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Bevezetés

Jelen dolgozat a PTE AOK Orvosi Bioldgia intézetében foly6, a "Ras fehérjék szerepe a
Jeldtvitelben” ¢imlG Ph. D. program keretében elvégzett munka eredménye; a téma vezetbje
Szeberényi Jozsef professzor. Az intézet egyik 6 célkitiizése az idegsejt névekedési faktor
(NGF) 4ltal kivéltott neuronalis differencidcibhoz vezetd jelatviteli folyamatok részleteinek
tisztaz4sa. Erre a célra a legszélesebb kdrben - igy altalunk is - hasznalt modellrendszert a PC12
patkény phaeochromocytoma sejtvonal képezi; bér a rendszer 4ltal szolgaltatott eredményeket
dltaldnos kdvetkeztetések levonésa szempontjabd! szémos kutatdé limitdlinak tartja, ezidaig
megbizhatobban detektalhat6 és reprodukélhaté morfol6giai véltozasokat produkalé sejtvonalat
létrehozni még nem sikeriilt. Az eredetileg kis, kerek kromaffin sejtek NGF kezelés hat4séira
hosszii nyllvinyokat novesztenek, alakjuk megvéltozik, Ssszességében tipikus, szimpatikus
jellegtt neuronokhoz hasonlé fenotipust alakitanak ki. Az ehhez vezet$ intracelluléris jeltviteli
utakban kézponti szerepet jitszik egy - szdmos kildnb6zé humén tumorban etiolbgind:-
tényezoként felismert - onkogénfehérje, a Ras. Ez a kis G-fehérjék csoportjdba tartozd, a
membrin belsd fclszinén elhelyezkedd molekula kdzvetiti a sejfelszini receptorra érkezd
ndvekedési faktorok éltal generéit szignélt a citoplazmatikus jel4tviteli rendszer enzimei felé.
Effektorai kazill - eddigi ismereteink alapjén - egy fehérjekindz-kaszk4d képezi a legfontosabb
differencidciés itvonalat. Ezen kaszkdd elemei k&zill a mitogén-aktivalt proteinkinizok
(MAPK-ok) csalddjéba tertozd extracelluléris szignél altal reguldlt kiniz (ERK) enzimek
aktivitisdnak idokinetikdjit és sejten belilli lokalizdciés véltozasait kritikus jelentéségfinek
tartjék a differenciicids vélasz szempontjdbol. Ezek az enzimek aktivaljak ugyanis a jelatviteli
rendszer végsd célpontjait képezd, a sejtmagban taldlhaté transzkripcids faktorokat, amelyek a
differenciéciéban szerepet jatsz6 egyes korai és késbi gének indukcidjaban vesznek részt.

Kutatdsi témamban elsdsorban az ERK-ek és néhény egyéb (p90™*, JNK, p38MAPK,
p70S6 kindz), PCI2 sejtek jelatviteli Gtjaiban részt vevd Ser/Thr specifikus fehérjekiniz
szerepét - aktivdlodasukat, annak idSkinetik4jat, transzportjukat, nukleéris transzlokaciGjukat,
ill. ezen folyamatok Ras-fliggését - vizsgéltam, kill6nds tekintettel arra, milyen jelentdséggel
bimak mindezek a differencidcids szignil tovébbitisanak szempontjibdl. Bizonyossdggal
allithat6, hogy a fenti enzimek eltérd id6- és térbeli aktivacids mintdzatot mutatnak kitlénboz6
nvekedési faktorok és mésodlagos messenger analégok hatdséra, és szerepik jelentds
mértékben kiilénbdzik egymast6l az NGF dltal indukalt jelétviteli folyamatokban. Bizom abban,
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hogy a dolgozatban lefrt megfigyelések hozzdjaruthatnak az egyes fehérjék specifikus
szerepének és viselkedésbeli kilnbségeinek, ezen keresztill pedig az NGF-szignalizicié
bonyolult mechanizmusénak jobb megértéséhez.
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Kisérleti médszerek

Sejttenyésztés

A normél PC12 sejtek ill. mutins szubklénjaik (Z-M17-5, M-M17-26 és nnrS
sejtvonalak) tenyésztését Dulbecco 4ltal médositott Eagle médiumban végeztik, Az optimélis
ndvekedési feltételek biztositdsira a médiumot 5% borji-, ill. 10% 16szérummal egészitettitk ki.
A sejtek killdnbdzb sgensekkel tirténG kezelése - 2z egyes kisérietskné] feltitntebett ideig - az
alébbi koncentréciékban tirtént: NGF - 50-100 ng/ml; EGF - 20-50 ng/m; dbe AN it
ciklikus AMP) - 0,5 mM; TPA (12-0-tetradekanoil forbol-13-acetst) - 20 M iondisiycin - 0,25
uM; anisomycin - 10 ng/ml; okadailsav - 1-10 nM; ortovanadét - 1-10 uM; Trk inhibitor K252a
- 200 nM; MEK inhibitor PD98059 - 20 uM; p38MAPK inhibitor SB203580 - 1 pM. " .-

i

A differencidcié marfolégiai vizsgalata

A sejttenyésztés 24 lyuki tenyésztbedényben 1essisk) iapdl
utén (10° sejt/lyuk) az egyes sgensekkel alacsony szérumtartalmd (0,5% ¥
végeztilk a kezelést két héten 4t A tenyészetekben két-hirom naponkém’Hikied
differenciécié mértékét, oly moédon, hogy meghliapitottuk -som- skjtck s
amelyek t8bb mint egy, a sejttestilk atménGjéné] kétsper hosszabb iy vyt

Western blot analizis

A sejteket 100 mm 4tmérdjd tenyésztbedénybe ltettitk ki (5x10° sejt/edény), majd a
megfeleld kezelést megeldzien a médiumot két napra teliesen szérummentes médiumra
cseréltik le, hogy a lehetd legalacsonyabb mértéklire szoritsuk a vizsglni kivént kiniz
alapaktivitist. A kezeléseket ezt kdvetden friss, szérummentes médiumban végeztik. A
médium eltédvolitisa utin az edényt 4°C-os PBS-el lesblitettilk, majd a sejtek feltardsat 1 ml
RIPA pufferrel végeztilk el, amelyet frissen hozzaadott foszfatiz és protedz inhibitorokkal
(aprotinin, PMSF, ortovanadat) egészitettink ki. A sejteket lekapartuk, majd a lizdtumot 2-3x
21G-s tin passziroztuk 4t, a DNS szétroncsoldsa céljabél. 30 perces jégen t8rtén8 inkubéciot
kdvetden a lizitumot 15.000 g-vel 20 percen keresztill centrifugéltuk, majd a feltthiszd 40 pl-ét
ugyanilyen mennyiségli mintapufferrel 8sszekeverve 5 percig forraltuk, Révid hiités utén a
fehérjéket SDS jeleniétében 10%-os poliakrilamid gélben valasztottuk szét (50 mA, 2 éra), majd
elektroblotot végeztiink (200 mA, 12 éra). A membrinon a keresett fehérjék specifikus
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antitesttel torténd kimutatisa az aldbbi protokoll szerint tortént: hattérblokkolds 5%-os
tejpor/PBS-ben 1 6rén 4t, elsd antitest a megfelel6 higitdsban (anti P-ERK 1:1000, anti P-CREB
1:1000, anti ERK2 1:5000, anti P-p38MAPK 1:500, anti JNK 1:1000, anti P-JNK 1:1000, anti
p90™* 1:2000, anti p7086 kinéz 1:1000, anti Nck 1:1000) 1%-0s tejpor/PBST-ben 16rdn 4t, 3x5
perc mosés 1%-os tejpor/PBST-ben, mésodik antitest (HRP-konjugalt anti nyiil vagy anti egér
immunglobulin 1:2000 vagy 1:1000) 1%-0s tejpor/PBST-ben 30 percen 4, 3x20 perc mosis
1%-0s  tejpor/PBST-hen, , végtl  kemilumuneszoencién  alapulé detektlss ECL kit
felhaszndlishval, .. .5 ;. WS temge OLL2

o N ¢
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Nck kotddési teszt L A AR SRR e
A sejttenyésztés az el6bbiekben lotisigl Moz cz esctben
lemezenként 1 ml, protedz- és ol ‘
hasznaltunk. Lekaparés és 13.000 g-n 3.

lefrtak alapjén tSrtént. A kapcsolddott fehérjék Wﬁkmhmmﬁsﬁudimma
hasznéltunk (1:10.000-es higftasban), egyebekben a Westem blotnél lefrt protokolit kivettdic. -

Gélben végzett kindz aktivdcids esszé
A sejttenyésztés, kezelés és feltiras el6bbiekben részletezett 1épéseinek elvégzése utin
az extraktumot olyan SDS-poliakrilamid gélben futtattuk, amely - a gélbe polimerizalt
forméban - 0,5 mg/ml koncentréci6ji mielin bazikus proteint (MBP) tartalmazott
foszfatakceptorként. Az elektroforézis elvégzése utdm a kiméwreakciét (y’P)ATP
felhasznAlésival végezttk el. A nem inkorpordlédott radieektiv foszfitcsoportok intenziv |
moséssal t6rténd eltévolitisa utin az ERK-cket jeliesmbalvok vizualizAldsa és kvanuun- 3
Phosphor Imager segitségével tortént.



Immuncitokémia

A sejtek tenyésztése ebben az esetben 30 mm-es tenyésztdedényekben, steril, poli-L-
lizinnel fedett feddlemezeken tortént (5x10* sejt/edény). A megfelelé kezelések utin PBS-el
t6rténd mosdst kdvetden a sejteket -20°C-os metanol/aceton 7:3 aranyu keverékében fixaltuk 2
percig. 3x5 perces PBS-el t6rtén6 mosas utdn az endogén peroxidaz aktivitds gatlasa céljabsl 10
percig 0,1%-os H,0,-ban inkubéltuk a sejteket, majd az ABC festési eljaras protokolljit kévetve
az aldbbi lépésekkel mutattuk ki a fehérjék sejten belilli lokaliz4cidjat: 1,5%-o0s blokkold
szérum/PBS | 6rén ét, elsd antitesttel tdrténd inkubécié (anti ERK2 1:2000, anti P-ERK 1:250,
anti p90™* 1:1500, anti p70S6 kin4z 1:500, anti CREB 1:1000, anti P-CREB 1:1000, anti Jun
1:1000, anti Fos 1:1000, anti p38MAPK 1:500, anti JNK 1:500) éjszakén 4t 4°C-on, 3x5 perc
mosis PBS-ben, inkubacié biotin-konjugalt mésodik antitesttel (anti nydl vagy anti egér
1:1000) 30 percig, 3x5 perc mosis PBS-ben, inkubdci6 avidin-biotin enzitweagenssel 30
percig, 3x$ perc mosés, inkub4cié peroxidiz-szubsztrittal (Vectastain Nova Red wagy NEDAB)
a megfeleld szinreakei6 eléréséig (egyes esetekben ezlist-intenzifilchlbesal Kingbaniivnli s
dehidratilas felszallé alkoholsorozattal és xilollal majd lefedés DePex vagy VectaMetnt
lefeddszerrel. (Egyes esetekben metilzslddel ill. metilz8ld-pironinnal (Srténd sejifestéast ia
alkalmaztunk.) s
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Célkittizések és kisérletl eredmények

1/ ERK aktivdcid, killonds tekintettel annak id6fuggésére

Evek 6ta ismert, tobb sejttipusban is leirt megfigyelés, hogy az ERK enzimek
stimulécidja szdmos killsd hatdsra igen gyorsan (percek alatt) bekSvetkezik, 4m eltérd biologiai
hatdst kivdltd Agensek az enzimek eltérd ideji aktivaltsagi 4llapotit képesek fenntartani. PC12

- ojbplsben példéul a sejtek proliferdcidjat kivalté novekedési faktorok (ilyen az EGF) 4tmeneti,
- mintegy. 30 peroen belil megsz(inG, mig differencidciot kivéltani képes dgensek (pl. az NGF)
elnyisott, $8bb drdn &t is észlelhetd ERK aktiviciét okoznak. Amennyiben az ERK aktivaciét
w teszik tartdssé, pl. EGF receptor overexpresszidjit kdvetd EGF kezeléssel, ugy a

; ¢ nmydlvényokhoz hasonlé neuritokat ndvesztenek. Ezeken a
s, mely szerint a kilSnbdzd nSvekedési faktorok eltérd

‘ ' polephek  okozott eltérd idSkinetikdju ERK  aktivacio
mm“‘ﬂ*iw Ligi G
2 AR B

Ru — RBK aktivdcidian,

wmwm az dltalunk hasznlt kisérleti
rendszer segitségével. Ennek érdekében 5451 188" puircig ‘tertd, BEGF-el ill. NGF-el $0rténd
kezelés utdn specialis, csak a foszforildlt - azaz aktivéilt allapotban levd - fehérjékhez
kapcsolddé antitestek segitségével végzett Western blot analizissel kévettlik nyomon az ERK
aktivaciot a rendelkezésiinkre allé sejtvonalakon. Vad tipusi PC12 sejtjeinkben - az irodalmi
adatokkal 8sszhangban - az aldbbi eredményeket kaptuk: EGF-hatasra az ERK foszforilécié
csicspontja 5 perces kezelésnél jelentkezik, 15 percnél ehhez képest mintegy 50%-os
intenzitassal észlelhetd, majd 45 percnél teljesen lecseng; az NGF kezelés hatdsara beksvetkezd
foszforildcid csicspontja azonban 5-15 perc kdriil lathaté és fokozatos csSkkenés utin csak
mintegy 3 6rés kezelés utan tlnik el teljesen. Amennyiben a sejtek kezelését NGF mellett az
ERK-eket aktivalo MEK enzimek specifikus inhibitorival (PD98059) egészitettitk ki, még
dtmeneti ERK aktivacié sem kovetkezett be, és a neurondlis differenciicié is elmaradt. Ez a
megfigyelés egyértelmiivé teszi, hogy az ERK-ek esszencidlis szerepet jatszanak a
differenciacids vélasz jelatvitelében. Ez a szerep eddigi ismereteink szerint a jelatvitel elsd

fazisira szoritkozik, arra nézve azonban nincs adatunk, vajon van-e jelentdsége az ERK
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foszforiléciénak a fenotipusvéltozas késdbbi szakaszaiban. NGF-el 1-t6] 7 napig kezelt PC12
sejtek anti P-ERK Western blot analizise azonban nem mutatott detektalhaté ERK foszforilaciét
ezen iddintervallumban - azaz ilyen hosszan fennéllé ERK aktivitds bizonyosan nem szitkséges
a neuritndvekedéshez.

Vad tipusi PC12 sejtekkel szemben a dominins gitlé Ras-t expresszdlé PC12
sejtvonalak NGF kezelésre nem mutatnak differencidcidt - kivancsiak voltunk, vajon ERK
fo-szforilécié bekdvetkezik-¢ ezekben a sejtekben ndvekedési faktor-stimuldcié hatdséra.
Eredményeink szerint a gétlé Ras fehérjét alacsony mértékben expresszalé Z-M17-5 sejtekben
mind EGF, mind NGF képes gyenge, Western blot-tal alig kimutathaté BRK aktivacié
elSidézésére. A foszforildcid itt is, csakugy mint a vad tipusit PC12 sejtekben, 5 perces kezelés
utén jelentkezik, 4&m mindkeét n6vekedési faktor esetében 30 perc elteltével le is cseng - azaz
intakt Ras funkci6 hidnyéban nem csak a differenciécié marad el, de elnyijtott ERK aktivicié
sem kdvetkezik be. Ami a magas gérl6 Ras expresszioju M-M17-26 sejtvonalat illeti, ezekben a
sejtekben sem EGF-, sem NGF-hat4sra bekSvetkezd ERK. foszforiléciét kimutatni nem tudtunk.
Még feltlinbb volt az egyes sejtvonalak, ill. az EGF/NGF hatés kiszti killénbség, ha az ERK
aktivaci6t gélben végzett kiniz esszé segitségével vizsgaltuk meg. Ebben az esetben 10 perces
NGF-hatisra M-M17-26 sejtekben a szubsztrétként hasznilt myelin bazikus protein (MBP)
ERK-ek 4ltali foszforilicidja a kezeletlen sejtekben mérhetd értékhez képest (Phosphor Imager
analizis alapjén) alig 5x-8sére, mig Z-M17-5 sejtekben mintegy 15x-8sére emelkedett - ez jéval
kisebb mértékd volt, mint normal PC12 sejtekben, ahol az ERK aktivitds-nsvekedés kb. 40x-
esnek mutatkozott. Elnyjtott idejtt NGF kezelés még szembetiin6bb kitlénbséget mutatott: mig
normél PC12 sejtekben 120 perc elteltével is jelentés ERK aktivitds volt kimutathatd, a Z-M17-
5 sejtvonalban az ERK aktivitis mintegy 30 perc elteltével az alapaktivitis értékére esett vissza,
felttinen hasonlé médon shhoz, ahogy az vad tipust PC12 sejtekben EGF hat4séra kévetkezik
be. Ezek az eredmények egyértelmfien megerdsitik egyrészt azt, hogy norméal Ras funkcid
esszencialis az elnyijtott ERK aktivitashoz, masrészt, hogy tartés ERK aktivits csak neuronalis
differencidci6t kivaltani képes névekedési faktor hatiséra jatszodik le.

Mdsodlagos messenger analégok-kivéltotta ERK aktivdcié

Az ERK aktivitas jelentdségét vizsgalo kisérleteink kdvetkezd fazisdban kiildnbozd
mésodlagos messenger analégokkal dnmagukban, ill. névekedési faktorral kombinélva kezeltlik
a sejteket. Kisérleti adatok ugyanis mind Ca™-, mind cAMP-fliggé hatdsoknak tSbb
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vonatkozasban is szerepet tulajdonitanak a differencidciés jelatvitelben; KCl-indukalta,
emelkedett Ca™ influxhoz vezeté membran depolarizécié pl. Ras altal kdzvetitett ERK
aktivacibhoz vezet, rdaddsul KCl EGF-el kombindciéban t8rténé addsa neuritndvekedést
indukal PC12 sejtekben. Ami a ciklikus AMP-t illeti, az Snmagéban nem képes differenciaciés
vélasz kivaltaséra, de potencirozza az NGF ilyen irdnyG hatdsét, masfelsl egyes adatok szerint
EGF/cAMP kombinaciés kezelés hatdsira a sejtek neuritokat ndvesztenek. Ugyanilyen
eredményhez vezet, ha PC12 sejtekben a cAMP jelatviteli utat az agyalapi mirigybél szarmazd
cM-Mivétor polipeptiddel (PACAP) stimulaljdk. Ami a cAMP ut ERK aktivéciora kifejtett
hatésat illeti, mind az adenilét ciklaz-aktivator forskolinnal, mind a cAMP analég dibutyril
cAMP-vel t8rténd kezelés tmeneti ERK stimuldciét eredményez, mégpedig Ras-fliggé médon.
Leirtdk azonban azt is, hogy egy nem hidrolizalédé, rendkivill membran-permeabilis cAMP
analég, a 8-(4-chlorophenylthio)}-cAMP (CPT-cAMP) tartés ERK aktivaciét és evvel jard
neuritntvekedést képes indukélni PC12 sejtekben. Erdekes megfigyelés ugyanakkor, hogy bér a
forbolészterek kdzé tartozd 12-0-tetradekanoil forbol-13-acetit (TPA) is képes elnyujtott ERK
aktivaciét okozni, ezt nem kiséri morfol6giai valiozés. Kisérleteink soran tisztizni szerettik
volna ezeket a némileg ellentmondésos eredményeket, megprobalvan ok-okozati dsszefiiggést
taldlni az ERK aktivacié tartéssiga és a neuronalis differenci4cié k&zétt. Munkankban egyrészt
- az el6bbiekben maér lefrt anti foszfo-ERK Western blot analizis segitségével - az ERK
foszforilaci6t vizsgaltuk, méasrészt nyomon kovettitk a sejtmorfolégiaban bekvetkezd esetleges
valtozdsokat. Ami az ERK aktivéciot illeti, az §sszes altalunk hasznilt misodlagos messenger
analég - dbcAMP, TPA és a Ca™ ionofor ionomycin - képes ERK foszforilaciét indukalni,
mégpedig egymdshoz nagyon hasonlé, és az EGF hatiséval megegyezd mddon: az 5 perces
kezelésekre jelentkezd erdteljes foszforilacié 30 perc elteltével mar alig észlelhetd, érakkal
kés6bb pedig teljesen eltnik. Vagyis ezen dgensek hatisa az ERK aktiviciéra $nmagukban
egyértelmilen 4tmeneti. Amennyiben a mésodlagos messengerekkel EGF-¢l kombinaciéban
kezeltitk a sejteket,'hatésuk nem véltozott: EGF-¢l egyitt adva sem voltak képesek sem az ERK
aktivaci6 felerdsitésére, sem tartossd tételére. Osszhangban ezekkel az eredményekkel, sem
dbcAMP, sem ionomycin, sem TPA, sem pedig ezeknek EGF-el t8rténd kombinaciéja nem volt
képes az NGF hatésdhoz hasonlé differencidcibs vélaszt kivaltani PC12 sejtekben. Tény, hogy
az EGF/dbcAMP és EGF/ionomycin kombinAciés kezelések hatdsira a sejtek alakja
megvaltozik, s6t, 10-15%-ban még révid nytlilvanyokat is n8vesztenek, 4m ezeknek sem hossza,

sem szama, sem arborizicidja nem emlékeztet az NGF-re adott differenciacids valasz soran
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megfigyelheté neuritndvekedéshez. Ezekben az esetekben bizonyos tehit, hogy - legaldbbis az
altalunk hasznlt sejtvonalakon - neuronilis differenci4cié nem kévetkezik be, amikor az ERK
aktivacié gyorsan lecseng. Nem tudjuk, hogy az elnyujtott ERK aktivacié és a neuritnévekedés
kozbtt ok-okozati 8sszefiggés all-e fenn, de az bizonyos, hogy a két jelenség az Altalunk
vizsgélt esetekben egyiitt jar, az ezt leird elméletet pedig olyan kérillmények kozitt
tAmasztottuk ald, ahol modellrendszeriinkben a kitl8nb$z3 sejtvonalak mindegyikén ugyanarr6l
a receptorrdl induld jelatviteli utakat tudtunk tanulményozni. E rendszerlnagy elénye, hogy
kizérja esetleges egyéb szignélok jelenlétét, azaz nyilvinvalobba teszi, hogy az egyes
sejtvonalak ugyanarra a jelre adott eltérd valasza mégét fellelhetd kildnbségek - mint a tartés
vs. dtmeneti ERK aktivici6 - alapvetd jelentdséggel binak ezen eltérd bioldgiai valaszok
kialakitasaban.

Egyéb fehérjekindzok akeivdcidja a differencidcié sordn

Végeztiink kisérleteket egyéb, a differencidcios jelétviteli utakban még kevésbé
tisztazott jelentGségl fehérjekinaz aktivaciojat illetden is. Vizsgélatainkat a MAPK csaléd egyes
elemeire, a JUN kinézokra és a p38MAPK-ra ill. az ERK-szubsztrit p90 riboszémalis S6
kindzra (p90™*) és a p70S6 kindzra terjesztettlik ki. EGF, NGF és esetenként mésodlagos
messenger analég kezelések hatdséra az enzimek aktivacids 4llapotdban bekdvetkezd
véltozésokat probaltuk meg detektilni, egyrészt a foszforilalt 4llapot fehérjét felismemi képes
antitesttel végzett Western blot, mésrészt — ahol ilyen antitest még nem 4ll rendelkezésre — a
foszforilacié 4ltal eldidézett esetleges vandorlsi "shift" kimutatdsinak segitségével. A JUN
kinézok (JNK) a MAPK-k azon csaladjat képezik, amelyek foként a sejtet éré stresszhatdsokra
aktivalédnak, de a tumor nekrézis faktor (TNF) vagy ndvekedési faktorok hatésdra bekdvetkezt
indukcibjuk is lefrt. PC12 sejtekben a sejtek NGF A4ltal indukélt differenciscidjat gatolni képes
anisomycin JNK aktivaciét idéz eld, melyet a Ras-gitlas alig befolyssol. Ez a megéllapités a
p38MAPK-ra is igaz, amely enzimet egyébként elsSként mint lipopoliszacharidok 4ltal
aktivilodni képes kindzt frtdk le, majd méas megfigyelések a cAMP hatdsainak kdzvetitésében
tulajdonitottak neki szerepet. Mindkét fent emlitett enzim részt vesz az NGF-megvonis
kivéltotta apopt6zisban PC12 sejtekben, de a differencidciés valaszban betdltdtt esetleges
szerepilk nem ismeretes. Anti P-JNK és anti P-p38MAPK Western blotjaink alapjan
valésziniisithetd, hogy ez a szerep nem is lehet til jelentSs; ugyan vad tipust PC12 sejtekben
mind EGF-re, mind NGF-re bekovetkezik JNK foszforildcid, ez azonban jéval gyengébb és
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rvidebb ideig tartd, mint az anisomycin-induk4lta aktivacié - anisomycin azonban nem okoz
differencidciét -, rdaddsul ugyanezt az eredményt kaptuk gitlé Ras-t expresszéld
sejtvonalainkon is. Ami a p38MAPK-t illeti, cAMP kezelés hatésira gyengébb, anisomycinre
valamivel markinsabb foszforilaciét detektltunk, ndvekedési faktorok azonban ebben a
tekintetben hatéstalannak bizonyultak.

Mint arr6l mér az elméleti héttér tirgyalisa sor4n esett szd, az ERK-ek egyik
legismertebb és legsokoldalibb citoplazmatikus szubsztratja a p90 riboszémdlis S6 kindz,
amely szdmos célfehérje - elsGsorban transzkripcids faktorok - foszforilacidjat végzi. A két
enzim eukariéta sejtekben heterodimerként, egyméssal fizikai asszocidciéban taldlhaté a
citoplazméban in vivo, és lokalizdcidjuk megvaltozésa is egytlit zajlé folyamat. Ugyanakkor a
p9IO** foszforilaciés kinetik4ja nem mindig korrel4l az ERK aktivécioval, vagyis indukci6jban
egyéb fehérjekindzok is szerepet jatszhatnak. PC12 sejtekben kimutatott, hogy NGF-haté4sra a
p90™* is aktivalédik, mégpedig az ERK-hez hasonléan Ras-fliggd médon. Miutdn az Rsk
foszforilalt form4ja elleni antitest nem 4ll rendelkezésre, aktivalédasinak nyomon k8vetésére
olyan Western blot eljarést alkalmaztunk, melynek soran a fehérjének a foszforilicié hatasara a
gélben bekovetkezd lelassult vandorldsat probaltuk meg detektalni. Kisérleteink alapjdn Rsk
foszforilacié mind nSvekedési faktorok, mind ionomycin hatésira bekdvetkezik, és a jelenség
Ras-fiiggd mddon ‘valésul meg - ami pedig az NGF-kivéltotta aktivici6 tartdssigit illeti, a
foszforilécié 2 6rés kezelés sordn is kimutathat6. Ez erdsen emlékeztet az ERK aktivéci
idSkinetikajéra, ami sugallhatja a p90™*-nak a differenciéciéban az ERK enzimekéhez hasonl6
szerepét. Ami a p70S6 kindzt illeti, az enzim riboszémalis fehérjék foszforililasat végzi, és
mitogén hatisok sorén aktivilédik. Aktivicidjat nSvekedési faktorok, inzulin vagy
interieukinok hatéssra a foszfatidil-inozitol 3 kindz (PI3K) medialja, fuggetlentil a Ras-tdl és a
MAPK szignaliziciés kaszkidtél. Az enzim NGF-kivaltotta differenciacidban betsltott
esetleges szerepének tisztdzasdra forditott erdfeszitéseink sajnos nem jértak eredménnyel -
véndorlési "shiftet" a p70S6 kinaz esetében egyik Altalunk alkalmazott kezelés sorn sem
sikerillt kimutatnunk. Osszefoglalva a JNK, p38MAPK, p90™*, p70S6K enzimek vizsgélata
. sordn kapott eredményeket, pozitiv, az ERK-eken kivill a differencidciéban jelentbséggel biré
fehérje szerepének betdltésére a fentiek kdziil egyedill a p90™* bizonyult alkalmas jeléltnek.
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2/ ERK transzlok4cid jelentisége

ERK transzlokdcié Ras-fiiggése

Az ERK enzimek citoplazmabdl a magba torténd transzlokécidja szémos killsnbdzd
hatdsra (hormonok, ndvekedési faktorok), szémos killsnbdzd sejttipusban bek$vetkezb jol
ismert jelenség. A fentickben mér részletesen ismertetett clmélet szerint mindez olyan
korilmények kozdtt valésul meg, amikor az ERK enzimek aktivitisa tartésan fenndll - ez a
nmennyiségi” ERK-killénbség vezet valamilyen médon ,mindségi” (azaz lokalizacids)
eltéréshez. BAr maga a jelenség jol ismert, a transzlokdcié mechanizmusira vonatkozdan
rendkivill szerények az irodalmi adatok. Bizonyos, hogy az ERK-ek nem rendelkeznek
nukledris lokalizaci6s szignallal, igy a klasszikus, importint és Ran fehérjéket felhasznalé
sejtmagba torténd transzport esetlikben nem miiksdik. Simaizomsejtekben kimutattik, hogy
bombezin hatdsira bekdvetkezb kontrakci6 soran az ERK a Hsp27 chaperonfehérjével egyiltt
transzlokalédik a sejtmagba. Més adatok szerint egy révid élettartamn, az ERK aktivaciot
kivaltani képes agensek hatdsira szintetizdl6d6é nukledris horgonyfehérje jatszana szerepet a
transzlokécidban. Bérmi is azonban a transzloké4cidé tényleges mechanizmusa, PC12 sejtekben
kimutatott, hogy az 4tmeneti ERK aktivaciét el8idézé EGF hatisira nem, a tartés ERK
aktivacidt okozdé NGF hatéséira azonban egy 6rén beltil bekdvetkezik az enzimek magba térténd
véndorlésa. Kisérleteink sordn sejtvonalainkon anti ERK ill. anti P-ERK antitestekkel végzett
immuncitokémiai festés segitségével hatiroztuk meg az enzimek lokalizacidjat, ill. kovettik
nyomon az egyes kezelések sorin bekdvetkezd véltozasaikat. Normdl kériilmények kdzstt
(szérum tartalmu tapoldatban) tenyésztett vad tipusi PC12 sejtekben immunlokalizacié alapjan
az enzimek mind a citoplazmaban, mind a sejtmagban fellelheték; éltaldban a citoplazma
mutatott erfsebb festédést, de szdmos sejtben a magban taldlhaté ERK populécié is jelentds.
Ugyanezt a némileg meglepd eredményt kaptuk akkor is, amikor az alacsony gétlé Ras
expressziét mutatdé Z-M17-5, ill. a magas gétlé Ras expresszi6ju M-M17-26 tipusi sejteken
végeztlk el az immuncitokémiai festést. Miutn ilyen koérdlmények k8zdtt a sejtek
természetesen nem differencidlédnak, kézenfekvé a kdvetkeztetés, hogy egy bazdlis ERK-
jelenlét a sejtmagban semmiképpen nem elégséges feltétele a neuritndvekedéshez szitkséges
génexpresszids valtozasok elbidézésének. Amikor a festést két napos széruméheztetést kdvetben
végeztitk el, az immunreakcié mindhdrom sejtvonalban szinte kizérélag a citoplazmaban
jelentkezett: a sejtek mintegy 80%-4ban az ERK enzimek a se¢jtmagon kiviil lokalizalodtak. Egy
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6ras EGF kezelés ezen gyakorlatilag nem véltoztatott - hatéséra transzlokéacié nem kdvetkezett
be. Ezzel szemben ugyanilyen ideji NGF kezelés markans véltozést indukalt: a normal PC12
sejtek mintegy 70%-dban az enzimek a sejtmagba vandoroltak, az immunfestddés erdteljes
nuklearis és gyenge citoplazmatikus lokalizciét mutatott. Z-M17-5 és M-M17-26 sejtekben
azonban ez nem kovetkezett be; a sejtek tilnyomé tSbbségében az enzimek a citoplazméban
maradtak. Ezek az eredmények vilagosan igazoljak, hogy még a részleges Ras-gétlés - amely az
ERK aktiviciét nem gétolja, csak &tmenetivé teszi - is képes az BRK transzlokécid
gyakorlatilag teljes megakadalyozasira,

Masodlagos messenger analégok hatdsa az ERK transzlokdcidra

Az ERK aktivécié vizsgalatinél alkalmazott masodlagos messenger analégokkal t6rténd
kezeléseket megismételtik az ERK transzlokicid tanulmanyozasa sordn is. Immuncitokémiai
festéseink eredményeit &sszegezve megéllapithaté, hogy sem dbcAMP, sem ionomycin, sem
TPA - mindegyikik &tmeneti ERK aktiviciét indukal - nem képes ERK transzlokécié
eldidézésére vad tipusi PC12 sejtekben. Amennyiben a fenti kezeléseket EGF-el egészitettilk
ki, az eredmény ugyanaz maradt - kombinAlt kezelések sem vezettek ERK-lokalizici6s
véltozashoz. Osszegezve elmondhaté tehdt, hogy atmeneti ERK aktivaciét kivaltd agensek
egyik esetben sem voltak képesek elbidézni az enzimek magba t6rténé transzportjat, tartés ERK
aktivéciot eldidézBk azomban igen - hozzitéve mindehhez, hogy a transzlokécid
bekdvetkezéséhez kb. egy oras kezelés is elégséges, azaz nem szitkséges hozzd az éltalunk
detektalt harom 6rén 4t is elhizédé ERK foszforilacié.

Foszforildlt ERK populdcié transzlokdcidja

Kisérleteink masik részében azt szerettilk volna kideriteni, hol aktivalédnak pontosan az
ERK-¢k, ill. hol aktivaljak célfehérjéiket. A transzlokécié funkcionalis jelentdségét ugyanis az
timasztand al4, ha sikerillne bizonyitani, hogy ténylegesen a foszforilalt (azaz aktivilédott)
ERK szubpopulécié véndorol a sejtmagba a differencidciét eldidézni képes kezelések hatdsara.
Ezen ERK frakcié nyomon kdvetése érdekében anti P-ERK antitestte]l végeztiink
immuncitokémiai vizsgalatokat. Eredményeink szerint két napig szérummentes tapoldatban
tenyésztett PC12 sejtek immunreakciot egyaltalin nem mutatnak, bennilk még bazilis ERK
foszforilaci6é sem detektalhat6. Ehhez képest normal szérumtartalmu oldatban tenyésztett sejtek
mintegy 50%-4ban a citoplazméban enyhe festddés észlelhetd - azaz ebben az esetben
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bekdvetkezik egy igen alacsony mértékii ERK aktivacié. 5 perces NGF kezelést kovetéen mind
a jel6lodstt sejtek szdma, mind a jel erdssége egyértelmiien megn6, 4m a festddés lokalizécidja
tovébbra is kizardlag citoplazmatikus; 60 perces NGF kezelés utén azonban - hasonléan a
,wnormal” anti ERK antitest alkalmaz4sa sordn észleltekhez - a citoplazméban maér alig, mig az
addig festetlen magokban erdteljes immunfestédés észlelhetd. Ezek az eredmények
mindenképpen arra utalnak, hogy az NGF-hatdsra bekévetkezd ERK foszforildci6 szintere a
citoplazma, ahonnan az igy aktivalddott ERK szubpopulicié az, ami a sejtmagba véndorol,
Abban az esetben, ha EGF-el kezeltilk a sejteket, S perc utdn itt is markéns citoplazma festdés
volt detektalhat6, ami azonban 60 perces kezelés utin jelentdsen gyengllt, lokalizécids véltorhs
nélkiil - vagyis EGF-hatasra az ERK aktivéici6 egy 6rdn belill lecsengett és transzlokacié nem
kovetkezett be.

Ami a bekezdés elején feltett kérdés masodik felét illeti (azaz hol tdrténik a transzkripcids
faktorok ERK-ek altali foszforilacidja), a probléma megkdzelitéséhez mind anti Fos, anti Jun
(mindkét fehérje az ERK in vitro szubsztratjaként kimutatott), mind a normél CREB-et ill.
annak csak foszforildlt formajat felismerni képes antitestek (anti CREB és anti P-CREB)
felhasznalaséval végeztiink immuncitokémiai festéseket. Kontroll és NGF-kezelt PC12 sejteket
festve elmondhat6, hogy az 8sszes altalunk vizsgélt transzkripcids faktor mindkét esetben
kizarélagosan nukledris lokalizaciéji. Anti P-CREB festés esetén kezeletlen sejtekben jei nem
volt detektdlhatd, de 1 drds NGF kezelés utén a sejtmagok itt is erételjes festddést mutattak.
Miutin a foszforilalatlan transzkripcids faktor eleve a sejtmagban lokalizilodik, a CREB-
foszforilécid szintere egyértelmiien a sejtmag.

Egyéb fehérjekindzok transzlokdcidja

Az ERK-eken kivill més fehérjekinzoknak is szereplik lehet az NGF génexpressziés
hatdsainak k&zvetitésében, kézenfekvd tehdt a kérdés, vajon transziokélodnak-e a
citoplazmatikus kaszkad egyéb elemei is NGF ill. kombinalt kezelések hatésdra a kiénbdzd
sejtvonalakban? A génindukciés hatds kbzvetitésére szimos jelblt akad, kdziltk a
legesélyesebbek a CREB-kindzok, melyek kdzill a Ca™-indukélta CREB foszforitécié £
kozvetitdje az Rsk2 izoenzim. Kimutatott, hogy a p90™* lokalizécidja ndvekedési fiktorok
hatdsra az ERK-ekkel egyiitt valtozik, s6t PC12 sejtekben depolarizicié hathséra is végbemegy
a fehérje nuklearis transzlok4cidja, Vizsgélataink szerint NGF kezelés hatéséra a p90™* magba
térténd vandorlésa vad tipust PC12 sejtekben az ERK-éhez hasonldan lejatszédik, mig Z-Mi7-
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5 sejtekben elmarad. Ugyanakkor az ERK transzlokiciéval ellentétes eredmény, hogy
ionomycin is képes a p90™* sejtmagba torténd transzportjinak eldidézésére, rdadssul - miutdn
ez Z-M17-5 és M-M17-26 sejtekben is bekovetkezik - egy Ras-td] fiiggetlen jelpatya szerepe
valészinisithetd ebben a folyamatban. (Ebben a kérdésben ugyanakkor ellentmondas van azzal
az ugyancsak altalunk leirt megfigyeléssel, hogy az ionomycin-kivéltotta Rsk foszforilaci6
viszont Ras-fliggé médon valésul meg; jelenlegi ismereteink alapjan ezt a jelenséget
megmagyarizni nem tudjuk. Ezek az eredmények mindenesetre azt sugalljak, hogy ebben az
esetben a transzlokécié talin nem filgg az enzim aktudlis aktivAltsigi 4llapotatél) A
tovibbiakban vizsgilatainkat kiterjesztettitk a JNK, p70S6 kindz és a p38MAPK enzimekre is.
Az aktivécios vizsgdlatok eredményei alapjén nem meglep$ médon, egyik fehérje esetében sem
sikerllit nukledris transzlokéciét kimutatnunk EGF ill. NGF kezelés hatdséra vad tipusii PC12
sejtekben, Az egyetlen pozitiv eredményt INK esetében a sejtek anisomycinnel t5rténd kezelése
szolghltatta - ez a megfigyelés azonban inkébb az enzim stressz-aktivalta jelatviteli utakban,
semmint a differenciscioban betSltsit szerepére utal.

3/ ERK-fliggetlen, alternativ differencidciés Gtvonalak

Amint arré] az eléz5ekben esett mér sz6, NGF hatéséra sem Z-M17-5, sem M-M17-26
sejtekben - ahol a Ras gyengén ill. erbteljesen gétolt 4llapotd - nem kdvetkezik be neuronalis '
differencidci. Ez a gétlds azonban részlegesen megkeriithetd NGF plusz ionomycin ill. NGF
plusz dbcAMP egylittes stimulécijaval -, ezekben az esetekben az NGF 4ltal normal PCI12
sejtekben kivaltott neuronélis differenciciéhoz mind morfolégidjdban, mind arényéban hasonld
bioldgiai valasz észlelhetd a gatld Ras-t expresszAl6 sejtvonalakon, sét, a kombinalt kezelések
korai vélasz gének indukciéjdhoz is vezetnek. Amennyiben a tartés ERK aktivéci6 és az ezzel
egyiltt jar6 transzlokéci6 valdban esszencidlis a neurondlis differenciacidhoz - ahogy azt eddigi
eredményeink sugalljdk -, a fenti kombinécidés kezeléseknek ebbél a szempontbdl is képesnek
kellene lennitlk a Ras-gétlds megkerillésére, Az aldbb ismertetésre keriilé kisérletek azonban
ennek ellenkezjét bizonyitjak, feltételezve ezzel, hogy egyes esetekben ERK-filggetlen
jelatviteli utakon kozvetitett szignalok is eredményezhetnek neuritnsvekedést.

Kombindcios kezelések dltal indukdlt differencidcié Ras-, MEK- és Trk-fliggése
Kisérleteink els$ részében vad tipusu PC12 és a domindns gétlé Ras-t magas fokban
expresszalo M-M17-26 sejtvonalak morfologiai valtozasait vizsgaltuk meg. Az NGF/ionomycin
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ill. NGF/dbcAMP kombiniciés kezeléseken tul kivéancsiak voltunk arra is, hogy bekdvetkezik-e
neuritnyvekedés azokban az esetekben, ha a Ras-gatlds mellett a jelatviteli palya mas 4llomésait
is kiiktatjuk specialis gatlészerek segitségével. Eredményeink szerint normat PC12 sejtekben az
NGF-indukalta neuritnvekedés az ERK-aktivator MEK PD98059 4ltali gitlasival blokkolhatd,
4m az NGF plusz ionomycin ill. NGF plusz dbcAMP kezelés kivéltotta differenciacié ebben az
esetben is bekdvetkezik. Amennyiben azonban a kezelések sorin a nagy affinitdsi NGF
receptor aktivitisat gétoltuk (specifikusnak tekintett gatloszere a K252a jelli égens) a
neuritnSvekedés mindegyik - a kombindlt kezelések esetében is - elmaradt. Ugyanez volt
megfigyelhetd M-M17-26 sejtek vizsgélata sordn is; az NGF/ionomycin ill. NGF/dbcAMP
kombindlt kezelések altal indukalt neuritnSvekedés (mely mértékében ugyan elmarad a PC12
sejtekben NGF hatdsdra bekdvetkeztdl, de a neuritok hossza és szdma tekintetében megkdzeliti
azt) TrkA géatldsaval kivédhets, MEK gétléséval azonban nem.

Kombindlt kezelések hatdsa az ERK aktivdcidra és transzlokdciora

Miutin az ERK-ek egyetlen ismert aktivitora a MEK (pontosabban a MEKI és 2
izoenzim), az a megfigyelés, hogy a MEK gétlo PD98059 csak egy igen enyhe inhibitorikus
hatdst volt képes kifejteni a kombindlt kezelések éital kivaltott differencidciora, erSsen
kérdésessé teszi az ERK-ek szerepét is ebben a folyamatban. Ami az ERK-eknek a kombinicids
kezelések soran hasznalt mésodlagos messenger analégok hatisdra bek8vetkezd foszforilacidjat
illeti, mint arrél az ERK aktivaci6 részletes targyaldsa sordn mér volt sz6, mind ionomycin,
mind dbcAMP atmeneti ERK foszforilaciét indukal vad tipust PCi2 sejtekben, NGF-el egyiitt
adva pedig annak hatisit az BERK aktiviciéra kimutathaté mértékben egyik 4gens sem
potencirozza. M-M17-26 sejtekben azonban a mésodlagos messengerek sem $nmagukban, sem
NGF-el kombindlva nem képesek még atmenetileg detektdthaté ERK foszforildci6 eldidézésére
sem (holott mint lattuk, ez utdbbi esetekben a sejtek neuritokat ndvesztenek). Nyilvanvald, hogy
ebben az esetben a neuritnévekedéshez vezetd szigniltranszdukcioban az ERK aktivacié nem
Jjatszhat szerepet.
Megvizsgélva az ERK-ek nukledris transzlokaciéjat hasonlé koriilmények kdzétt, az aktivicids
kisérletekkel Osszhangban M-M17-26 sejtekben sem NGF, sem a differenciaciét okozd
NGF/ionomycin ill. NGF/dbcAMP kombinicié nem képes az ERK-ek magba tdrténé
transzportjdnak elSidézésére. (Ez a megfigyelés, azon til, hogy tovabbi bizonyitékkal szolgal
egy ERK-ek nélkilli differencidcios jelatviteli utvonal jelenlétére, wjfent megerdsiti eddigi
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eredményeinket, melyek szerint tartés ERK aktivacié hidnydban nincs transzlokéci6. A fenti
eredmények tehit egy olyan, NGF éltal indukalt és mind cAMP, mind Ca™ szignilokkal
potencirozhaté differencidciés jeldtviteli palya meglétét val6szindsitik, amely figgetlen a
klasszikus Ras/MEK/ERK 1ttél, de sziikséges hozza az NGF receptor épsége. (Bz utébbit azok
a megfigyeléseink is megersitik, melyek szerint PC12nnr5 sejtek, amelyekbdl hisnyzik a nagy
affinitdst TrkA receptor, rezisztensnek bizonyultak az NGF/ionomycin ill. NGF/dbcAMP
kombindci6s kezelésekre.) Ez természetesen nem kérdjelezi meg az ERK-ek differencisciéban
betsltdtt jelentdségét, de egyértelmilen jelzi, hogy egymassal interkommunikalé szignalizaciés
mechanizmusok kivételes esetekben egy mégoly esszencidlisnak hitt komponens
helyettesftésére is képesek lehetnek.

Rsk szerepe a kombindcids kezelések dltal kivdltott differencideioban

Felmer(ll természetesen a kérdés, hogy ha nem az ERK-ek, akkor a jelatviteli utak mely
egyéb elemei lehetnek felelbsek a differencidciés vélasz kdzvetitéséért ezekben az esetekben.
Irodalmi adatok alapjén széba jshetnének az Gj PKC csalad egyes tagjai, pl. a PKC3, amelyrdl
kimutatték, hogy szerepet jitszik a neuritndvekedésben, a Ca™ hatisokra PCI2 sejtekben
génexpresszi6t indukilé kalmodulin dependens kindzok (CaMK), a cAMP-stimulciéra
foszforildléd6 p38MAPK, vagy az el6bbiekben mas Osszefiiggésben mar targyalt ERK
szubsztrét p90™* - mi e két utébbi enzim lehetséges szerepét vizsghltuk meg a rendelkezéstinkre
4116 sejtvonalakon. A cAMP-szupportélta jelatviteli utban val6 részvételre elsddleges jellttink a
p38MAPK enzim volt, de - annak ellenére, hogy egyes megfigyelések szerint gitlasa
megakadélyozza a forskolin-indukélta neuritndvekedést -, specifikus gétldszerének (SB203580)
alkalmazésakor sem a sejtek tilélésében, sem differenciacidjsban nem lattunk véltozdst a
kontrollhoz képest a kombinaciés kezelések sorén. Ezek az eredmények erdsen kérdésessé
teszik - ha nem is zarjak ki teljes bizonyossiggal - a p38BMAPK részvételét az NGF/cAMP-
indukalta neuritndvekedésben. Ezek utan figyelmiink az NGF/ionomycin kombinaci6s kezelés
altal beinditott szignaliziciés mechanizmus felé fordult, a p90™*-rél ugyanis mar az eldzekben
leirtuk, hogy ionomycin hataséra Ras-filggd médon aktivalédik, de Ras-filggetlen médon képes
nukledris transzlokéciéra. Foszforilacié 4ltal okozott vandorlasi shift anti p90™* Western blot
detektélasaval raadasul sikertilt kimutatnunk, hogy M-M17-26 sejtekben az Rsk NGF kezelésre
nem, de NGF/ionomycin kombindci6ra enyhe aktivalédést mutat, sdt, az enzim magba térténé
vandorlasit CREB foszforilaci6é megjelenése kiséri. Miutan a CREB az a transzkripcids faktor,
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amelyet ndvekedési faktorok, cAMP és Ca™'-vezérelte szignalok konvergenciapontjinak
tekintenek, feltételezhetd, hogy az 4ltalunk alkalmazott kisérleti rendszerben az NGF/ionomycin
és NGF/dbcAMP kombinilt kezelések sordn is betdltheti ezt a szerepet. (Nem szabad
ugyanakkor figyelmen kiviil hagyni, hogy CREB foszforilicié 8nmagiban nem elégséges a
differenciacidhoz.) Mindazonaltal abban a jelatviteli itban, amely az NGF receptorrél indulva,
Ca"*-indukdlta szignalok segitségével kerlili meg a Ras/sMEK/ERK utat, eredményeink szerint
taldn a p90™* toltheti be az ERK-eknek a citoplazma &s a mag kozotti jeltovabbitasban jatszott
szerepét.

4/ Az EGF és NGF eltér hatisinak hatterében 4ll6 lehetséges mechanizmusok

Kisérleteink egyik o célkitiizését - az egyes fehérjekindzok specifikus szerepének
felismerése mellett - az EGF és NGF éltal beinditott intracelluléris folyamatok k&zbtti, az eltér
biol6giai hatas kivéltisdban szignifikins kiildnbségek feltérképezése jelentette. A kérdés
megkdzelitését sajnélatos médon meglehetdsen nehezti az a tény, hogy eddigi ismereteink
alapjdn mindkét n8vekedési faktor ugyanazt a - Ras-Raf-MEK-ERK - jeldtviteli utvonalat
hasznélja a sejten belil, azzal, a fentiekben mér bdségesen térgyalt kildnbséggel, hogy az ERK-
ek aktivaciéjanak iddkinetikdja az egyes esetekben eltérd. Amdl azonban még nem esett szo,
hogy mi lehet az EGF ill. NGF altal kivaltott atmeneti vs. tartds ERK aktivacié mechanizmusa?

Foszfatdzok szerepe az ERK aktivacicban

Az ERK-ek ndvekedési faktorok 4ltal trténd aktivéciéjat specifikus tirozin és treonin
oldallancaik foszforilacija eredményezi a kettds specificitdsi MEK enzimek éltal. Kézenfekvd
feltevés, hogy az aktivacié tartdssigit befolyasolhatja ezen foszfatcsoportok turnovere, amely
folyamatban protein foszfatdiz enzimek jatszhatnak kulcsszerepet. Ilyen szabilyozési
mechanizmus jelenlétére az elsé bizonyitékot azok a kisérletek szolgaltattik, amelyek szerint
kezeletlen PC12 sejtekbdl szdrmazd citoplazma-extrakt képes az ERK aktivitas redukalaséra, és
mindez foszfatdz inhibitorokkal gatolhatd. A lehetséges foszfatdz jeldltek kdziil kiemelkedik a
nemrégiben felfedezett, és évrol évre Uj taggal b6wiild MAPK-foszfatizok (MKP-k) csoportja -
ezek kildnbdzd sejttipusokban expresszalédé kettds specificitdsi foszfatdzok, amelyek
mindegyike képes az ERK-ek in vitro defoszforilacitjara, és tagjaik kdzdtt mintegy 40-80%-os
szekvenciarokonsig mutatkozik. PC12 sejtekben az eddigi kutatésok alapjn foként az MKP2
és MKP3 szerepe lehet jelentds: kimutatott, hogy NGF kezelés hatésara indukcidjuk fokozodik
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és képesek az Elk-1 transzkripciés faktor (az ERK-ek egyik legfontosabbnak tartott célpontja)
aktival6dasanak megakadélyozaséra. Egyes adatok szerint aktivacidjukat maga az ERK kaszkad
indukélnd, bekapcsolva igy egy negativ feed-back mechanizmust Snmaga leallitasdra. Az ERK
aktivacié szabdlyozisénak egy mésik lehetséges kulcsenzime a PP2A foszfatdz, amelyrdl
kimutatott, hogy képes PCl2 sejieckben az ERK-ek specifikus treoninon bekdvetkezd
defoszforildlésdra és inaktivaldsdra. Kisérleteink elsd részében az ortovanadét (protein tirozin
foszfatéz inhibitor) és az okadailsav (protein Ser/Thr foszfatéz inhibitor, amely mar igen kis
koncentréciéban - 1nM - blokkolja a PP2A-t) ERK aktivéciéra, transzlokacidra és a neuronalis
differenciéciéra gyakorolt hatésat tanulményoztuk. Feltételezéstink az volt, hogy amennyiben
foszfatdzok EGF-hatésra indukélédnanak - igy téve Atmenetivé az ERK aktivacit -,
foszfatdzgétlé plusz EGF kezelés tartds ERK aktivaciot és ezzel egylitt jard neuritndvekedést
kellene, hogy eredményezzen. EGF/ortovanadét ill. EGF/okadailsav egyidejli addséval azonban
PC12 scjtekben - P-ERK Western blotok alapjan - nem valthaté ki tartds ERK aktivaci6
(foszforilaci6 30 perc elteltével mér egyik esetben sem észlelhett). Ezzel Ssszhangban, ilyen
kombindciés kezelések ERK transzlokéci6 kivaltisira sem bizonyultak alkalmasnak - ezen
adatok tehét kizdrjdk egy EGF-hatésra aktivaléds, majd az ERK-eket defoszforilalé foszfatsz
m(ksdését, amely az étmenetivé valé ERK aktivicidért ily médon lenne felelés. Ami a
differencificiés kisérleteket illeti, az ezzel kapcsolatos irodalmi adatok meglehetdsen
ellentmondésosak; egyes szerzbk szerint a foszfatdz inhibitorok serkentik, mésok szerint
ghtoljék az NGF-indukalta neuritnvekedést. Az altalunk hasznalt vad tipuséi PC12 sejteken az
ezekben a cikkekben lefrt koncentriciéban mind az ortovanadét, mind az okadailsav toxikus
hatésinak bizonyuit, alacsonyabb Koncentricidkat alkalmazva pedig Onmagiban egyik
foszfatézgatlé sem véltott ki neuronilis differencisci6t. Kombinacids kezelések sordn sem EGF
plusz ortovanadit, sem EGF plusz okadaiksav nem bizonyuit képesnek neuritnSvekedés
kivéltisdra. Amennyiben a foszfatazgitlokat NGF-¢l egytitt adva kezelt(lk a sejteket, az 4gensek
a neuritndvekedés kezdeti stadiumét nem gatolték (s6t, szAmos esetben még gyorsitotték is a
folyamatot), 4&m hosszan tart6 kezelés sorén a differencidciés folyamatok ledlltak, és egy hét
utan egyre jelentdsebb sejtpusztulds volt megfigyelhetd. (Két hét elteltével mar alig érte el a
20%-ot a tilélé sejtek ardnya, azaz hosszi tdvon még a legalacsonyabb, a foszfataz-gatlas
szempontjdb6l hatdsos koncentricid is toxikus a sejtek szdméra. Nyilvanvalé, hogy a
foszfatdzok generdlis gatlasa szamos, a sejtek életben maradasdhoz is szilkséges mechanizmust
blokkol - ilyen k&rillmények kozdtt azonban a differencidcira kifejtett esetleges hatisuk
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érdemben nem vizsgélhaté.) Végeztiink elékisérleteket a foszfatazgatlok korai és késdi gének
expresszibjra kifejtett hatdsat illetden is. Ezek szerint nmagukban sem fos, sem franzin
indukciét nem okoznak, de nem is gatoljak az NGF ilyen irdnyt hatésait. Mindebbél
messzemend kovetkeztetést levonni nem lehet, az azonban nyilvénval6, hogy ezek az 4gensck
nem gatoljik az NGF 4ltal kivaltott jel sejtmagba jutasat. Osszefoglalva, a foszfatdzok szerepét
célzd kisérleteinkbl csupan negativ kdvetkeztetéseket vonhattunk le: valészinisitheté, hogy
nem ilyen tipusi enzimek felelések az EGF ill. NGF-hatésra bek&vetkezd eltérd idejii ERK
aktivacidért.

Nck adapterfehérje jelentSsége

Az EGF-NGF hatis kiilonbségeit vizsgilva azt is megprébéltuk kiderfteni, lehetnek-e
eltérések a két jelatviteli pélya receptorokhoz legkSzelebbi szintjén, nevezetesen, hogy
k6tddnek-e az egyes esetekben kiilsnbéz8 adapterfehériék a receptorokhoz. Figyelmiink

elsdsorban az Nck adapterfehérje felé irdnyult, mert egyes adatok szerint emmek

overexpresszi6ja képes az NGF Aaltal eldidézett neuronlis differenciicié6 megakadilyozéséra. A
fehérje egy SH2 és harom SH3 alegységbdl 4ll és ismereteink szerint az eddig vizsghlt Osszes
sejttipusban  ubikviter médon expresszalédik. (Westem blot-al kimutathatéan a mi PC12

sejtvonalainkban is.) Vizsgalatshoz a SOTE Biokémiai Intézetétd] kaptunk &mm i

rendelkezésilnkre bocsajtva az Nck GST fiiziés fehérje formdjaban dltaluk el6éliitost M
Ezen fehérjével tin. kot3dési tesztet végeztink, amely sordn a ndvekedési faktorokkat stirmltht
sejtek extraktuméban vizsgaltuk az Nck-hoz valé kotddést: a kapesolédott fehérjéket anti P-Tyr
Western blot segitségével mutattuk ki. Kisérleteink alapjén 5 perces EGF kezelést kitveiben

mind normél PC12, mind Z-M17-5 sejtekben bekovetkezik az Nek és az aktivilddos RGP ' '
receptor 8sszekapcsolddésa, &m hasonlé iddtartami NGF kezelés ezt egyik acjttipushein sdn

képes kivaltani - az NGF receptor és az Nck kdzbtt nem jon létre asszocidcis. A foszforiliiddett
EGF receptorhoz valé kétédés viszont abban az esetben is bekivetkezett, ha az Nck-nak egy
csornkitott, csupin az SH2 domént tartalmaz6 darabjaval végeztilk el a kisérletet. A csak SH3
doméneket tartalmazé rész hasznélata esetén azonban a csonka Nck nem asszocislédott az EGF
receptorhoz - azaz a kot6dés (elméleti ismereteink alapjén is varhaté médon) az SH2 doménen
keresztlll valésul meg. Ezen kisérletek alapjan valésziniisithetd, hogy mér a receptorokhoz
toborzod6 adapterek szintjében is van killsnbség az EGF ill. NGF jelatvitele kézdtt. Ennek
tényleges jelentdségét az Nck esetében akkor ismerhetnénk fel, ha fel tudnink térképezni a
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fehérje SH3 doménjein keresztll a receptorhoz "downstream" kapcsolt tovabbi jelatviteli
komponenseket. Erre a szerepre az egyik jelolt az immunsejtekben kimutatottan az Nck-hoz
kotddni képes p2l-aktivalt kindz (PAK) lehetne, amelynek foként a JNK jelatvitelben
tulajdonitanak szerepet. A mésik, esetlinkben még érdekesebb pedig a guanin nukleotid
kicserélo faktorként a Ras-t aktivalni képes Sos fehérje. A Sos esetleges jelentSségére
kitléndsen azok az adatok hivjik fel a figyelmet, melyek szerint T-limfocitidkban EGF kezelésre
gyors ERK aktivicié kdvetkezik be, aminek ktvetkezményeképpen a Sos is foszforildlédik. A
Sos foszforiliciéja az adapterfehérjéknek a receptortdl valé disszocidlédasdhoz vezet, ami
leéllitja - vagyis dtmenetivé teszi! - az ERK-aktivaciét. Nem tudjuk, hogy ez a mechanizmus
miikddik-e PCI2 sejtekben, de EGF receptor-Nck-Sos koimmunprecipiticids kisérletekkel
tisztdzni lehetne ezen fehérjék egyméshoz valé kdt3dését. Amennyiben ez az asszocidcid
bekdvetkezik - hozzatéve, hogy az Nck differencidciét gatld hatésy -, igy a fenti mechanizmus
is magyarazatul szolgélhat az ERK aktivacié tranzienssé vélaséra, ennek kdvetkezményeképpen
pedig a neuritndvekedés elmaradaséra.

EGF és NGF egyiittes hatdsai ‘

Végezetill végeztiink elékisérieteket az EGF és NGF egyfittes hatdsinak vizsgélata
céljabdl - ilyen irdnyt kisérletek nem szerepelnek az irodalomban, pedig érdekes Iehetne a sejt
biolégiai valaszanak, és az esetlegesen ¢ mdgdtt meghtiz6dé eltérd jellegli ERK aktivacionak a
detektdldsa olyan koritlmények kozbtt, amikor a sejt egyidejlleg van Kkitéve mindkét
stimuldciénak, Killsndsen, ha az EGF valéban egy altala aktivalt mechanizmussal ,.terelné” az
ERK aktivaci6t atmeneti, a sejt bioldgiai vélaszat pedig a proliferacié irinyéba. Eredményeink
szerint azonban a kettBs kezelések sordn mind az ERK aktivécié és transzlok4ci6, mind a sejt
biolégiai vélasza vonatkozdsiban egyértelmlien az NGF hatisa érvényestil; amennyiben a
sejteket NGF/EGF kombiniciéval kezeljikk elnyujtott ERK foszforildcié kdvetkezik be, ezt
ktvetd nukledris transziokécibval, a sejtek pedig neuritokat ndvesztenek. Nem tudjuk, miért
dominédl az NGF éltal indukélt szigndl az EGF jelatvitel felett, kiilsndsen azon megfigyelés
titkrében, hogy a génindukciéra kifejtett hatdsuk egymast potencirozza: zif indukcié nyomon
kovetése egyértelmiien a gén fokozddé atirdsit mutatia a kombindlt kezelés sorén.
Mindazonéltal az a hipotézis, miszerint az EGF nem 4tmeneti ERK aktivaciét indukélna, hanem
elnytjtott ERK aktiviciét rdviditene le, a fenti eredmények ismeretében nem tlinik
tamogathatonak.
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Osszefoglalds

1. Kimutattuk, hogy részleges Ras-gétlds jelentdsen lecstkkenti és tmenetivé teszi, teljes Ras-
gétlas pedig megsztinteti az NGF-hatasra bekdvetkezd ERK aktivéciot.

2. EGF és mésodlagos messenger analégok mind 8nmagukban, mind egyméssal kombin4ciéban
csak dtmeneti ERK aktivacié indukalasdra képesek.

3. Tranziens ERK aktivAciét egyetlen 4ltalunk vizsgalt esetben sem kdvet ERK transzlokécié.

4, Tranziens ERK aktivécié egyetlen esetben sem jar egyiltt neuritndvekedéssel.

= A fentickbil kovethezik egyrészt, hogy intakt Ras funkcié szikséges az elmyijtott ERK
aktivdcidhoz és az enzimek magba torténd transzportidhoz, mdsrész, hogy amennyiben a
differenciacios szigndl a kKlasszikus ERK utvonalon transzdukalodik, annak dtviteléhez az ERK-

ek tarts aktivitdsa és nukledris transzlokdcidja sziikséges.

5. Speciélis esetekben (NGF/dbcAMP ill. NGF/ionomycin kezelések sorédn) a bekovetkezd
neurondlis differenciiciéhoz nem sziikséges MEK és ERK aktivacié és ERK transzlokdcid.

6. Szitkséges azonban hozz4 az NGF receptor épsége.

= Léteznek Ras/MEK/ERK-fiiggetlen, alternativ jeldtviteli utak, amelyek az NGF receptorrél
indulnak ki, és mind Ca™™-, mind cAMP-figgs hatdsok segitségével képesek neurondlis
differencidci6 elGidézésére.

7. Az ERK-eken kiviil, az altalunk vizsgalt egyéb enzimek k&zill sem a JNK, sem a p38MAPK,
sem p70S6K nem mutat NGF-hatasra bekdvetkezd szignifikdns foszforildciot és nuklearis
transzlokaciét PC12 sejtekben, mig a p90™ igen.

8. NGF-¢el szemben ionomycin kezelés Ras-fliggetlen médon is képes Rsk — de nem ERK -
aktivacié és transzlokéci6 kivaltasara,
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9. Az ily médon bektvetkez Rsk transzlokécié CREB foszforildci6val jar egyftitt.

= Az NGFlionomycin kezelésre Ras-tdl fliggetlentil bekovetkezd, neuritnévekedéshez vezets
Jjeldeviteli utakban a p9ORSK helyettesitheti az ERK-eket.

10. Foszfatazgatlok (sem okadailsav, sem ortovanadat) nem képesek az EGF 4ltal kivéltott
tranziens ERK aktivici6 tart6ssa tételére és az ERK-ek nukleéris transzlokéciéjanak kivaltéséra.

11. EGF plusz foszfatazgitl6 kezelés nem okoz neuritndvekedést,

12, A sejtek EGF és NGF-el tdrtén6 egytittes kezelése sordn az NGF hatésai érvényestilnek.
= Az EGF valészinileg nem egy - eziddig ismeretlen - dltala aktivdlt mechanizmussal teszi
dtmenetivé az ERK aktivdcidt; ha mégis, azt nem foszfatdz enzimek indukcidja révén éri el.

13. A megfelelé nSvekedési faktor stimuléciéjat kdvetben az NGF receptor nem, az EGF
receptor azonban asszocidlédni képes az Nck adapterfehérjéhez.

= Az EGF vs; NGF jeldtvitel mdr a sejtmembranhoz legkdzelebbi szinten, a receptorokhoz
kapcsolédé adapterek vonatkozdsdban is kiildnbségeket mutat,
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