hozzajarult a T 37440
szamu kutatas hataridejének 2006. December 31-ig torténé maddositasahoz (Ko-21415/2005).
A manualis munkabol tortént kiesésem elétti 4 és a munkaképességem visszanyerését koveto
2 honap alatt - az ez évtdl jelentésen megndvekedett oktatdsi feladatokon tal megmaradt
idében — a 2004 évi munkardl szo6lo részjelentésben foglaltaknak megfeleléen, a kiillénbdz6
sejtkultura mintakbol a kisérletes kezeléseket koveté fehérje izolalasokat végeztik, illetve
folytattuk tovabb. Az immunoblot vizsgalatok elinditasa ill. elvégzése most van folyamatban.

3./ A 2005. év elejétél kezdédoen a kutatdsban résztvevok kozil Dr. Kornyei Jozsef
LaszI6 témavezetonek és Dr. Vértes Zsuzsannanak az oktatasi feladatok elére nem lathato
modon hirtelen, és igen jelentésen megnovekedtek. A Pécsi Tudomanyegyetemre a cséd
kozeli helyzet miatt kirendelt kormanybiztos jelenlétében az egyetlen megoldast a bevételek
azonnali novelése jelentette. A kényszerhelyzetben a német nyelvii orvosképzés beinditasahoz
még az alapfokd német tudassal rendelkezoket, igy minket is igénybe kellett venni. A német
nyelvii el6adasok megtartasahoz sziikséges szint gyors elérése igen jelentés energia
befektetest igényelt. Ezen kivil az angol évfolyam jelentésen megnovelt l1étszama mar egész
éves gyakorlat- és szeminariumvezetést és a fakultativ tantargyaink angol nyelvi eléadasat is
igényelte toluink. Igen nagy leterhelést jelentett a hallgatoi létszam Gsszességeben
haromszorosara nodvekedése miatt szlkségessé valt, harom nyelven azonos irasbeli
tesztvizsgakra vald attérés elokészitése és lebonyolitasa.

A 2. és 3. pontokban foglaltak idészakokban jelentkezé terhelesként léptek fel, azonban
egylttesen kb. 1-1,5 év teljes kiesést jelentettek a kutatomunkabol.

Eltérések indoklasa
Személyi:

Dr. Oszter Angéla tanarsegéd a Ph. D. fokozat megszerzését kovetéen a gydgyszeriparba
tavozott. A palyazatban szereplé segéderok koziil két f6 bioldgus, Harka Csabané és Moyzes
Katalin nyugdijazds miatt valt ki a munkacsoportbdl és Lengyel Ferenc biologus Ph. D.
hallgatoként csatlakozott a munkacsoporthoz. Az egyetemi létszamleépitések miatt
Osszességében 1 6 segéderot veszitettiink.

Pénzugyi:

Sajnalatos modon a kulfoldi kongresszusi kiutazas koltségeinél eredeti tervezési hibat
kdvettem el, mert nem terveztem kilén sorban napidij 6sszeget. Kérésemre ezen 2003 évi -47
eFt tételnek a meglevé maradvany 0Osszegekbdl torténé fedezését az OTKA Bizottsdg
engedélyezte.

A kutatasi id6szak alatti fokozatos és folyamatos tamogatascsokkentés sziikségessé
tette a keretek és maradvanyok atcsoportositasat. A kongresszusi utazasok kényszeri
felfliggesztése a kezdeti lendilet (2003) utdn még idében megtortént, s6t 2006-ban mar az
0sszes kereten még meglevé maradvanyt is, OTKA engedéllyel, vegyszerbeszerzésre kellett
forditanunk.

Beszerzett eszkdzok:

A potléasra betervezett régi eszk6zok még mindig nem romlottak el, viszont 2004-ben, egy
mindennapos hasznalatban levé 6t éves személyi szamitogép CD meghajtoja ment tonkre, igy
ezt kellett pétolni. 2006 végén a tapoldatok tarolasahoz hasznalt igen régi Gronland tipusd 4°C-s
htiténk véglegesen javithatatlanna valt, igy ezt kellett igen gyorsan pétolnunk egy 0 héztartasi
htitégép beszerzésével.
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