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Bevezetés

A szteroid magreceptorok felfedezése és a receptorok ligand indukalt
transzkripcios faktorként valé miikodésének felismerése nyitotta meg a szteroid hatasok
megértésének modern korszakat. Selye Janos mar a szteroidokkal kapcsolatos
vizsgalatok hajnalan megfigyelte a progeszteron azonnali anesztetikus hatasat. Tette ezt
anélkiil, hogy sejtelme lehetett volna arrdl, hogy ezekért a fenti magreceptorokkal
egyiitt mikodo szteroid membranreceptorok tehetdk felelGssé.

Az Osztrogén jelatvitelének feltérképezése napjainkban élénk kutatasok
targya, dontéen az Osztrogén dependens emldrakok antidsztrogén terdpidja, illetve
egyes kozponti idegrendszeri és immunsejtekhez kdthetd azonnali dsztrogén hatasok
miatt. Jelen ismereteink szerint a membran asszocialt Osztrogén receptorok a
magreceptor rendszerrel parhuzamosan, azzal egyiittmitkodve vesznek részt a szteroid
hatas kialakitasaban. A membran receptorok két szerkezeti csoportba oszthatdoak. A
klasszikusnak is nevezett intracellularis 6sztrogén magreceptorok (dontéen az ERa-rol
vannak ismereteink) membranba helyezédésével alakul ki a mER receptor populacio.
A receptorok membranba épiilését egy palmitoilsavval torténé konjugacio teszi
lehetové, melyet a DHHC7 és DDHC21 enzimek végeznek. Az oldallancok révén a
MER a membranban egy szignaloszomanak nevezett komplexben helyezkedik el, ahol
masodlagos hirvivé molekulak révén tobb fontos élettani folyamat szabalyozaséban is
részt vesz. A membran asszocialt 6sztrogén receptorok masik szerkezeti csoportjaba a
G-protein kapcsolt 0sztrogén receptor (GPER, korabbi nevén GPR30) tartozik, mely a
klasszikus 6sztrogén receptoroktol teljesen eltérd szerkezetii fehérje, szerepe példaul az
endotelidlis NO szintézis kapcsan tiinik jelentdsnek.

Dolgozatomban emlérak sejtvonalon, illetve human neutrofil granulocitakon

végzett vizsgalataink eredményeit mutatom be. Az emlérak modell esetében a membran
Osztrogén receptorok proliferativ potencialjat igyekeztem meghatarozni. A receptorok
eltéré elhelyezkedésiik és jellegiik miatt ij tamadaspontot jelentenek az Osztrogén
jelatvitelében. Munkam soran megvizsgaltam, milyen hatassal van a membran
receptorok szelektiv gatlasa az §sztrogén proliferativ hatasara.
A 17-B-0sztradiol neutrofil granulocitakon keresztiili antioxidans, gyulladascsokkentd
hatasat masok mellett sajat munkacsoportunk is igazolta. E hatas hatterében a rovid
valaszid6 miatt a magreceptorok szerepe valoszintitlen, de a pontos jelatviteli utvonal
ismeretlen. Ennek pontosabb feltérképezése volt a célom a neutrofil modell esetében.
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Az dsztrogén tamaddspontjainak és hatdsainak felosztisa

Az abran a szines nyilak jelolik a kiilonbozé hatastartamokat. A z6ld nyil az azonnali, a sdarga a kozéptavii, a
kék a hosszutavi hatast jeloli. (mER — membran asszocialt klasszikus osztrogén receptor, GPER - G-protein

kapcsolt osztrogén receptor, ER Osztrogén (mag)receptor)

Célkitlizések

Dolgozatomban az Osztrogén jelatvitelét vizsgalva az alabbi kérdésekre kerestem a

valaszt:
1.

Mely kulcs géneken keresztiil monitorozhatd az 6sztrogén proliferativ hatasa

MCF7 sejtekben?

Milyen hatassal van az dsztrogén, a membran impermeabilis dsztrogén-BSA

illetve a GPER agonista G1 ezen kulcs gének expresszidjara?

Megfigyelhetd-e a membran Osztrogén receptoroknal a ligand medialt

internalizacio jelensége?

Ezen receptorok internalizaciojanak gatlasa, hogyan hat a kivalasztott gének

transzkripcidjara?

Az 0Osztrogén milyen jelatviteli Gtvonalon szabalyozza a 17B-0sztradiol

szuperoxid termelésre kifejtett gatld hatasat neutrofil granulocitdkban?




Modszerek

Az MCF7 sejtekkel végzett vizsgalatok soran alkalmazott médszerek
Sejttenyésztés

Az MCF7 emlérak sejtvonalat a Semmelweis Egyetem Il.sz. Pathologiai
Intézet adomanyozta munkacsoportunknak. A sejteket a vonatkozd ATCC tenyésztési
protokollnak megfelelden, RPMI-1640-es tapoldatban tenyésztettiik, melyet 10%
marha szérum albuminnal, illetve antibiotikummal (penicillin (100 E/ml) és
sztreptomicin (100 pg/ml) egészitettiink ki. A sejteket 37C°-os inkubatorban
tenyésztettiik, 5%-0s CO; tartalmu, parasitott inkubatorban. A kezeléseket megel6z6en
a sejteket 24 oran keresztiil szérum ¢€s antibiotikum mentes tapoldatban inkubaltuk.

Kezelések

Az E2-BSA bomlasa soran megjelend Osztrogén eltavolitasara egy altalanosan
alkalmazott filtracids technikat alkalmaztunk, kozvetleniil a kezeléseket megel6z6en.
Ezentul tomegspektrometrias vizsgalattal is igazoltuk, hogy csak jelzett mennyiségii
szabad 0sztrogén van jelen az oldatban. Az E2-BSA-t foszfat pufferben (PBS) oldottuk
oM, 10°M, 108M) sziikséges E2-BSA mennyiség kiszdmoldsahoz a gyartd altal
ajanlott modszert hasznaltuk. Ez alapjan minden mol BSA-hoz 30 mol 6sztrogénnel
szamolhattunk. A méréseket harom parhuzamos ismétléssel végeztik el minden
koncentraci6 esetében.

A 17-B-6sztradiolt alkoholban oldottuk ugyanazon harom koncentraciéban (°M, 10°
°M, 108Mm).

A GPER agonista G1-et, illetve az internalizacié gatlé dynasort DMSO-ban (dimetil
szulfoxid) oldottuk fel. Mindkét hatdéanyag esetében a gyartd altal meghatarozott
koncentraciot alkalmaztuk, mely a G1 esetében 1078 M, a dynasor esetében 80pmol volt.
A dynasor oldatot 30 perccel az 6sztrogén kezelések el6tt adtuk az oldathoz. Mindkét
kezelés esetében harom parhuzamos mérést végeztiink.

Az oldoészerek hatasanak kikiiszobolésére minden oldathoz hozzaadtuk valamennyi
oldoszert. A kezeléseket harom oran keresztiil végeztiink, mivel microarray vizsgalatok
alapjan ez az idGintervallum felel meg a korai transzkripcios hatasok cstcsanak.
Minden kezelést ko vetden a sejteket a tovabbi feldolgozasig Trizol® reagensben taroltuk
-80 C°-on.

Expressziés vizsgalatok:

A microarray vizsgalatok meta-analizise

A microarray adatokat a Gene Expression Omnibus és az ArrayExpress adatbazisabol
toltottiik le. Osztrogénnel kezelt MCF7 sejtek esetében Osszesen 18 array adatait
hasznaltuk fel, melyek négy kiilon idéfliggést vizsgalo cikkbdl szarmaztak. Mindegyik
vizsgélatban alkalmaztak az altalunk alkalmazotthoz kozel esd, hdrom vagy négy o6ras
17-B-0sztradiol kezelési periodust. A vizsgalatokban két kiilonb6z6, gyakori gén chipet
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alkalmaztak, az Affymetrix U133 és Affymterix U133 Plus 2.0-t. A két chip tipus
22,277 k6z6s un. probesetet tartalmaz, melyek 13,186 génnek feleltethetéek meg. Az
analizis soran csak a kozos gene seteket vettiik figyelembe. A nyers adatok minden
esetben a GCRMA (Guanine Cytosine Robust Multi-Array Analysis) modszerrel
keriiltek normalizalasra. A meta-analizishez az un. rank product médszert alkalmaztuk.
A valasztasunk azért erre a nonparametrikus algoritmusra esett, mert ez lehetdvé teszi
a kiilonb6z6 microarray eredmények Osszehasonlitdsat annak figyelembe vételével,
hogy a numerikus intenzitas értékek jelentdsen eltérhetnek a platformok és mérések
kozott. Ez a robosztus modszer a géneket az expresszios valtozasok rangsora alapjan
hasonlitja 6ssze, és bizonyitottan jol teljesit microarray chipek esetében is.

A rank product modszert R programnyelvre implementaltva alkalmaztuk egy a
Bioconductor beépiil6 modul adatbazisbol letolthetd6 modul, a ‘“RankProd”
atdolgozasaval. A program olyan géneket azonosit, melyek konzisztensen
kiemelkednek az ismételt mérések soran, fliggetleniil a numerikus intenzitas értékeiktol.
A modszer a mért parameterhez egy un. “feature score”-t rendel, ez alapjan rangsorolja
a géneket, figyelmen kiviil hagyva a p-értékeket vagy a paraméter numerikus értékét. A
mi esetiinkben a mért paraméter az expresszios €rték kettes alapt logaritmusa volt. Az
eredményt p-értékként kapjuk meg, mely annak a valdszinlisége, hogy az adott gén
véletleniil foglalja el az adott poziciot. Az eltérden regulalt géneket az un. “prediction
of false positive” (pfp) paraméter alapjan valasztottuk ki, ami tulajdonképpen megfelel
a false discovery rate-nek (FDR). A pfp egy permutaciokon alapul6 eljaras soran kertil
kiszamitasra, esetiinkben a permutaciok szama 50 000 volt, tovabbi vizsgalatra a 0,05
alatti pfp-vel rendelkez6 géneket vélasztottuk ki. A GEO és az ArrayExpress
adatbazisaban Osszesen egy Osztrogén-BSA-val végzett microarray vizsgalatot
talaltunk, mely négy array eredményeit dsszesiti. A méréseket Affymetrix U133 Plus2
platformon végezték, az adatok normalizalasa GCRMA modszerrel tortént. Az
eredmények statisztikai értékeléséhez Student-féle t-probat hasznaltunk, a
szignifikancia szint p<0,05 volt.

rtPCR mérések a E2, E2-BSA, G1 és dynasore kezelések soran

Az MCF7 sejteket 25 cm?-es flaskakban tenyésztettiik, az RNS izolalast atlagosan
2x108-0s sejtszamnal végeztiik el. Az RNS tisztitds Trizol® Plus RNA Purification
Kittel tortént, a gyart6 eldirasainak megfeleléen. Az RNS tartalom NanoDrop 2000-€s
spektrofotométerrel keriilt meghatarozasra. Mintdnként kb. 1000 ng RNS-t irtunk &t
cDNS-re a High Capacity RNA-to-cDNA Kit segitségével. Az rtPCR-hoz hasznalt
probakat a TagMan® Gene Expression Assayek koziil valasztottuk ki.

A vizsgalathoz sziikséges housekeeping génnek RPL13A-t valasztottuk ki. A mérések
soran a TagMan® Fast Advanced Master Mixet hasznaltuk, Uracil-N glikozilaz enzim
(UNG) hozzaadasa nélkiil. A 7500 Minden mérést harom parhuzamossal végeztiink el.
Az eredmények értékeléséhez, az un. threshold cycle (Ct) kiszamitasahoz az SDS 1.3.1
A Gl-el a dynasorral végzett vizsgalatok esetében Student-féle t-probat hasznaltunk; a
szignifikancia szint p<0,05 volt.



Képalkoto vizsgalatok

A félvékony és ultravékony metszetek

A morfolégiai vizsgalatokhoz az MCF7 sejteket 4%-0s paraformaldehiddel (PFA) egy
oraig fixaltuk, 0,1 M-0s PB-ben, szobahémérsékleten. Tovabbi feldolgozasig a sejteket
1%-0s PFA-ban, 4°C-on taroltuk. A fixalt sejteket felvétel utan kétszeri PBS-ben majd
egyszeri 0,02 M-os glicin/PBS oldatban tortént mosas utan 10 percig centrifugaltuk
1000 fordulat/percen, szobahdmérsékleten. A pelleteket ezutan 10 percig 37°C-0s,
12%-0s, PB-ben oldott zselatinnal infiltraltuk, majd 5 percig centrifugaltuk 1000
fordulat/percen. A mintakat blokkokra metszés eldtt 30 percig jégen tartottuk.
Krioprotekcid céljabdl a blokkokat egy éjszakan at 4°C-on 2,3 M-os szukrdz oldattal
infiltraltuk, majd folyékony nitrogenben taroltuk. A félvékony és ultravékony
fagyasztott metszetek elkészitéséhez a Leica Ultracut S ultramicrotomot hasznaltuk. A
felvételi oldatként 1:1 aranyt 2,3M-os szukrdz és 1,8%-os metilcelluldz oldat keverékét
hasznaltunk.

Immunfestések

A targylemezre rogzitett, 0,7 pm vastagsagu félvékony metszeteket 0,02 M-0s PBS-ben
oldott glicinnel inkubaltuk, majd ezekbdl 1% BSA tartalmu PBS-sel készitettiink
blokkokat. A primer antitesteket egy éjszakan keresztiil parasitott kamraban
alkalmaztuk 1%-0s BSA-t tartalmazd puffer oldatban. A mintdkat ezt kovetOen
haromszor mostuk PBS-sel. Az ER-alfa jelolés amplifikalasahoz masodlagos
antitestként biotinilalt anti-nyul IgG-t hasznaltunk. (1:200; Vector Laboratories Inc,
Burlington, CA) Az immunfluoreszcens jeloléshez jelzett kecske anti-nyal IgG-t
alkalmaztunk. Gondos 6blités utan DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) magfestést
végeztiink, majd a metszeteket fedSlappal lattuk el. A megjelenitést egy Nikon Eclipse
E800-as mikroszkdphoz csatlakoztatott Bio-Rad Radiance 2100 Rainbow konfokalis
1ézer szkennerrel végeztiik. A képek elkészitéséhez a Lasersharp 2000 nevii szoftvert
hasznaltunk, az utdlagos fényerd és kontraszt beallitasokat az Adobe Photoshop 7.0
programmal végeztik. A dupla jelolések elétt minden antitestet gondosan, tobb
koncentracioban leteszteltiik primer antitestként, valamint minden vizsgalat soran
késziiltek negativ kontrollok, a fals pozitivitas elkeriilésére.

A neutrofilekkel végzett vizsgalatok soran alkalmazott médszerek

Sejtszeparacio

A periférias vérmintakat 25-65 év kozotti, egészséges, gyogyszert nem szedd noktol
(n=4 illetve n=5 a baktericid hatas vizsgalatanal) illetve férfiaktol (n=6 mindkét
vizsgalat esetében) gyljtottik, EDTA-s (etilén-diamin-tetraecetsav) vérvételi csdvekbe.
A szedimentacio biztositasara a mintakat Ficollra rétegeztiik, majd 63%-0s, illetve 72%-
os Percollon centrifugaltuk 25 percig, 300G-n, 20°C-on. A granulocita szeparaciéhoz
kétszeri puffer oldatos mosas utan 200G-s centrifugalast végeztiink. A mivelet utan a
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sejt aggregatumot néhany milliliter Hank-oldatban reszuszpendaltuk, majd Tiirk-
oldatban meghataroztuk a sejtszdmot. A beallitott sejt koncentracié 107/ml volt a protein
foszforilacids vizsgalatokhoz, és 5x10%/ml volt minden egyéb vizsgalat soran.

Protein foszforilacié és itvonal analizis

A szeparilt neutrofil granulocitakat harom kiilénbdz6 koncentracidéban (1071, 10°, 10°
™) 10 percig kezeltiik 17-B-dsztradiollal. A sejtaktivacié vizsgalata soran a mintakat
10 perccel kordbban 10°M koncentracioji fMLP (N-formil metionil-leucil-fenilalanin)
oldattal elokezeltiik. A tovabbi vizsgalatokra a sejtlizatumokat hasznaltuk.

A neutrofilekben osztrogén és fMLP kezelések hatasara lezajlo protein
foszforilacios valtozasok vizsgalatahoz a Human Phospho-Kinase Antibody Array Kitet
hasznaltuk, a gyartd utasitasait kovetve. A mddszer soran a sejt lizitumokat egy olyan
nitrocellul6z membranra rétegezziik, amin 42 kiilonb6z6 masodlagos hirvivé molekula
ellenes, un. “capture” antitestek talalhatoak. A lizatum be nem kotott elemeinek gondos
lemosasat kovetden biotinilalt, un. “detection” antitesteket tartalmazo oldat keriil a
membranra, az ezutan hozzaadott Streptavidin-HRP (HRP - horseradish peroxidase
vagyis tormaperoxidaz) komplex a biotin-streptavidin kdtésen keresztiil kapcsolodik a
detekcids antitestekhez. A tormaperoxiddz enzim a hozzaadott kemilumineszcens
reagens hozzaadasat kovetden képes jelet produkalni, melynek intenzitisa korrelal a
megkotdtt protein mennyiségével. Az egyes proteinekhez tartozd pontok jelintenzitasat
a késdbbeikben rontgen filmre rogzitve olvastuk le. Minden ilyen film tartalmazott
harom kezelt és egy kontroll mintat. Minden kezelés soran két parhuzamos mérést
végeztiink. Az intenzitas értékeket az ICY Bioimage Analyzer programmal mértiik, a
mérést kovetd utdfeldolgozas soran a gyarto altal ajanlottaknak megfeleléen hattérzaj
korrekciot végeztiink, mely sordn a hattérintenzitast az el6hivé film megadott pontjain
meghataroztuk, majd ezek atlagaval korrigaltuk a mérési eredményeket. Az
eredmények statisztikai értékeléséhez kétmintas t-probat hasznaltunk, a szignifikancia
szintet p<0,05-nek allapitottuk meg.

Az Utvonal analizishez azokat a hirvivé molekuldkat valasztottuk ki, melyek
azonos irdnyba mutattak szignifikans foszforilacié valtozast, a harom mérés koziil
legalabb kettdben. A kivalasztott hirvivé molekulak listaja a 15. abran keriilt
feltiintetésre. Az utvonal analizishez az Ingenuity Pathway Analyser (IPA) programot
hasznaltuk. A fehérjék listdjat, illetve az Un. ,core analysis” funkcioét hasznalva
azonositottuk az érintett itvonalakat. A leger6sebb érintettséget mutatd utvonalak az
fMLP és az Osztrogén jelatvitel elemei voltak. Ezeket irodalmi adatok, illetve a
programba épitett egyéb utvonalakat is felhasznald, Gsszekapcsoltsagot is vizsgalo
modszerrel, valamint a STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes/Proteins; http://string-db.org) protein interakcids adatbazisbol egészitettiik ki. Az
Osztrogén ¢s az fMLP jelatvitel kdzott azonositott kapcsolatot az 2. abran abrazoltuk.
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Az osztrogén és az fMLP indukdlt szuperoxid produkcio jeldatviteli struktirdi
A sémas abra bal oldalan az fMLP indukalt jelatviteli itvonal lathatd, a jobb oldalon pedig az 6sztrogén
indukalt masodlagos hirvivék egy része. Az azonositott funkcionalis utvonal szaggatott vonallal jel6ltik. A
leirt utvonalban szerepld PI3K aktivacio elsésorban membran receptor aktivalas Gtjan valosul meg, noha
egyes eredmények az intracitoplazmatikus receptorok szerepét is felvetik.

Az fMLP stimulaci6 hatasara jelentkezé szuperoxid produkcié mérése

A baktérialis eredetli, kemotaktikus hatasa fMLP (N- Formylmethionine-leucyl-
phenylalanine) hatasara bekovetkezd szuperoxid produkciot fotometrias iton mértiik, a
Jansson altal modositott, ugynevezett Guarnieri modszerrel. A ferricitokrom-C
redukcion alapul6 eljaras soran a szuperoxid mennyisége egyenesen aranyos az optikai
denzitassal. Az eredményeket tehat optikai denzitas valtozasként (A OD) kaptuk meg
az Ot perces mérések soran.

A vizsgalat elsd részében a neutrofileket 10 percig 17-B-6sztradiollal (10°M)

kezeltiik, majd fMLPvel (10M) stimuléltuk a sejteket. A masodik méréssorozatban a
fenti kezelést megelézden kiilonb6zd kindz inhibitorokkal el6kezeltiik a sejteket. A
kindz inhibitorokat minden esetben a gyart6é ajanlasanak megfeleld koncentracidban,
DMSO-ban oldottuk, a kezelések 20 percesek voltak. A mérések Gsszehasonlithatdosiga
érdekében azonos koncentracioban adtunk DMSO-t minden mintédhoz.
Minden csoportban 5-8 parhuzamos mérést végeztink, az eredmények
interpretalasahoz az értékeket a kontroll szazalékdban adtuk meg, melyet 100%-nak
tekintettiink. A statisztikai analizishez t-probat alkalmaztunk, a szignifikancia szintet
p<0,05-ben hataroztuk meg. A szamitasokhoz a Statistica 7.0 szoftvert hasznaltuk.



Eredmények

Az MCF7 sejtekkel végzett vizsgalatok eredményei

Az MCF7 sejtek Osztrogénre adott proliferativ valaszanak kulcs génjeit microarray
vizsgalatok meta-analizise soran azonositottuk, melyhez a rank product moédszert
alkalmaztuk, R programnyelvre implementalva. Az azonositott gének dontéen az
Osztrogén proliferativ hatisanak kozvetitésében, esetleg magaban az Osztrogén
jelatvitelben jatszanak kdzponti szerepet.

A gRT-PCR mérések sordn - az elvartnak megfelelden - az Osztrogén esetében
valamennyi gén szignifikans expresszié novekedést mutatott. Fontos eredmény, hogy a
membran impermeabilis E2-BSA esetében az 0sztrogénhez nem csak jellegében, de
mértékében is hasonld expresszios valtozast figyeltiink meg. A CCND1 és MYC gének
expresszios novekedése kevésbé volt kifejezett, mig a KDM4B esetében még az
osztrogénnél jelentésebb novekedést tapasztaltunk. Erdekes eredménye, hogy a G1
kezelés csak a KCNKS5 gén esetében indukalt szignifikans expresszid novekedést. (3.
abra)

ERBB2 KDM4B MYC CCND1 KCNK5
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= E2 (10-8M)
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* * T

-4 *
T = E2 (10-10M)
3 *
* ok * % E2 (10-9M)
o | = - * - ok |
=
1 | S S [ |
o - m Dynasore + E2
(10-10M)

1

2
ddCT p<0.05
ERBB2 KDM4B MYC CCND1 KCNKS
-8 * B
-7
-6 *
W E2-BSA (10-10M)
-5
*
a4 * I E2-BSA (10-9M)
-3 * *
I P i = E2-BSA (10-8M)
-2 I
* * * T ok o
-1 T I
o p<0.05
ddCT
3. abra

Génexpresszio valtozdsok 17f-0sztradiol, illetve dsztrogén-BSA kezelést kivetden
A CCNDI, ERBB2, KCNKS5, KDM4B és MYC gének expresszio valtozasa harom kiilonbozd koncentrdcioju
(10°M, 10°°M, 108M) 17--dsztradiol (A), illetve dsztrogén-BSA (B) kezelést kivetSen. Az elsé diagramon
az dsztrogén kezelés hatds 30 perces dinamin gatlé dynasor eldkezelést kdvetden is fel van tintetve. A
diagramon az Y-tengely a ddCT értékeket jeloli, ahol a nulla érték reprezentalja a kontroll csoportot. A
hibavonalak a standard devidciot mutatjak, a csillag pedig a szignifikans expresszios valtozasokat jeloli

(p<0,05).
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A képalkotd vizsgalatok megerdsitették a membran receptor internalizacid

gatlasat, az expresszios vizsgalatok alapjan e gatlds jelentds hatdssal van a vizsgalt
gének expresszidjara. A kontroll mintakban az ERa jelolés a citoplazmaban és a
sejtmembranban volt megfigyelhet6, mig a 17B-6sztradiol kezelés hatdsara a receptorok
a sejtmagba vandoroltak. A membran specifikus kezelést kovetd felvételeken az ERa
jelolés dontden a sejtmembranban, illetve a citoszolban volt megfigyelhet6, vagyis a
magreceptor magba keriilése nem kovetkezett be. Az internalizacié dinaminon
keresztiili gatlasa jol vizualizalhatdé volt az elektronmikroszkopos felvételeken. A
lefliz6dés elmaradasa miatt megnyult, deformalodott kaveolakban nagy szamban voltak
megfigyelhetéek az ERa jeldlés soran alkalmazott arany partikulumok.
Vizsgalataink alapjan az 6sztrogén indukalta proliferacios valasz kozvetitésében mind
a membran kotott ,klasszikus” osztrogén receptor (MER), mind a GPER részt vesz,
illetve elmondhat, hogy az eldbbi szerepe tlinik meghatirozonak. Az internalizacio
gatlo kezelés vizsgalata soran pedig igazolodott, hogy a kaveolin pozitiv lipid raftokban
elhelyezked6 mER internalizaciéja dinamin gatlas mellett meghitsul, ezzel
parhuzamosan pedig a transzkripcionalis hatas is elmarad.
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4.  abra

Az ER-a sejten beliili eloszlisa a kiilonbézd dsztrogén agonista kezeléseket kivetden

A kezeletlen MCF7 sejtek esetében (A) az ER-o. jelolés punktatumok/aggregatumok formdajaban mind a
magban (nyilak) mind a citoplazmaban megjelent. Az M-mel jel6lt mitotikus sejtben intenziv ER-a. festédést

lathatunk. Az dsztrogén kezelés utan (B, 2 min, 10° M/I) a receptorok féként a sejtmagban mutatkoztak

(nyilak), mig dsztrogén-BSA kezelést kdvetben elsésorban a citoplazmaban, illetve a sejt membran
kozelében abrazolodott intenziv festodés (nyilak). A képekhez a sejtmagokat DAPI-val festettiik. (A jobb also
sarokban feltiintetett vonal 10um-nek felel meg.)(CTR - kontroll, E2 — dsztradiollel kezelt sejtek, BSA-E2 -
osztrogén-szarvasmarhaszérum-albumin komplexszel kezelt sejtek)
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5. abra
A dynasore lefiizddést gatlé hatdsa elektronmiszkrészkopos felvételen
Az elektronmikroszkdpos felvételeken jol kivehetéek az ERa jelolésére haszndlt arany partikulumok.(nyilak)
A dinamin gatlas hatasara meghiusulo lefilizédés deformalodott kaveolak kialakulasat erdményezte. A
membran receptorokon keresztiili transzkripciondlis hatds ennek hatdsdra szinte megsziint.

A neutrofil granulocitakkal végzett vizsgalatok eredményei

A mérések soran 43 kiilonb6zé masodlagos hirvivé molekula foszforilaltsagi szintjét
monitoroztuk Osztrogén és/vagy fMLP kezelést kdvetden. A foszforilacios szintek
alapjan utvonal analizist végeztiink, tobb szoftver segitségével. Az utvonal elemzés
eredménye alapjan dontéen az dsztrogén jelatvitelben jelentds fehérjék foszforilacioja
valtozott szignifikdnsan, de valamennyi valtozas szorosan kothetd volt az Osztrogén
jelatvitelhez. Noha a protein foszforilacios készlet csak az fMLP jelatvitelének egy
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hanyadat vizsgalja, az fMLP-vel is végeztiink méréseket, a beallitas validalasara. A
kezelés soran valamennyi valtozas megfelelt a vart eredménynek, a foszforilacios
valtozasok megfeleltethetdek voltak az fMLP ismert Gtvonalanak.

A kombinalt 6sztrogén és fMLP kezelések soran tapasztalt foszforilacids
valtozasok megfeleltek a két kezelés szummacids képének, noha az 6sztrogén indukalt
valtozasok egy része nem érte el a szignifikancia hatdrat. Az 6sztrogén kezeléshez
képest 6t hirvivé molekula mutatott szignifikans eltérést, melyek az fMLP jelatvitelhez
kothetéek (GSK3, HSP60, PDGFRpB, mTOR). A GSK3, a HSP60 és az mTOR
egyértelmiien az fMLP kezelés eredményei lehetnek, a vérlemezke eredetli ndvekedési
faktor receptor béta (PDGFRP) pedig mint kemotaktikus receptor mar leirt [131], am
fMLP esetében a szerepe tisztazatlan. A foszforilacids vizsgalatok eredményei a 6.
abran kertiltek feltiintetésre.

10000 15000
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PLC-71 617.80 4109.00 2714.80 2807.80 .
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STAT3 2940.00 133.25 35.65 117.15 pvkz
STAT6 2750.50 3148.50 5475.50 3643.50 o

STAT2

STATE

6.a - abra

A neutrofil granulocitak osztrogén és fMLP kezelését kovetoen mért foszforilacios valtozasok
Az ,,A” tablazatban a 17f-dsztradiol kezeléseket kovetoen mért fehérje foszforilaciokkal aranyos intenzitas
értékek atlagai lathatoak, a jobb oldalon pedig ugyanez szines oszlop diagrammon. Az felsorolt hirvivé
molekulakat a modszerek részben taglaltak szerint hataroztuk meg. A tablazatban vastagon szedett értékek
bizonyultak szignifikans valtozasnak a kontrollhoz képest.
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6.b - dbra

A neutrofil granulocitik észtrogén és fMLP kezelését kovetden mért foszforildcios valtozdsok

A ,,B” tablazatban a 17[-6sztradiol és fMLP kezelések eredményei lathatéak.

A szuperoxid produkcié mérésén keresztiil monitoroztuk az azonositott
utvonal szelektiv gatloszereinek hatasat. A 17B-6sztradiol az elézetes varakozasoknak
megfelelden szignifikdnsan csokkentette a szuperoxid produkcidt. Az utvonal
elemeinek gatlasa az 6sztrogén hatast pedig szignifikansan mérsékelte. (7. abra) Ez alol
csak a Racl jelentett kivételt, mely a szuperoxid gyok termelésért felelés NADPH
oxidaz enzim szabalyozasat végzi. E fehérjének fontos szerepe van neutrofilek
kemotaxisanak, illetve a szabadgyok termelésének szabalyozasaban. A NADPH oxidaz
enzim aktivacidja szdmos szabalyozo6 fehérje kdzremiikddésével valosul meg, melyek
koziil a legfontosabbak a p40P1%, a p47Pho* és a p67P"%. Az utdbbi két fehérje jelenléte
elengedhetetlen az enzim aktivaci6jahoz. A Racl szabalyozd hatdsa a p67PMo* N-
terminalis szabalyozo régidjanak foszforilalasan keresztiil valosul meg, mely egy
elengedhetetlen térszerkezeti valtozast indukal. (2. abra)
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7. dbra
SMLP indukdlt szuperoxid produkcio az egyes kezelések esetén
Az dsztrogén szignifikansan csokkentette az fMLP hatasdra felszabadulo szuperoxid mennyiségét. Ezt a
hatast az azonositott titvonal elemeinek szelektiv gatlasa szignifikansan csokkentette. A javasolt utvonalban
az Osztrogén a membran asszocialt receptorokon keresztiil gatolja a Racl-et. Ennek gatlasa a NADPH
oxidaz enzimen keresztiil erételjes szuperoxid szint csokkentd hatassal bir.

Kovetkeztetések

Az dsztrogén jelatvitelt kiilonbdz6 modellekben vizsgalva az alabbi kovetkeztetésekre
jutottam:

1. A microarray vizsgalatok meta-analizise soran a CCND1, az ERBB2, KCNKS5,
KDM4B, illetzve MYC gének expresszidja alkalmas az Osztrogén indukalt
proliferativ hatads monitorozasara a vizsgalt emlérak modellben.

2. A 17B-6sztradiol valamennyi vizsgalt gén expresszidjat szignifikansan noveli. A
membran szelektiv Osztrogén agonista E2-BSA kezelés szintén minden gén
expressziojat szignifikansan ndvelte, mely hatas a MYC és a CCNDI1 esetében
az Osztrogénnél kevésbé volt kifejezett. A GPER szelektiv agonista G1 csak a
KCNKS esetében indukalt szignifikans transzkripcid ndvekedést.

3. A képalkotd vizsgalatok tantisaga szerint MCF7 sejtekben az mER receptor
ligand medialt internalizacion megy keresztiil.

4. Az mER receptor internalizacidjanak dinaminon keresztiili gatlasa erételjesen
csokkenti az 6sztrogén altal indukalt transzkripcids valaszt.

5. A foszforilacios vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a 17B-Osztradiol
neutrofilek szuperoxid produkcidjara kifejtett hatasa a Racl gatlasan keresztiil
megvalosul.
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