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Hasznalt roviditések jegyzéke

AC, adenilat ciklaz

BDNF, agyi eredeti neurotrofikus faktor

B-Raf = a B izoformaja a Raf nevi fehérjekinaznak
CaMK, kalcium/kalmodulin-figgé fehérje kinaz
cAMP, ciklikus adenozin monofoszfat

CHX, cikloheximid, egy fehérjeszintézis gatlészer

C-Raf-1 = a c izoformaja a Raf nevi fehérjekinaznak, melyet Raf-1-nek is neveznek,
vagy a két nevet 6sszevonva c-Raf-1-nek

CREB, ciklikus adenozin monofoszfat-érzékeny valasz elem-kotd fehérje
EGF, ham eredet(i novekedési faktor

ERK, extracellularis szignal-regulalt kinaz

FGF, fibroblaszt novekedési faktor

GA, geldanamycin, a Hsp90-hez k&tédé antibiotikum

GAP, GPT-ase activating protein = GTP-az aktivator fehérje

GEF, guanine-nucleotide exchange factor = guanin nukleotid kicserél6 faktor
Hank’s BSS, Hank’s balanced salt solution = sdoldat Hank receptje szerint keverve
Hsp90, egy 90 kilodalton molekulatémegl hésokkfehérje

MAP2B, mikrotubulus-asszocialt protein 2B

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

MBP, mielin bazikus protein, fehérje kinazok aktivitasanak mérésére alkalmas, in
vitro foszforilalhatd szubsztrat



MEK, mitogen-activated/extracellular signal-regulated kinase kinase = mitogén
aktivalt/extracellularis szignal-regulalt kinaz kinaz

NGF, idegsejt novekedési faktor

NT, neurotrofin = idegsejt ndvekedési faktorok gydjténeve
NT-3, egy neurotrofin féleség

NT-4/5, egy neurotrofin féleség

PC12, phaeochromocytoma 12 = patkany mellékvesevel§ eredetl sejtvonal 12-es
szamu klonja

PKA, ptoteinkinaz A

PKC, proteinkinaz C

Raf = egy fehérjekinaz

Ras = egy GPT-ko6t6 fehérje
Rsk, riboszémalis S6 kinaz

SH2 és 3, Scr homology 2 és 3 = a Scr nevl fehérjekinaz 2-es és 3-as doménjeivel
homolog szerkezeti fehérjerészletek



Tudomanyos hattér

Az extracellularis szignal-requlalt fehérjekinaz kaszkad és miikbdese

Az extracellularis szignal-regulalt kinazok (ERK) a mitogén-aktivalt protein
kinazok (MAPK) csaladjaba tartozo fehérjék. Eukariota sejtekben megtalalhato
izoformaik kdzll a legtdbb figyelmet az 1-es és 2-es izoformak kaptak (ERK1 és 2).
Ezek az enzimek tipikusan sejtfelszini, katalitikus aktivitdssal bird receptorok
ingerlletét kdzvetitik a citoplazma kilénb6z6 fehérjéi, illetve megfeleld kdrtilmények
kozott a sejtmag felé, egy tobblépcsés kaszkad folyamat végrehajtoiként

(Szeberényi és Erhardt, 1994) (1. abra).
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1. dbra. A MAPK kaszkad altalanos sémaja



A sejtfelszini receptorokrdl a jel el6észor adapter és guanin nukleotid-koté
fehérjéken keresztll, mint példaul a Ras fehérjék, a Raf fehérjekinaz csalad
tagjaihoz jut el. A Raf fehérjék kézll a c-Raf-1 izoforma altalanosan expresszalédik a
legtobb sejtféleségben, mig a B-Raf el6fordulasa korlatozottabb, de az idegrendszer
sejtieiben megtalalhaté. Mikodését tekintve a Raf egy szerin/treonin kinaz, mely a
kaszkadban, az egy szinttel alatta elhelyezkedé mitogén-aktivalt/extracellularis
szignal-regulalt kinaz kinaz (MEK) enzimcsalad tagjait foszforildlja és aktivalja. A
MEK-ek szamos képviseldje kdzul szintén az 1 és 2 izoforma a legjobban ismertek.
Aktivitasukat illetéen kettds specificitasu kinazok, melyek szubsztratjukat, az ERK1
és 2-t, treonin és tirozin amindsavakon foszforilaljak. Az igy aktivalt ERK1/2 ezutan
citoplazmatikus vagy magfehérjéket foszforilal szerinen és treoninon. Ezek kdzul az
egyik a riboszomalis S6 kinaz (Rsk) fehérje, mely az ERK1/2-altali foszforilacio-
/aktivaciojat kovetéen bejuthat a sejtmagba, s ott transzkripciés faktorok
mikodésének mddositasaval szolhat bele a génaktivitas szabalyozasaba (Frodin és
Gammeltoft, 1999, Sgambato és mtsai, 1998). A génexpresszid hasonld
szabalyozasara az ERK1/2 kozvetlenll is képes, ehhez azonban ezeknek a
kinazoknak is at kell helyezédnituk a sejtmagba (Davis, 1995, Szeberényi, 1996).
Ennek a nuklearis transzlokacioként is ismert folyamatnak a pontos mechanizmusa
az ERK1/2 esetében még ismeretlen. Kiléndsen érdekes, hogy ezeken az
enzimeken nem sikerllt azonositani nuklearis lokalizacidés szignalt, ami egyeéb,
sejtmagba bejutni képes fehérjéken jelen van, s azok magba jutasat iranyitja. Az
ERK1/2 sejtmagba jutasanak az egyik feltétele az enzim megfeleléen elnyujtott
id6kinetikaval torténd aktivacioja (Qui és Green, 1992, Traverse és mtsai, 1992,
Nguyen és mtsai, 1993, Marshall, 1995). A fibroblaszt eredetli (FGF) és idegseijt
novekedési faktorok (NGF) képesek az ERK1/2 ilyen jellegl aktivalasara, és
nuklearis transzlokaciojanak el6idézésere patkany feokromocitoma, PC12 sejtekben.
A csak rovidebb ideig tartd, atmeneti ERK-aktivaciot el6idéz6 ham eredeti
novekedeési faktorral (EGF) tortén6 kezelést kovetéen az ERK1/2 ugyanebben a
sejttipusban a citoplazmaban marad. Erdekes mddon a kezelések végsé kimenetele
is teljesen eltér6 a kétféle aktivacios kinetikat kévetéen. FGF és NGF hatasara a
PC12 sejtek szaporodasa megall, majd nyudlvanyndvekedéssel kisért
differencialédassal szimpatikus idegsejtekhez hasonlova valnak, mig EGF adasara
ellenkezdleg, az osztédas fokozddasaval reagal, és nem differencialodik ez a
sejtvonal.

A MAPK kaszkad hagyomanyos, polipeptid novekedési faktorok altali
aktivacidja mellett az utobbi id6ben az enzimlancolat alternativ serkentési
lehet6ségeirdl is jelentek meg kézlemények. igy a munkank egyik kdzponti témajat
képezd Osztrogén altali ERK aktivaciot is leirtak kulonféle rendszerekben (Endoh és
mtsai, 1997, Migliaccio és mtsai, 1996, Singh és mtsai, 1999, 2000, Zhou és mtsai,
1996).

A 90 kilodalton molekulatbmegli hésokkfehérje szerepe a szteroid receptor és
fehérje kinaz jelatvitelben

A 90 kilodalton molekulatémegi hésokkfehérje, a Hsp90 egy ubikviter, magas
expresszioju, a sejt teljes fehérjekészletének akar 0,5-1%-at is kitevd protein.
Funkcidjat tekintve a molekularis "chaperone"-ok koézé tartozik, azaz egyéb
fehérjemolekulakhoz kapcsoldédva, azok normalis mikodéképességehez az elényos



térszerkezet fenntartasaban segédkezik (Pratt, 1997, Pratt és Toft, 1997, Segnitz és
Gehring, 1995).

Szinte valamennyi szteroid receptor mikodéséhez nélkulézhetelen a
receptorhoz asszocialt Hsp90. A h&sokk fehérje meghatarozhatja a receptor sejten
bellli elhelyezkedését (Czar és mtsai, 1997, Prima és mtsai, 2000), és azt a ligand
fogadasara kész konformacidban tartja (Bamberger és mtsai, 1997, Picard és mtsai,
1990, Segnitz és Gehring, 1997, Smith és mtsai, 1995, Whitesell és Cook, 1996).

Ezen kivul szamos fehérje kinazrol is ismert, hogy Hsp90-hez kapcsolt
allapotban fordul el6 a sejtben (Brugge és mtsai, 1981, Grammatikakis és mtsai,
1999, Hutchinson és mtsai, 1992, Jaiswal és mtsai, 1996, Oppermann és mtsai,
1981, Stancato és mtsai, 1993, Wartmann és Davis, 1994, Whitesell és mtsai, 1994).
Ez esetben a Hsp90 a kinaz partner stabilitasat, illetve helyes tdbbedleges
szerkezetének kialakulasat és megtartasat hivatott biztositani (Sakagami és mtsai,
1999, Schulte és mtsai, 1995, 1996 és 1997, Stancato ésmtsai, 1997).

Az bsztrogén neuritogén hatasa

Egér és patkany kulonféle agyteruleteibdl, a szuletést kovetd korai idészakban
készitett organotipikus (szelet szerli) idegszOvet tenyészetek erésebb
nyulvanynovekedést és gazdagabb nyulvanyelagazédast mutatnak, ha
tenyésztdfolyadékuk 17-B-0sztradiolt tartalmaz (Toran-Allerand, 1976, 1980). Az
O0sztrogén e neuritogén hatasa a hetvenes évek vége ota ismert, de a jelenség
mogott huzodd molekularis mechanizmus ma sem teljesen tisztazott. Tobb, a
nyulvanyndvekedésben strukturalis szereppel bird fehérjérél kimutattak, hogy génje
Osztrogén érzékeny szabalyozd szekvenciat tartalmaz. E transzkripciot médosito
hatason kivll az 6sztrogén képes fehérjekinazok mikodését is befolyasolni (lasd
késbébb), melyeknek lehet a neuritogenezissel kapcsolatos szerepe.

Az bsztrogén és receptorai a nagyagykeregben

Tobb kozponti idegrendszeri terlletrél tudott, hogy sejtjei 0Osztrogén
receptorokat tartalmaznak (Gerlach és mtsai, 1983, Miranda és mtsai, 1993). Az
Osztrogén a szervezetben tdbb formaban is jelen van, leghatasosabb valtozata a 17-
B- Osztradiol. Bar a nékben az Osztrogén f6 termel6dési helye a petefészek, a
hormonnak idegsejtekben torténd receptorokhoz koétédése és in vitro neuritogén
hatasa nem mutat nemi specificitast. Kisebb mennyiségi 6sztrogén him allatokban
is termelédik, ezen felll a szervezetben keringd tesztoszteront az idegsejtek a
bennuk jelenlevé aromataz enzim segitségével osztrogénné képesek alakitani, ami
ezt kdvetben a célsejteken bellli dsztrogén receptorokhoz kotédve fejti ki hatasat. A
klasszikus értelmezés szerint az aktivalt, 6sztrogént mar kotdé receptor célpontja a
transzkripcié szabalyozasa. E mechanizmus viszonylag lassu, latencigja 20-30
perc, valamint Uj RNS és fehérje molekulak szintézisét igényli (2. abra).

Hosszu ideig csak egy 0sztrogén receptor volt ismert, néhany éve azonban
azonositottak egy Ujabb izoformat. A klasszikus, 67 kilodaltonos receptor az alfa, az
Uj, kb. 54 kilodalton molekulasulyu valtozat pedig a béta nevet kapta (Kuiper és
mtsai, 1996, Mosselman és mtsai, 1996, Ogawa és mtsai, 1998). A két receptor
meglehetdsen nagy (95%) szekvencia homologiat mutat a DNS-k6t6 régioban,



kisebb (58%) a hasonlésag a ligand-koté régidban, a legnagyobb eltérés pedig a
transzkripcidos apparatussal legkodzvetlenebb kapcsolatban lévé transzaktivacios
doménben van. A két receptor szerkezeti eltérései joI parhuzamba allithatok
azoknak, a kulonb6z6 Osztrogén szarmazékokra adott, a transzkripcio
szabalyozasara kifejtett eltéré hatasaival (Kuiper és mtsai, 1997, Paech és mtsai,

1997) .
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2. abra. A szteroidok hatasmechanizmusanak altalanos modellje

Az agykéregben az 6sztrogén receptor mRNS expresszié szintjén a béta
izoforma dominal a klasszikus, alfa valtozat felett, ahogy azt in situ hibridizaciés
vizsgalatok mutatjak (Shughrue és mtsai, 1997). Magardl a receptor fehérjérdl
kevesebbet tudunk megallapitani, f6leg az alfa receptor expresszié alacsony foka, és
a béta izoformara specifikus, megbizhat6 antitest hianya miatt. Mindezek ellenére a
nagyagykéreg neuronjainak Osztrogenkotd képességét az egyedfejl6dés
meghatarozott, korai fazisdban radioaktiv liganddal végzett autoradiografias
vizsgalatok egyértelmien igazoltak.(Gerlach és mtsai 1983).



Osztrogén-aktivalt fehérje kinazok

Az 6sztrogén a transzkripcidé modositasan felll képes egyéb utakon is kifejteni
hatasat. A hormon szamos ilyen alternativ effektusa fehérje kinaz enzimek
aktivaciojan keresztul valosul meg.

Az adenilat ciklaz (AC)-ptotein kinaz A (PKA), illetve a kalcium/kalmodulin-
fuggd protein kinaz (CaMK) rendszer szerepére utalnak azok a megfigyelések,
miszerint ovariektomizalt allatok bizonyos agyteruletein 6sztrogén szisztémas adasat
kovetden a ciklikus adenozin monofoszfat (CAMP)-érzékeny valasz elem-k6té fehérje
(CREB) gyorsan, mintegy 15-30 percen belul foszforilalodik (Zhou és mtsai, 1996,
Gu és mtsai, 1996, Murphy és mtsai, 1997).

A protein kinaz C (PKC) izoformainak részvételét tamasztja ald a hasonlo
korilmények kozti dsztrogén adasat kovetbéen észlelt PKC aktivitas novekedés
Osztrogén érzékeny agyteruletek fehérjekivonataban (Ansonoff és Etgen, 1998).
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A témaval kapcsolatban felvetett kérdéseink

Ismerve az 6sztrogén fenti, fehérjekinazokat aktivalo, illetve neurit névekedést
serkentd képességeét, és az ERK idegsejt differenciacidban betoltott szerepét,
kézenfekvének tint, hogy megvizsgaljuk, I|étrejon-e Osztrogén hatasara ERK
aktivacié az dsztrogénérzékeny agyszovetbdl készitett primer kulturakban.

Pozitiv eredmény esetén:

a.: milyen jelatviteli uton vezet az 6sztrogén kezelés ERK aktivacidohoz

b.: milyen 6sztrogén, vagy egyéb receptor(-ok)-on keresztll hatva fejti ki a hormon
ezt a hatasat

c.: milyen az organotipikus tenyészetekben 6sztrogén kezelésre ERK foszforilaciéval
reagalé sejtek fenotipusa és ezekben a foszforilalt ERK nukleocitoplazmatikus
eloszlasa
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Kisérleti anyagok és modszerek

Szévettenyésztés

A kisérleti allatok (egér vagy patkany) nagyagykérgébdl a sziletésiket kdvetd
napon, az agyburkok eltavolitdsa utan 360 pum vastagsagu koronalis szeleteket
készitettink. Az agy frontalis polusatol szamitott elsé hat szeletet hasznaltuk
kisérleteinkhez. A szeletek bal és jobb felét szétvalasztottuk, a nagyagykérgi
részeket izolaltuk, majd a frontalis polustdl szamitott 1-3-5, vagy 2-4-6 sorrendben
azokat harmasaval, kollagénnel bevont fed6lemezekre ultettik ki. Ezt kdvetéen a
szbvetet egy hétig, forgé csdkulturaban tartottuk, 5% CO, légkdrben. A szteroid és
fenol vor6s-mentes tenyészt6 médiumot (25% herélt 16szérum, 22,5% Hank’s BSS,
50% BME, 7.5mg/ml gluk6z, 2mM L-glutamin és 50 pg/ml aszkorbinsav) 2 nM 17--
Osztradiollal (Sigma) komplettaltiuk a tenyészetek novekedésének optimizalasa
végett. A 6. naptdl a tenyésztést dsztrogén mentes médiumban folytattuk, majd 24
Ora elteltével a tenyészetek atestek a megfeleld kezeléseken (10nM 17-B-6sztradiol,
neurotrofinok, mint NGF, BDNF, NT-3, vagy NT-4/5 egymagukban, vagy keverve,
komponensenként 100 ng/ml (Intergen), 100uM PD98059, 5 éras el6kezelés (New
England Biolabs), 16-a-jodo-17-B-0sztradiol (R.B. Hochberg ajandéka, Yale
University), genistein (Upstate Biotechnology), 30upg/ml cikloheximid, 1 ¢éras
elékezelés (Sigma), 1 ug/ml geldanamycin, 24 6ras el6kezelés (Calbiochem).
Antibiotikumokat a tenyésztési periddusban sosem hasznaltunk. Az 6sszes hasznalt
egyéb vegyszer az elérhet6 legtisztabb finomsagi fokozatu volt (Fisher, vagy Sigma).

Immunprecipitacio és Western blot

A kulturakat jéghideg PBS-sel torténd oblitést kdvetben lizis pufferben (50mM
Tris bazis, pH 7.4, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1mM EGTA, 1mM Na-ortovanadat,
5mM ZnCl;, 100mM NaF, 10mg/ml aprotinin, 1mg/ml leupeptin, 1TmM PMSF, 1%
Triton X-100) homogenizaltuk, vékony (21 G) injekcios tlin torténd husszori
athuzassal. Koimmunprecipitacios kisérletek soran a detergenst elhagytuk a lizis
pufferbél. A homogenatumolkat 100°000g-vel 4°C-on 15 percig ultracentrifugaltuk,
majd meghataroztuk a fellluszd fehérjekoncentracidjat (BioRad, detergens
kompatibilis esszé kit). A mintak kisérletenkénti egyenlé fehérjemennyiségeit azonos
(0,5 ug/ul) koncentraciéra Aallitottuk be, majd immunprecipitadltuk a megfeleld
antitesttel (nyul, nem immun 1gG kontroll, B-Raf, MEK 2, ERK 1, ERK 2, Santa Cruz
Biotechnology, MEK 1, Upstate Biotechnology, pan-Trk antitest dr. David Kaplan-tél,
ER-a antitest az NIH-tél (ER715), illetve dr. Margaret Shupnik-t6l) 1 ug-javal. A
precipitatumokat protein A-szefar6z, vagy Dynal immuno-magneses gyongyok
segitségével gyljtéttuk 6ssze, majd haromszor mostuk lizis pufferben, végul
ugyanebben még egyszer, de 0.05% Tween-20 detergens jelenlétében. A
precipitatumokat ezt kdvetéen Laemmli pufferben felforraltuk, alkotéikat poliakrilamid
gélelektroforézissel szétvalasztottuk, majd PVDF membranra elektroblottoltuk.
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A hasznalt ellenanyagok esetleges nem specifikus kotédését TBS-Tweeen-
ben (10 mM Tris-bazis, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.2% Tween-20) oldott 5%
zsirmentes tejporral, vagy foszfo-tirozin detektalasakor 3% marha szérum
albuminnal blokkoltuk, majd az igy el6kezelt membrant a megfelel6 els6dleges
antitesttel (fent emlitettek, illetve foszfo- ERK, New England Biolabs, Hsp90, Santa
Cruz Biotechnology, MEK 1 és MEK 2, Transduction Laboratories, foszfo-tirozin,
4G10-es klon, Upstate Biotechnology), melyet a blokkol6 oldatban higitottunk
1:1000, illetve a MEK 2 ellenanyagot 1: 2500 aranyban. A nem specifikusan kot6dott
antitesttél 5-szor 15 perc TBS-Tween-es mosassal szabadultunk meg. A
masodlagos, tormagyokér peroxidazzal kapcsolt antitestet (Pierce) blokkol6 oldatban
, 1:50000 higitasban tettuk a membranra, majd TBS-Tween-es mosasokat kdvetéen
autoradiografiaval detektaltuk a kemilumineszcens (ECL, Amersham) jelet.

A Western blotok hasonloképp késziltek, azonos mennyiségl fehérje
lizatumoknak a gélre tortén6 kozvetlen toltéset kovetben.

Immun kinaz esszé

A B-Raf és MEK esszé kiteket a gyartd (Upstate Biotechnology) utasitasa
szerint hasznaltuk, a vizsgalandd fehérje fentiek szerinti immunprecipitaciojat
kovetben. A végsd szuubsztatként szolgald mielin bazikus fehérjébe épult foszfor
radioaktivitasat folyadék szcincillaciés szamlalassal mértik (Searle Model Delta 300)

Immunhisztofluoreszcens detektalas konfokalis mikroszkoppal

A kezelt tenyészeteket 37 °C-os, pH 7.4-es PBS-sel oblitettiik, majd fixaltuk
ugyanilyen PBS-ben oldott, és még 2,5% DMSO-t tartalmazé 4%-os
paraformaldehiddel. A felesleges fixaloszert 3-szori PBS-es, majd 3-szori TBS-es
mosassal tavolitottuk el. A szdvet blokkolasa 5% zsirmentes tejpor és 10% normal
szamar szérum TBS-Triton-os (50mM Tris-HCI, pH7.4, 150mM NaCl, 0.5% Triton X-
100) oldataban tortént, 2,5% DMSO jelenlétében. Az elsddleges antitesteket (foszfo-
ERK, New England Biolabs, MAP2B, Transduction Laboratories, ERK 1, ERK 2 és
Hsp90, Santa Cruz Biotechnology) a blokkolé oldatban higitva tartottuk a mintakon
48-72 oraig, 4°C-on, enyhe mozgatas mellett. A nem specifikus antitestektél 5-szori
TBS-Triton-os mosassal szabadultunk meg, majd a blokkoldé oldatban higitott
masodlagos, antitesttel (Jackson Immunochemicals) torténé inkubacio kovetkezett.
Ismételt TBS-Tritonos mosasok utan a fluorescens festékkel konjugalt antitest(ek)et
(Jackson Immunochemicals) adtuk a mintakhoz blokkol6 oldatban.TBS-Triton-os
mosasokat kovetben a magokat zdld fluorescens festékkel (Sytox, Molecular
Probes) jeloltik, majd egy Zeiss Axiovert lézer konfokalis rendszerrel gyijtottik a
mintak optikai metszeteit 63x-0s vizes immerzids objektivvel.
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Eredmények és kovetkeztetések

Az bsztrogén képes aktivalni az ERK 1/2-t 6sztrogén érzékeny agyszbvetben

Az agykeérgi teruletekbdl kiultetett szovetszeleteket 10nM 17-B-Osztradiollal
kezelve az ERK 1 és 2 aktivitasa 15 perc elteltével mar jol lathatéan emelkedett a
nyugalmi allapothoz képest, egy oraval a kezelés utan érte el maximalis értékét és
csak 2 ora elteltével allt vissza az alap szintre (3. abra). Aktivaciéja soran az ERK
1/2 kett6s, treonin és tirozin aminosavakon egyarant létrejové foszforilacion esik at,
minek kovetkeztében az enzim foszfat csoport beépitd kinaz aktivitasa fokozodik. Az
ERK 1/2 aktivitasanak meérését célzo, gélben végzett kinaz esszé és a foszfo-
specifikus ERK 1/2 antitesttel végzett Western blottok eredményei egyarant az ERK
1/2 gyors és elnyujtott id6kinetikaju aktivalodasat mutattdk. Az ilyen kinetikaju ERK
aktivacié a neuronalis differenciacion atesé sejtekre jellemzo.
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3. abra. Western blot. Az ERK foszforilacié idobeli lefutasa 10nM 6sztrogén (E2) expoziciot
kovetéen, az ERK 1/2 foszforilalt/aktiv alakjara specifikus antitesttel detektalva.
Komponensenként 100ng/ml NGF, BDNF, NT-3, és NT-4/5 keverékével (NT) tortént kezelés
szolgalt rendszerazonos kontrollként, kezeletlen, illetve 100ng/ml NGF- fel kezelt PC12 sejtek
pedig médszertani standardként. Az oszlopdiagram az ERK 1 és 2 aktivitdsok denzitometrias
értékeinek eredményét tiikrozi. A kozépsé panel a blot teljes ERK 1/2 tartalmat mutatja,
foszforilacioétoél fiiggetleniil.
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Az b6sztrogén altali ERK aktivacio MEK fiiggé

A 17-B-Osztradiol fenti hatasanak mechanizmusat vizsgalva el6sz6r az ERK
1/2 enzimek kozvetlen aktivatorat, a MEK-et vizsgaltuk kdzelebbrél. A PD98059
nevl, a MEK mikoddését gatld vegyulettel sikerult kivédenunk az 6sztrogén altal
okozott ERK foszforilacioét. A szer ugyancsak csdkkentette a kontroll neurotrofinok
altal indukalt ERK aktivaciét és az ERK alapaktivitasat is (4. abra).
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4. abra. Western blot. 100pM PD98059 MEK- gatlé6 hatasa 5 oras el6kezelést kovetéen a 10nM
osztrogén (E2) és a neurotrofin kontroll (NT=NGF, BDNF, NT-3 és NT-4/5 keveréke, 100ng/ml
komponensenként) altal indukalt ERK foszforilaciora agykérgi tenyészetekben. A blotok az

ERK 1/2 foszforilalt alakjara specifikus antitesttel (felsé panel), majd a teljes ERK 1/2 tartalmat
detektalva (alsé panel) késziiltek.

Az Osztrogén aktivalja a B-Raf enzimet

Logikus lépésnek latszott a MEK felett elhelyezked6é Raf enzimcsalad
szerepének vizsgalata is az Osztrogén altali ERK aktivacido folyamataban. Az
elvégzett immun-kinaz esszé tanusaga szerint a B-Raf izoforma aktivitasa jelentésen
emelkedett az egydras Osztrogén kezelés hatasara (5. dbra). Ez a Raf izoforma a
fontosabb az idegsejtek differencialodasahoz, szemben a c-Raf-1-gyel, melynek
altalanosabbak a funkcidi, s mely alak nem is aktivalédott az dsztrogén, csak a
kontroll neurotrofin kezelés hatasara (Toran-Allerand, 2000).
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5. abra. B-Raf immunkinaz esszé. 10nM o6sztradiol (E2), illetve a neurotrofin (NT=NGF, BDNF,
NT-3 és NT-4/5 keveréke, 100ng/ml komponensenként) kontroll hatdasa a B-Raf kinaz
aktivitasara agykérgi tenyészetekben. A diagram az esszé soran a mielin bazikus proteinbe,
mint végso foszfat akceptorba beépiilt foszfor radioaktivitasat titkkrozi. Az inszet a normal 1gG-
vel, illetve a B-Raf specifikus antitesttel végzett precipitaciét kovetéen nyert aktivitasokat
mutatja. A statisztikai analizis soran ezt a nem specifikus aktivitast levontuk a fajlagos savéval
kapott értékekbdl (#, valamennyi kezelt mintatol kiilonbozik, p < 0,05; *, a 30'E2 és 30'NT
mintak kozti kiilonbség, p < 0,05).

Osztrogén hatasara nem foszforilélodik a Trk neurotrofin receptor

Ezeknek a tipusosan neurotrofin-aktivalt jelatviteli elemeknek az 6sztrogén
altali stimulacidja lattan felveté6dott a kérdés, vajon lehetséges-e, hogy az 6sztrogén
hatasara endogén neurotrofinok szabadulnak fel a kulturabol, s ennek
eredményeként aktivalodik az ERK kaszkad. Ha ez igy torténne, akkor a
felszabaduld neurotrofinoknak el6szor aktivalniuk kellene receptorukat a Trk fehérjét.
E folyamat soran a Trk tirozin oldallancokon foszforilalodik. A kezeléseken atesett
tenyészetekb6l immunprecipitaltuk a Trk receptort, és a precipitatumot foszfo-
tirozinra specifikus antitesttel teszteltik. Az alapszintet meghalad6 tirozin
foszforilaciot csak a kontroll, neurotrofinnal kezelt tenyészetekben lattunk, az
Osztrogénnel kezelt mintdkban nem (6. abra). Ezzel kizarhattuk az endogén
neurotrofinokat az 6sztrogén altali ERK aktivacio hatterében.
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6. abra. A Trk receptor foszforilaciéjanak vizsgalata 10nM osztrogén, illetve a neurotrofin
(NT=NGF, BDNF, NT-3 és NT-4/5 keveréke, 100ng/ml komponensenként) kontroll hatasara
agykérgi kultarakban (balrél 1-3 savok). Kezeletlen, vagy 100ng/ml NGF-fel kezelt (balrél 4-5
savok), illetve a Trk receptort nem tartalmazé nnr-5 nevii varians (jobb szélsé sav), PC12
sejtek szolgaltak tovabbi mobdszertani kontrollokként. A médszer a Trk receptor
immunprecipitacidjat koveté Western blot volt foszfotirozinra specifikus antitesttel.

A B-Raf komplexet alkot az 6sztrogén receptor a-val és a Hsp 90-nel

A tovabbiakban azt kutattuk, mely ponton kapcsolédhat be az 6sztrogén altal
beinditott jelatvitel az ERK kaszkad lancolataba. Egymast aktivaldé molekulak
gyakran alkotnak preformalt komplexeket a sejtben. Megfelel6 modszerekkel fizikai
kapcsolatuk kisérletesen is kimutathatd. Ko-immunprecipitacios technikaval azt
vizsgaltuk, hogy az ERK kaszkad mely elemei alkotnak esetleg komplexet az
Osztrogén receptorral. Vizsgalataink idején az dsztrogén receptorok koézul még csak
a klasszikus, alfa valtozat elleni antitest volt kereskedelmileg elérhet6. Ezzel az
ellenanyaggal sikerult ko-immunprecipitalnunk az 6sztrogén receptor o-t és a B-Raf-
ot, valamint a Hsp90-et, mely utobbirdl mar korabban kimutattak, hogy kulon-kulon a
komplex mindkét masik tagjahoz kapcsolddva talalhaté a sejtben (7. abra).

ip.: ER 1gG IgG ER

B-Raf—— g —— Hsp90

7. abra. Az o-Osztrogén receptor sejten beliili kapcsolédasa a B-Raf-fal és a Hsp90-nel
agykérgi tenyészetekben. Az a-0sztrogén receptorra specifikus ER715 antitesttel (ip. :ER)
gyljtott precipitatumokban detektalni tudtuk a B-Raf, és Hsp90 fehérjéket, mig a normal IgG
antisavé hasznalata esetén (ip. :lgG) egyik fehérje sem volt jelen az immuncsapadékban. Az
alkalmazott technika ko-immunprecipitaciét kovetd Western blot volt a jelzett antitestekkel.
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Ez a molekularis "csomoépont" tetszetds lehet6ségként kinalta magat az
Osztrogén jelatvitel és az ERK kaszkad kapcsolodasara. Az a-0sztrogén receptor és
a B-Raf kapcsolédasanak tényét megerésitette az a megfigyelés is, miszerint az a-
Osztrogén receptorra specifikus antitesttel gydjtott precipitatumok B-Raf aktivitasa
szignifikansan magasabb volt, mint ugyanez az aktivitas nem immun savo
hasznalata esetén (8. abra).
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8. abra. Immun kinaz esszé. Az a-0sztrogén receptorra specifikus antitesttel (ip. Ab.: ER)
agykérgi szoOvettenyészetekdl gyiijtott precipititumok B-Raf aktivitasa szignifikansan
magasabb volt, mint ugyanez az aktivitds normal savé hasznalata (ip.Ab.: IgG) esetén.

Osztrogén altali ERK aktivacio 6sztrogén receptor-a kiiitéses mutans egér
szbvetben

Az Osztrogén altali ERK aktivacioért felel6s szteroid receptor azonositasa
céljabdl megismételtiik az ERK aktivacios esszéket olyan egér agykéreg kulturakon
is, melyek a klasszikus, alfa Osztrogén receptor génje nem muikodott. Nagy
meglepetésilinkre az dsztrogén ezekben a tenyészetekben is aktivalta az ERK-et, s
az aktivacid mérteke még jelentésen meg is haladta a vad tipusu kulturakban
tapasztaltat. (9. abra) Ez az eredmény megkérdéjelezte azt, a ko-immunprecipitacios
kisérletekb6l meritett elméletinket, mi szerint az alfa 6sztrogén receptor B-Raf-fal
alkotott komplexe kozvetitené az 6sztrogén-altali ERK aktivaciot.
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9. abra. Osztrogén (E2) altali ERK foszforilacié az a-6sztrogén receptor génjiiktél megfosztott
mutans egerekbdl (ERKO) késziilt agykérgi tenyészetekben. Bar mind a mutans, mind a vad
tipusu szovetben észleltiik az ERK aktivaciojat jelzo foszforilaciot, annak mértéke a mutans
szovetben jelentésen erésebb volt. Kontrollként mindkét szovetféleségbdl neurotrofin
keverékkel (NT=6sszetevékként 100ng/ml NGF, BDNF, NT-3 és NT-4) kezelt mintak szolgaltak.
A savok erdsségének intenzitasbeli kiilonbségeit az alsé oszlopdiagram szemlélteti.
Modszertani kontrollként a blottok teljes ERK tartalmat is megvizsgaltuk (k6zépsé panel). Az
alkalmazott eljaras az ERK2 immunprecipitacidjat koveté Western blot volt a jelzett
antitestekkel.

Az bsztrogén receptor-a hidnyos szévetben lezajlo ERK aktivaci6 is a B-Raf-MEK
utvonalon halad

Egyeéb vonatkozasaiban a vad tipusu sz6vetben tapasztaltakhoz hasonlitott az
a-0sztrogén receptor génjuktdl megfosztott mutans egerekben mérheté ERK
aktivacio is. Ebben a rendszerben szintén gatolni tudtuk a folyamatot a MEK kémiai
inhibitoranak alkalmazasaval (10. abra), és a B-Raf aktivacioja is jol megfigyelhetd
volt 6sztrogén hatasara a hianyzo alfa receptor ellenére (11. abra)
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10. abra. A 10nM oOsztrogén (E2) altali ERK aktivaciot az a-6sztrogén receptor génjiiktol
megfosztott mutans (ERKO) egerekbdl késziilt agykérgi tenyészetekben is gatolta a PD98059
MEK inhibitor (5 o6ras el6kezelés, 100uM inhibitorral). A savok erésségének intenzitasbeli
kiilonbségeit az als6 oszlopdiagram szemlélteti. Médszertani kontrollként a blottok teljes ERK
tartalmat is megvizsgaltuk (k6zépsé panel). Az alkalmazott médszer Western blot volt, az
abran jelzett fehérjékre specifikus antitestekkel.

Az ERK aktivacié vizsgalata alfa, illetve béta 0Osztrogén receptor specifikus
ligandokkal

Az alfa és béta 6sztrogén receptorok szerepének tovabbi elemzése céljabol
olyan Osztrogén szarmazékokkal is megvizsgaltuk az ERK aktivalhatosagat, melyek
specifikusan csak az egyik 6sztrogén receptor tipushoz kétédnek.
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11. dbra. Immun kinaz esszé. A B-Raf kinaz aktivacidja az a-6sztrogén receptor
génjuktdél megfosztott mutans (ERKO) egerekbél készilt agykérgi tenyésztekben
10nM 6sztrogén (E2), illetve neutrofin keverék (NT= 6sszetevonkként 100 ng/ml NGF,
BDNF, NT-3 és NT-4) adasat kovetden 60 perccel (*p < 0.05, #p < 0.05).

A 16-alfa-jodo-17-béta Osztradiol kellben alacsony koncentracioban (10nM,
vagy az alatt) adva csak az alfa Osztrogén receptorhoz koétédik (Shughrue és
mtsai,1999). llyen feltételek mellett nem tapasztaltunk ERK aktivaciot a vad tipusu
agyszovetbdl készitett explantatumokban. Mi tobb, az alfa receptor szelektiv
stimulaciéjat kovetéen az ERK foszforilacié enyhe csokkenését kaptuk (12. abra). Ez
a megfigyelés, az alfa dsztrogén receptor-hianyos egerekben latott erételjesebb,
Osztrogén-indukalt ERK foszforilaciéval egyutt, érdekes mddon azt sugallja, hogy a

klasszikus Osztrogén receptor szerepe az Osztrogén altali ERK aktivacio soran
inkabb gatlé jellegd.
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12. abra. ERK foszforilacié vad tipusu egerekbdl késziilt agyszévetben 16a-jodo-17p3-6sztradiol
adasat kovetden, a vivoanyagként hasznalt etanollal (ETOH) kezelt kontrollhoz képest. A savok
eré6sségének intenzitasbeli kiildnbségeit az alsé oszlopdiagram szemlélteti. Médszertani
kontrollként a blottok teljes ERK tartalmat is megvizsgaltuk (k6zéps6 panel). Az abra Western
blot eredményét mutatja, a jelzett fehérjékre specifikus antitestekkel tortént detektalas utan.

Hasonlbéan kis koncentraciéban (10nM, vagy az alatt) alkalmazva egy masik
ligand, a genistein csak a béta dsztrogén receptor valtozathoz kotédik (Witkowska és
mtsai, 1997). llyen feltételek mellett genistein hatasara azonban ERK foszforilacio
valtozast vad tipusu agyszovetbél készitett kulturainkban nem tapasztaltunk. A
genistein nagyobb koncentraciojat (100uM) 6sztrogénnel egyutt adva a genistein
kozismert, foszforilaciot gatlo hatasa érvényesdult (13. dbra). Ez a
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megfigyelés ellene mond annak a lehet6ségnek, miszerint az 6sztrogén altali ERK
foszforilacio serkentését a béta 0sztrogén receptor kozvetitené.
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13. abra. ERK foszforilacié vad tipusu egerekbdl késziilt agyszovetben genistein adasat
kovetden, a vivbanyagként hasznalt DMSO-val kezelt kontrollhoz képest. Az abra Western blot
eredményét mutatja, a jelzett A savok erdsségének intenzitasbeli kiilonbségeit az alsé
oszlopdiagram szemlélteti. Mobdszertani kontrollként a blottok teljes ERK tartalmat is
megyvizsgaltuk (kozépso panel).

ERK 1 foszforilacié
(net intenzitas x 1000)

A fenti eredmények tikrében nem mondhatunk bizonyosat az dsztrogén altal
kivaltott ERK foszforilacidt kozvetitd receptor azonossagat illetéen. Eddig meég
azonositatlan receptor, vagy alternativ mechanizmus, esetleg direkt, membran hatas
tlnik a legvalészinlibb lehetéségnek.

Az b6sztrogén-indukalt foszfo-ERK sejten bellili megoszlasa

Eddigi vizsgalataink soran a kapott eredmények mindegyikét csak az
organotipikus tenyészetek egészére vonatkoztatva irtuk le. A tovabbiakban arra
voltunk kivancsiak, hogy a foszforilalt ERK milyen eloszlasban talalhaté a kulturak
egyes reagalo sejtjeiben az dsztrogén kezelést kovetdéen. A foszforilalt ERK sejten
bellli megoszlasanak ugyanis meghatarozé jelent6sége lehet az ERK aktivacio
végs6 kovetkezményeit illetéen. A PC12 sejtvonalban az ERK aktiv alakjanak
citoplazmatikus felhalmozddasat a sejtosztddas fokozddasa kdveti, mig ugyanebben
a rendszerben a nuklearisan megjelené foszfo-ERK szignalt a neuronalis
differenciacio fontos kezdeti Iépésének tekintik.
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Az agykérgi eredetli szelet kulturdkban, 6sztrogén kezelést kovetben, a
foszfo-ERK jelet a reagald sejtek citoplazmajaban, nyulvanyaiban és magjaban
egyarant megtalaltuk (14. abra, 1B és D). A kontroll neurotrofin kezelés hatasara a
foszfo-ERK ugyanilyen eloszlasban volt észlelhet6 ebben a sejttipusban (14. abra,
1C).

14. abra. Inmunfluoreszcens mikroszképiaval a foszfo-ERK (voros) sejten beliili megoszlasa
kezeletlen kultirakban (1A), valamint Osztradiol (E2, 10nM, 60 percig, 1B, 1D és 2A),
neurotrofin (BDNF, 100 ng/ml, 60 percig, 1C és 3A), cikloheximid (CHX, 30 ug-ml, 2 6raig) és
osztradiol (2B), valamint geldanamycin (GA, 1ug-ml, 24 éraig) és BDNF (3B) kombinalt adasat
kovetéen. A foszfo-ERK-et tartalmazoé sejtek neuronalis eredetérdl a sejtek MAP2B pozitivitasa
(1E) utjan gy6zédtiink meg (v6. 1D-vel, 1D és 1E szamozott sejtjei azonosak). A magok zold
szinnel jeloltek, a voros és a zold egyiittes jelenléte narancssarganak latszik.



24

Az Osztrogén adasara ERK foszforilacioval reagalé sejtek neuronalis eredetét a
Mikrotubulus-Asszocialt Protein 2B-vel torténd festédésuk igazolta (14. abra, 1D és
E). Az a tény, hogy &sztrogén hatasara ugyanolyan sejten bellli eloszlasban
jelentkezett a foszforilalt ERK, mint egy ismerten idegsejt differenciaciot elémozdito
neurotrofin hatasara, az dsztrogén neurotrofikus potencialjat latszik alatamasztani az
altalunk vizsgalt 6sztrogénre érzékeny idegsejttipusokban.

Az egyedi sejt szintjén a foszfo-ERK jelek er6ssége dsszemérhetb volt az
osztrogeén, illetve neurotrofin kezelést kovetéen. A f6 kulonbség a reagalo idegsejtek
szamaban mutatkozott, mely sokkal nagyobb volt a neurotrofin kezelést kdvetben.
Ez a megfigyelés egybevag azzal a korabban mar észlelt jelenséggel, miszerint a
Western blottokon is rendre er6sebb foszfo-ERK jelet kaptunk a neurotrofinnal kezelt
pozitiv kontrollban, mint az dsztradiollal kezelt mintaban.

Az aktiv ERK sejten bellli megoszlasaval kapcsolatban ujabb érdekes
lehet6ség adodott abbol a Western blottokon tett megfigyelésinkbdél, hogy az
Osztrogén altali ERK foszforilacié folyamata flggetlennek bizonyult fehérjék ujonnan
torténd szintézisetdl (15. abra). Az aktiv ERK sejtmagban torténd felhalmozodasarol
viszont leirtdk, hogy az nem jon létre fehérje szintézisukben gatolt sejtekben
(Lenormand és mtsai, 1998). Ha a szelet tenyészetek fehérjeszintetikus folyamatait
cikloheximiddel gatoltuk, a sejtmagban toérténé foszfo-ERK felhalmozédas a mi
rendszerunkben is elmaradt (14. abra, 2A és B). Ez alatamasztja azt a mas szerz6k
altal felvetett mechanizmust, miszerint az ERK sejtmagon beluli felhalmozédasahoz
rovid életidejd, fehérje természeti rogzité faktorokra lenne szikség.
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15. abra. Western blot, a jelzett fehérjékre specifikus antitestekkel detektalva. Osztrogén (E2,
10nM, 60 percig) és neurotrofin (BDNF, 100 ng/ml, 60 percig ) kezelést kdveté ERK
foszforilacié a fehérjeszintézis cikloheximiddel (CHX, 30 pg-ml, 2 éraig) tortént gatlasa utan,
vad tipusu egér agykérgi tenyészetekben. A savok erosségének intenzitasbeli kiilonbségeit az
oszlopdiagram szemlélteti. Modszertani kontrollként a blottok teljes ERK tartalmat is
megvizsgaltuk (k6zépso panel).
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Az ERK komplexet képez a Hsp90-nel

Azon kisérleteink soran, melyekkel egy 0Osztrogén altali ERK aktivaciot
kozvetiteni képes makromolekularis komplexet probaltunk azonositani, megfigyeltuk,
hogy az ERK 1 és 2 is ko-immunprecipitalédtak a Hsp90-nel. Az ERK 1, illetve 2-re
specifikus antitesttel gyUjtott csapadékok Iényegesen tobb Hsp90-et tartalmaztak,
mint az azonos faju, nem-immun savéval kicsapott kontroll (16. abra). Ez a
megdfigyelés az ERK1/2 és a Hsp90 sejten bellli kapcsolodasara utal.

Kivancsiak voltunk arra, hogy az ezzel a chaperone-nal vald kapcsolatnak
milyen szerepe lehet az ERK sejten bellli funkcioira nézve.
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16. abra. Ko- immunprecipitaciét koveté Western blot. Az ERK 1 és 2 ko-immunprecipitalédik a
Hsp90-nel. A kezeletlen (0/0) mintakbél az ERK 1 és 2-re specifikus antitestekkel gytijtott
csapadék lényegesen tobb Hsp90-et tartalmazott, mint az azonos faji, normal savé hasznalata
esetén. A mintak geldanamycin elékezelését kovetden (GA, 1ug/ml, 24 6raig)) az ERK 1 és 2-
vel egyiitt precipitalédé Hsp90 mennyisége a nem-immun, kontroll savéval gyiijtott
mennyiségre esett vissza. A Hsp90-nek a nem-immun IgG-hez valé aspecifikus kapcsolédasat
a geldanamycin kezelés egyébként nem befolyasolta.

Az ERK-Hsp90 kapcsolat a geldanamycin antibiotikummal felbonthato.

A tenyészetek 24 oras, 1ug/ml-es geldanamycin kezelését kovetben az
ERK1/2-vel ko-precipitalédd Hsp90 mennyisége kontroll szintre esett vissza (16.
abra). A geldanamycin tehat alkalmasnak tint az ERK-Hsp90 asszociacid
felbontasara.

A geldanamycin gatolja az ERK foszforilacidjat.
Geldanamycin hatasara az 6sztrogénnel kivalthatd ERK foszforilacio

megszint, s a kontroll neurotrofin hatasa is jelentésen gyengult (17. abra). Ez az
eredmény a Hsp90-nek az ERK aktivaciéjaban betoltott szerepére utal.
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17. abra. Western blot, a jelzett fehérjékre specifikus ellenanyagokkal detektalva.
Geldanamycin kezelést kovetéen (GA, 1ug/ml, 24 o6raig) 6sztrogén (E2, 10nM, 60 percig)
hatasara mar nem jott létre ERK foszforilacié fokozédas, s a kontroll neurotrofin (BNDF, 100
ng/ml 60 percig) ilyen hatasa, s az ERK alapaktivitas is gyengiilt. A savok erésségének
intenzitasbeli kiilonbségeit az als6 oszlopdiagram szemlélteti. Modszertani kontrollként a
blottok teljes ERK tartalmat is megvizsgaltuk (k6zépsé panel).

A geldanamycin nem befolyasolja az ERK és a Hsp 90 sejten beliili elhelyezkedését

Kezeletlen tenyészetekben az ERK1 és 2 dominansan a citoplazmaban volt
talalhatd, s a Hsp90 is erre a sejtkompartmentre szoritkozott. Geldanamycin adasara
e fehérjeknek a sejten bellli elhelyezkedése nem valtozott (ezekrél az
eredményekrél itt nem lathatd abra) Geldanamycin adasat kovetéen az ERK
foszforilacio alap szintje csdkkent, dsztrogén hatasara ERK foszforilacio fokozédast
nem észleltink, a neurotrofin kezelt kontrollban viszont tovabbra is volt némi ERK
foszforilacio ndvekedés, melyet detektalni tudtunk az egyes sejtek szintjén is. Bar a
jel er6ssége gyengébb volt a geldanamycinnel el nem kezelt ugyanilyen mintahoz
képest, az észlelt foszfo-ERK nukleocitoplazmatikus megoszlasa nem tért el a
geldanamycin kezelés nélkiuli esetekétél (14. abra, 3A és B). Ezekbdl az
eredményekbdl arra kovetkeztettink, hogy az ERK-hez kapcsolédo Hsp90-nek nincs
szerepe az ERK és a foszfo-ERK sejten beluli elhelyezkedésében.
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A geldanamycin nem befolyasolja a MEK, ERK és a Hsp 90 fehérjék sejten bellili
szintjét

Kisérleti eredményeink értelemzéséhez fontos informaciéo volt, hogy
geldanamycin hatasara nem tortént észrevehetd valtozas a MEK1/2, ERK 1/2 és
Hsp90 fehérjék sejten beluli mennyiségében (18.abra).
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18. &abra. Western blot, a jelzett fehérjékre specifikus ellenanyagokkal detektalva.
Geldanamycin (GA, 1ug/ml, 24 6raig) kezelés hatasara nem valtozott az altalunk vizsgalt MEK 1
és 2, ERK 1 és 2 és Hsp90 fehérjék szintje a kezeletlen (0/0) kontrollhoz képest.

Az bsztrogén hatasat a MEK 2 kbzvetiti

A geldanamycin ERK foszforilaciot gatlé hatasanak értékeléséhez meg kellett
vizsgalnunk, hogy a geldanamycin kezelésnek van-e kovetkezménye a jelatviteli
lancolatban az ERK felett elhelyezkedé MEK enzim aktivitasara nézve. Ennek
eldontésére immun kinaz esszét végeztink. A MEK 1-re specifikus esszé soran a
neurotrofin kontroll hatdsara er6s MEK 1 aktivaciét lattunk, az 6sztrogénnel kezelt
mintaban viszont nem volt szignifikans eltérés az alapaktivitashoz képest (19. abra,
A). Ez meglep6 eredmény volt, kulonésen annak ismeretében, hogy korabban a
MEK kémiai gatloszerét alkalmazva az 6sztrogén altali ERK aktivacio MEK fliggének
bizonyult (4. és 10. abrak). E korabbi kisérletek soran viszont a MEK gatlészerének
olyan dézisat alkalmaztuk, mely mind a MEK 1-et, mind pedig a MEK 2-t gatolta.
Minthogy az egyedfejl6dés korai szakasza soran a 2-es MEK izoforma expresszidja
dominalhat az 1-esé felett (Alessandrini és mtsai, 1997, Brott és mtsai, 1993), egy
masik esszében a MEK 2 esetleges szerepét vizsgaltuk meg. Ebben a kisérletben a
MEK 2-t az 6sztrogén aktivalta erételjesen, s a neurotrofin kontroll volt hatastalan
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(19. abra, B). Itt tehat a jelatviteli utak egy érdekes elagazddasat latjuk, amennyiben
a BDNF a MEK1-en, mig az 6sztrogén a MEK 2-n keresztul vezet ERK aktivaciohoz.
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19. abra. (A) A MEK-1-re specifikus immun kinaz esszé az alapszinthez viszonyitott jelentés
aktivitds novekedést csak a neurotrofinnal (BDNF, 100ng/ml, 60 percig) torténé kezelést
kovetéen mutatott (fehér oszlopok). (B) A MEK-2 aktivitasa viszont az 6sztrogén (E2, 10nM,60
percig) adasara emelkedett (fehér oszlopok). A geldanamycin (GA, 1ug/ml, 24 6raig) altalaban
gatlé hatast fejtett ki, kivéve a MEK-2 alapaktivitast, mely emelkedett a szer hatasara (A és B
abrak fekete oszlopai) (*p < 0.05, #p < 0.05).

A geldanamycin kezelés gatolta mind az 6sztrogén, mind a neurotrofin altali
MEK aktivaciot, s a MEK 1 alapaktivitast is. Erdekes médon a MEK 2 alapaktivitas
viszont szignifikans emelkedést mutatott a geldanamycinnel nem kezelt mintahoz
képest (19. abra, A és B). Ennek ellenére ugyanilyen korulmények kozott az ERK
alap szint foszforilacidja némileg csokkent (17. abra). Az a megfigyelés, miszerint
geldanamycin kezelést kovetben a MEK 2 alapaktivitas emelkedett, az ERK
foszforilacié alapszintje viszont ennek ellenére csodkkent, alahuzza az ERK-hez
kapcsolodd Hsp90 esetleges kulcsfontossagu szerepét a MEK aktivitasnak az ERK-
re torténd sikeres attevédésében.
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Az eredmények osszefoglalasa

10nM 06sztrogén kezelés hatasara a fejl6dé patkany és egér nagyagykéreg
organotipikus tenyészeteiben mar néhany (15) percen belll kimutathatd, idében
elnyujtott kinetikaju (legalabb 2 o6ran at tartd) ERK foszforilacié fokozédast
észleltink, mind az egész tenyészet, mind a tenyészetek egyes sejtjeinek szintjén.

E reakci6 elmaradasa a PD98059 nevi MEK-gatloszer alkalmazasat
kovetden, illetve a MEK immunkinaz esszék eredményei is azt jelzik, hogy a fenti
folyamatot a MEK 2-es izoformaja kozvetiti az ERK 1/2 felé. A BDNF hatasa
ugyanezekhez a kinazokhoz viszont a MEK 1-en at jut el.

A kétféle agens a Raf enzim vonatkozasaban is eltér§ preferenciat mutat,
amennyiben az Osztrogén hatasara csak a B-Raf, a c-Raf-1 izoforma viszont nem
aktivalodott. A neutrofin kontrollok ugyanakkor mindkét Raf miikédésfokozédasat
indukaltak.

Az Osztrogén ERK aktivald hatasat kozvetitdé receptor azonositasa az
Osztrogén receptor izoformaira specifikus ligandokkal, vagy az alfa receptor
valtozatot nem tartalmazé genetikai mutans szdvet hasznalataval sem sikerult. A Trk
receptor Osztrogénhatasra elmaradd foszforilacidéja viszont kizarja, hogy az
Osztrogén a szovetekbdl neutrofinokat felszabaditva valtana ki ERK kaszkad
mikodésfokozodasat.

A tenyészetek Osztrogén hatasara ERK foszforilacioval reagald sejtjei
morfolégiai megjelenésuk, méretik és a MAP2B fehérjere mutatott
immunpozitivitasuk alapjan is neuronoknak tlinnek.

A foszfo-ERK az egyes 6sztrogénre reagald sejteken belll kimutathatd volt a
citoplazmaban, a sejtnyulvanyokban és a sejtmagban is, a fehérjeszintézis gatlasat
kovetben azonban mar csak a citoplazmara korlatozédott.

Az ERK 1 és 2 enzimeket koprecipitacidos mddszerrel a Hsp90 hésokk
fehérjével asszocialt formaban talaltuk kisérleti rendszerinkben. E kapcsolatot a
geldanamycin antibiotikummal felbontva arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a
Hsp90 nem befolyasolja az ERK 1/2 stabilitasat, vagy sejten bellli megoszlasat, de
szlikséges az ERK 1/2 -nek a MEK-2-altali aktivalasahoz.



30

A munka jelentésége

Munkank soran elséként mutattuk ki egy tipusosan polipeptid novekedési
faktorok (mint példaul a neurotrofinok) altal hasznalt jelatviteli lancolat elemeinek (B-
Raf-MEK2-ERK 1/2) 6sztrogén altali aktivaciojat fejl6dé idegszovetbdl készilt primer
nagyagykérgi kulturakban (20. abra).

A hasonlésagok mellett a neurotrofin, illetve dsztrogén altal kivaltott jelatviteli
torténések specifikus jellemzdibél is azonositanunk sikeralt néhanyat (a
neurotrofinok B-Raf és c-Raf-1, valamint MEK 1 aktivacioja szemben az 6sztrogén
B-Raf-, illetve MEK 2 preferencigjaval).

Az ERK1/2-Hsp90 kapcsolat megfigyelésével tovabb béviltek ismereteink e
chaperone fehérje makromolekularis kapcsolatok szervezésében betdltott szerepét
illetéen.

Az Osztrogén-indukalt foszfo-ERK nuklearis felhalmozddasanak kimutatasaval
pedig ravilagitottunk, hogy e hormonnak nagyobb lehet a jelentésége az
idegrendszer korai differenciaciés és génexpresszios folyamataiban, mint eddig
gondoltuk.

Az Osztrogén leirt hatasait kozvetit6 receptor azonossaganak kétessége
ugyanakkor felveti tovabbi, eddig még azonositatlan receptorok Iétezésének, illetve
fontos, alternativ hatdasmechanizmusok mikodésének lehetbségét.

Eredményeink segithetnek az idegrendszer korai, komplex neuroendokrin
hatasok alatt zajlé bonyolult fejlédésének jobb megértésében. Bar a felndtt
idegrendszer Osztrogén érzékenysége joval mérsékeltebb a fejl6édéhdz képest,
sérulést kovetben (trauma, neurit szakadas, hormonalis deprivacio menopauzat,
vagy gonadektomiat kovetdéen) gyakran tér vissza a fejlédés korai stadiumaiban
tapasztalt hormonalis érzékenység. Terapias oldalrdl igy a napjainkban egyre
gyakoribb  O0sztrogén szubsztitucid Osszetett hatasrendszerének  kozponti
idegrendszeri vonatkozasai valhatnak érthet6bbé megfigyeléseink tukrében.
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20. abra. A MAPK kaszkad és az 6sztrogén jelatvitel parbeszéde kisérleti rendszeriinkben.



32

A munkahoz felhasznalt kozlemények

Sajat kbzlemények:

Singh, M, Sétalé, G, Jr, Guan, XP, Warren, M, and Toran-Allerand, CD. (1999)
Estrogen-induced activation of mitogen-activated protein kinase in cerebral cortical
explants: convergence of estrogen and neurotrophin signaling pathways. J. Neurosci
19: 1179-1188.

Singh, M, Sétalo, G, Jr, Guan, XP, Frail, DE, Toran-Allerand, CD. (2000) Estrogen-
induced activation of the mitogen activated protein kinase cascade in the cerebral
cortex of estrogen receptor-a knock-out mice. J. Neurosci 20: 1694-1700.

Toran-Allerand, CD, Singh, M, Sétalé, G, Jr. (1999) Novel mechanisms of estrogen
action in the brain: new players in an old story. Front Neuroendocrinol 20: 97-121.

Sétalé, G, Jr, Singh, M, Guan, XP, Toran-Allerand, CD. Estradiol-induced
phosphorylation of ERK1/2 in explants of the mouse cerebral cortex: the roles of
heat shock protein 90 and MEK2. J Neurobiol, kdzlésre elfogadva.

Hazai konferenciak:

Boglari G., ifj. Sétalé Gy., Pap M., Nusser N., Szeberényi J.: Ras fehérjék szerepe
az NGF-indukalta korai-gén expresszioban. Pészter bemutatd, Magyar Genetikusok
Harmadik Konferenciaja, 1994 December, Debrecen.

Pap M., Boglari G., ifj. Sétalé Gy., Nusser N., Szeberényi J.: A korai valasz-gén
expresszio és a korai valasz-gén termékek foszforilacidjanak Ras-fuggd és -
fuggetlen szabalyozasa NGF-kezelt PC12 sejtekben. Pdszter bemutaté, Harmadik
Sejt- és Fejlodésbiologiai Szimpdzium, 1995 Januar, Pécs.

Ifj. Sétalé Gy., Singh M., Guan XP. és Toran-Allerand CD. Ujszer(i &sztrogén
jelatviteli mechanizmus egér agyszelet kulturaban. El6adas, VIII. Sejt- és
Fejl6édésbioldgiai Napok, 2000, januar 17-19

Nemzetkézi konferenciak:

Sétald, G, Jr, Boglari, G, Pap, M, Nusser, N, Szeberényi, J. Differential role of H-
Ras in the expression of early-response genes induced by NGF in PC12 cells.
Poszter bemutaté, FEBS Advanced Course: Single Cell Techniques in Signal
Transduction Research, 1995 aprilis 29-majus 5, Leiden, Hollandia.



33

Sétalé, G, Jr, Singh, M, Warren, M, Toran-Allerand, CD. Direct association of heat
shock protein Hsp90 and the extracellular signal regulated kinases ERK1/2. A
possible link between estrogen and neurotrophin signaling. Poszter bemutaté, Soc
Neurosci Abstr 1997; 23: 1710

Singh, M, Warren, M, Sétalé, G, Jr, Toran-Allerand, CD. The estrogen receptor
exists in a multimeric complex consisting of at least B-Raf, Mek and Hsp90 in
explants of the cerebral cortex. Pdszter bemutatd, Soc Neurosci Abstr 1997; 23:
1709

Sétalé, G, Jr, Singh, M, Warren, M, Toran-Allerand, CD. The role of heat shock
protein 90 in estrogen-neurotrophin crosstalk within cerebral cortical explants of the
mouse. Poszter bemutatd, Soc Neurosci Abstr 1998; 24: 1295

Singh, M, Sétalé, G, Jr, Guan, XP, Warren, M, Toran-Allerand, CD. Estrogen-
induced ERK phosphorylation in the cerebral cortex of estrogen receptor-o. knockout
(ERKO) mice. Poszter bemutatd, Soc Neurosci Abstr 1998; 24: 1295

Guan, XP, Singh, M, Sétalé, G, Jr, Toran-Aerand, CD. The cortical estrogen
receptor as part of a caveolar complex. Pdszter bemutatd, Soc Neurosci Abstr 1999;
25: 508

Singh, M, Guan, XP, Sétalé, G, Jr, Toran-Allerand, CD. Evidence of a novel
estrogen repetor in the developing cerebral cortex. Poszter bemutatd, Soc Neurosci
Abstr 1999; 25: 508

Sétalo, G, Jr, Singh, M, Warren, M, Toran-Allerand, CD. Regional and intracellular
distribution of phosphorylated ERKs following estradiol and neurotrophin treatment in
the cerebral cortex. Poszter bemutatd, Soc Neurosci Abstr 1999; 25: 508

Sétalo, G, Jr, Singh, M, Guan, XP, Toran-Allerand, CD. Novel and unique aspects of
estrogen signaling in the developing brain. Pészter bemutato, International Congress
on Schizophrenia Research, Neuroplasticity and Schizophrenia, 2000, szeptember
9-12, Zinal, Svajc.

Sétalé, G, Jr, Singh, M, Guan, XP, Toran-Allerand, CD. Estrogen-induced
phosphorylation of ERK in explants of the developing mouse cerebral cortex: the
roles of Hsp90 and MEK2. Eléadas, Pannon Symposium, 2000, szeptember 28-29,
Pécs, Magyarorszag.



34

Egyéb sajat kbzlemények:

Szeberényi, J, Boglari, G, Komaromy, L, Nusser, N, Pap, M, Sebék, A, Sétalé, G, Jr,
Tigyi, A. (1996) Problem-oriented teaching of molecular cell biology at the University
Medical School of Pécs, Hungary. Medical Education 30: 232-234.

Szeberényi, J, Boglari, G, Komaromy, L, Nusser, N, Pap, M, Sebék, A, Sétalé, G, Jr,
Tigyi, A. (1996) The way we teach molecular cell biology at the University Medical
School of Pécs, Hungary. Medical Teacher 18: 213-218.

A dolgozatban talalhato hivatkozasok irodalomjegyzéke

Alessandrini, A, Brott, BK, and Erikson, RL. (1997). Differential expression of MEK1
and MEK2 during mouse development. Cell Growth Differ 8: 505-11.

Ansonoff, MA, Etgen, AM. (1998). Estradiol elevates protein kinase C catalytic
activity in the preoptic area of female rats. Endocrinology 139: 3050-3056.

Bamberger, CM, Wald, M, Bamberger, AM, and Schulte, HM. (1997). Inhibition of
mineralocorticoid and glucocorticoid receptor function by the heat shock protein 90-
binding agent geldanamycin. Mol Cell Endocrinol 131: 233-40.

Brott, BK, Alessandrini, A, Largaespada, DA, Copeland, NG, Jenkins, NA, Crews,
CM, and Erikson, RL. (1993). MEK2 is a kinase related to MEKI and is differentially
expressed in murine tissues. Cell Growth Differ 4: 921-9.

Brugge, JS, Erikson, E, and Erikson, RL. (1981). The specific interaction of the Rous
sarcoma virus transforming protein, pp60src, with two cellular proteins. Cell 25: 363-
72.

Czar, MJ, Galigniana, MD, Silverstein, AM, and Pratt, WB. (1997). Geldanamycin, a
heat shock protein 90-binding benzoquinone ansamycin, inhibits steroid-dependent
translocation of the glucocorticoid receptor from the cytoplasm to the nucleus.
Biochemistry 36: 7776-85.

Davis, RJ. (1995). Transcriptional regulation by MAP kinases. Mol Reprod Dev 42:
459-67.

Endoh, H, Sasaki, H, Maruyama, K, Takeyama, K, Waga, |, Shimizu, T, Kato, S, and
Kawashima, H. (1997). Rapid activation of MAP kinase by estrogen in the bone cell
line. Biochem Biophys Res Commun 235: 99-102.

Frodin, M, and Gammeltoft, S. (1999). Role and regulation of 90 kDa ribosomal S6
kinase (RSK) in signal transduction. Mol Cell Endocrinol 151: 65-77.



35

Gerlach, JL, McEwen, BS, Toran-Allerand, CD, and Friedman, WJ. (1983). Perinatal
development of estrogen receptors in mouse brain assessed by radioautography,
nuclear isolation and receptor assay. Brain Res 313: 7-18.

Grammatikakis, N, Lin, JH, Grammatikakis, A, Tsichlis, PN, and Cochran, BH.
(1999). p50(cdc37) acting in concert with Hsp90 is required for Raf-1 function. Mol
Cell Biol 19: 1661-72.

Gu, G, Rojo, AA, Zee, MC, Yu, J, Simerly, RB. (1996). Hormonal regulation of CREB
phosphorylation in the anteroventral periventricular nucleus. J Neurosci 16: 3035-
3044.

Guan, XP, Singh, M, Sétalé, G, Jr, and Toran-Allerand, CD. (1999). The Cortical
Estrogen Receptor as Part of a Caveolar Complex. Soc. Neurosci. Abstr. 25: 508.

Hutchison, KA, Brott, BK, De Leon, JH, Perdew, GH, Jove, R, and Pratt, WB. (1992).
Reconstitution of the multiprotein complex of pp60src, hsp90, and p50 in a cell-free
system. J Biol Chem 267: 2902-8.

Jaiswal, RK, Weissinger, E, Kolch, W, and Landreth, GE. (1996). Nerve growth
factor-mediated activation of the mitogen-activated protein (MAP) kinase cascade
involves a signaling complex containing B- Raf and HSP9O. J Biol Chem 271:
23626- 9.

Kuiper, GG, Enmark, E, Pelto-Huikko, M, Nilsson, S, Gustafsson, JA. (1996).
Cloning of a novel receptor expressed in rat prostate and ovary. Proc Natl Acad Sci
U S A. 93: 5925-30.

Kuiper, GG, Carlsson, B, Grandien, K, Enmark, E, Haggblad, J, Nilsson, S,
Gustafsson, JA. (1997). Comparison of the ligand binding specificity and transcript
tissue distribution of estrogen receptors alpha and beta. Endocrinology 138: 863-70.

Lenormand, P, Brondello, JM, Brunet, A, and Pouyssegur, J. (1998). Growth factor-
induced p42/p44 MAPK nuclear translocation and retention requires both MAPK
activation and neosynthesis of nuclear anchoring proteins. J Cell Biol 142: 625-33.

Marshall, C. (1995). Specificity of receptor tyrosine kinase signaling: transient versus
sustained extracellular signal-regulated kinase activation. Cell 80: 179-85.

Migliaccio, A, Di, DM, Castoria, G, de, FA, Bontempo, P, Nola, E, and Auricchio, F.
(1996). Tyrosine kinase/p21ras/MAP-kinase pathway activation by estradiol-
receptor complex in MCF-7 cells. EMBO J 15: 1292-300.

Miranda, RC, Sohrabji, F, and Toran-Allerand, CD. (1993). Neuronal colocalization of
mRNAs for neurotrophins and their receptors in the developing central nervous

system suggests a potential for autocrine interactions. Proc Natl/ Acad Sci U S A 90:
6439-43.



36

Mosselman S, Polman J, Dijkema R. (1996). ER beta: identification and
characterization of a novel human estrogen receptor. FEBS Lett. 392: 49-53.

Murphy, DD, Segal, M, (1997). Morphological plasticity of dendritic spines in central
neurons is mediated by activation of cCAMP response element binding protein. Proc
Natl Acad Sci USA 94: 1482-1487.

Nguyen, TT, Scimeca, JC, Filloux, C, Peraldi, P, carpentier, JL, and Van Obberghen,
E. (1993). Co-regulation of the mitogen-activated protein kinase, extracellular signal-
regulated kinase 1 and the 90-kDa ribosomal S6 kinase in PC12 cells. Distinct
effects of the neurotrophic factor, nerve growth factor, and the mitogenic factor,
epidermal growth factor. J Biol Chem 268: 9803-10.

Ogawa, S, Inoue, S, Watanabe, T, Hiroi, H, Orimo, A, Hosoi, T, Ouchi, Y,
Muramatsu, M. (1998). The complete primary structure of human estrogen receptor
beta (hER beta) and its heterodimerization with ER alpha in vivo and in vitro.
Biochem Biophys Res Commun 243:122-6.

Oppermann, H, Levinson, W, and Bishop, JM. (1981). A cellular protein that
associates with the transforming protein of Rous sarcoma virus is also a heat-shock
protein. Proc Nat/ Acad Sci U S A 78: 1067-71.

Paech, K, Webb, P, Kuiper, GG, Nilsson, S, Gustafsson, J, Kushner, PJ, Scanlan,
TS. (1997). Differential ligand activation of estrogen receptors ERalpha and ERbeta
at AP1 sites. Science 277: 1508-10.

Picard, D, Khursheed, B, Garabedian, MJ, Fortin, MG, Lindquist, S, Yamamoto, KR.
(1990). Reduced levels of hsp90 compromise steroid receptor action in vivo. Nature
348: 166-8.

Pratt, WB. (1997). The role of the hsp90-based chaperone system in signal
transduction by nuclear receptors and receptors signaling via MAP kinase. Annu Rev
Pharmacol Toxicol 37: 297-326.

Pratt, WB and Toft, DO. (1997). Steroid receptor interactions with heat shock protein
and immunophilin chaperones. Endocr Rev 18: 306-60.

Prima, V, Depoix, C, Masselot, B, Formstecher, P, Lefebvre, P. (2000). Alteration of
the glucocorticoid receptor subcellular localization by non steroidal compounds. J
Steroid Biochem Mol Biol. 72: 1-12.

Qui, MS, and Green, SH. (1992). PC12 cell neuronal differentiation is associated
with prolonged p21 ras activity and consequent prolonged ERK activity. Neuron 9:
705-17.

Sakagami, M, Morrison, P, and Welch, WJ. (1999). Benzoquinoid ansamycins
(herbimycin A and geldanamycin) interfere with the maturation of growth factor
receptor tyrosine kinases. Cell Stress Chaperones 4: 19-28.



37

Schulte, TW, An, WG and Neckers, LM. (1997). Geldanamycin-induced
destabilization of Raf 1 involves the proteasome. Biochem Biophys Res Commun
239: 655-9.

Schulte, TW, Blagosklonny, MV, Ingui, C and Neckers, L. (1995). Disruption of the
Raf-1-Hsp90 molecular complex results in destabilization of Raf-1 and loss of Raf 1
Ras association. J Biol Chem 270: 24585-8.

Schulte, TW, Blagosklonny, MV, Romanova, L, Mushinski, JF, Monia, BP, Johnston,
JF, Nguyen, P, Trepel, J and Neckers, LM. (1996). Destabilization of Raf 1 by
geldanamycin leads to disruption of the Raf 1-MEK-mitogen-activated protein kinase
signalling pathway. Mol Cell Biol 16: 5839-45.

Segnitz, B and Gehring, U. (1995). Subunit structure of the nonactivated human
estrogen receptor. Proc Natl Acad Sci U S A 92: 2179-83.

Segnitz, B and Gehring, U. (1997). The function of steroid hormone receptors is
inhibited by the hsp90- specific compound geldanamycin. J Biol Chem 272: 18694-
701.

Sétalé, G, Jr, Singh, M, Guan, XP, Toran-Allerand, CD. Estradiol-induced
phosphorylation of ERK1/2 in explants of the mouse cerebral cortex: the roles of
heat shock protein 90 and MEK2. J Neurobiol, kdzlésre elfogadva.

Sgambato, V, Pages, C, Rogard, M, Besson, MJ, and Caboche, J. (1998).
Extracellular Signal regulated Kinase (ERK) controls immediate-early gene induction
on corticostriatal stimulation. J Neurosci 18: 8814-25.

Shughrue PJ, Lane MV, Merchenthaler |. (1997). Comparative distribution of
estrogen receptor-alpha and -beta mRNA in the rat central nervous system. J Comp
Neurol. 388: 507-25.

Singh, M, Sétalé, G, Jr, Guan, XP, Warren, M and Toran-Allerand, CD. (1999).
Estrogen-induced Activation of Mitogen-Activated Protein Kinase in Cerebral Cortical
Explants: Convergence of Estrogen and Neurotrophin Signaling Pathways. J
Neurosci 19: 1179-1188.

Singh, M, Sétalé, G, Jr, Guan, XP, Frail, DE and Toran-Allerand, CD. (2000).
Estrogen-induced Activation of the MAP Kinase Cascade in the Cerebral Cortex of
Estrogen Receptor-a Knockout (ERKO) Mice. J Neurosci 20: 1694-1700.

Smith, DF, Whitesell, L, Nair, SC, Chen, S, Prapapanich, V and Rimerman, RA.
(1995). Progesterone receptor structure and function altered by geldanamycin, an
hsp90-binding agent. Mol Cell Biol 15: 6804-12.



38

Stancato, LF, Chow, YH, Hutchison, KA, Perdew, GH, Jove, R and Pratt, WB.
(1993). Raf exists in a native heterocomplex with hsp90 and p50 that can be
reconstituted in a cell-free system. J Biol Chem 268: 21711-6.

Stancato, LF, Silverstein, AM, Owens-Girillo, JK, Chow, YH, Jove, R and Pratt, WB.
(1997). The hsp90-binding antibiotic geldanamycin decreases Raf levels and
epidermal growth factor signaling without disrupting formation of signaling complexes
or reducing the specific enzymatic activity of Raf kinase. J Biol Chem 272: 4013-20.

Szeberenyi, J. (1996). Gene activation pathways of nerve growth factor signaling: a
minireview. Neurobiology (Bp) 4: 1-11.

Szeberenyi, J and Erhardt, P. (1994). Cellular components of nerve growth factor
signaling. Biochim Biophys Acta 1222: 187-202.

Toran-Allerand, CD. (1976). Sex steroids and the development of the newborn
mouse hypothalamus and preoptic area in vitro: implications for sexual
differentiation. Brain Res 106: 407-12.

Toran-Allerand, CD. (1980). Sex steroids and the development of the newborn
mouse hypothalamus and preoptic area in vitro. Il. Morphological correlates and
hormonal specificity. Brain Res 189: 413-27.

Toran-Allerand, CD. (2000). Novel sites and mechanisms of estrogen action in the
brain. In: Neuronal and Cognitive Effects of Oestrogens. Wiley, Chichester (Novartis
Foundation Symposium 230), 56-73.

Toran-Allerand, CD., Singh, M, and Sétalé, G, Jr. (1999). Novel mechanisms of
estrogen action in the brain: new players in an old story. Front Neuroendocrinol 20:
97-121.

Traverse, S, Gomez, N, Paterson, H, Marshall, C, and Cohen, P. (1992). Sustained
activation of the mitogen-activated protein (MAP) kinase cascade may be required
for differentiation of PC 12 cells. Comparison of the effects of nerve growth factor
and epidermal growth factor. Biochem J 288: 351-5.

Wartmann, M, and Davis, RJ. (1994). The native structure of the activated Raf
protein kinase is a membrane- bound multi-subunit complex. J Biol Chem 269: 6695-
701.

Witkowska HE, Carlquist M, Engstrom O, Carlsson B, Bonn T, Gustafsson JA,
Shackleton CH. (1997) Characterization of bacterially expressed rat estrogen
receptor beta ligand binding domain by mass spectrometry: structural comparison
with estrogen receptor alpha. Steroids 62:621-31

Whitesell, L and Cook, P. (1996). Stable and specific binding of heat shock protein



39

90 by geldanamycin disrupts glucocorticoid receptor function in intact cells. Mol
Endocrinol 10: 705-12.

Whitesell, L, Mimnaugh, EG, De Costa, B, Myers, CE and Neckers, LM. (1994).
Inhibition of heat shock protein HSP9O-pp60v-src heteroprotein complex formation
by benzoquinone ansamycins: essential role for stress proteins in oncogenic
transformation. Proc Natl Acad Sci U S A 91: 8324-8.

Zhou, Y, Watters, JJ, Dorsa, DM. (1996). Estrogen rapidly induces the
phosphorylation of the cAMP response element binding protein in rat brain.
Endocrinology 137: 2163-2166.



