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Tudomanyos hattér

Az extracellularis szignal-regulait fehérjekinaz kaszkad és m(ikédése

Az extracellularis szignal-regulait kinazok (ERK) a mitogén-aktivalt protein
kindzok (MAPK) csaladjaba tartozé fehérjék. Eukaridta sejtekben megtalalhatéd
izoformaik kozill a legtdbb figyelmet az 1-es és 2-es izoformak kaptak (ERK1 és 2).
Ezek az enzimek tipikusan sejtfelszini, katalitikus aktivitdssal biré receptorok
ingeriiletét kozvetitik a citoplazma kulonboz6 fehérjéi, illetve megfelelé korilmények
kozott a sejtmag felé, egy tobblépcsés kaszkad folyamat végrehajtdiként.

A sejtfelszini receptorokrél a jel el6szér adapter és guanin nukleotid-kotd
fehérjéken keresztiil, mint példaul a Ras fehérjék, a Raf fehérjekindz csalad
tagjaihoz jut el. A Raf fehérjék kozil a c-Raf-1 izoforma jelen van a legtobb
sejtféleségben, mig a B-Raf el6fordulasa korlatozottabb, de az idegrendszer
sejtieiben megtalalhat6. M(ikddését tekintve a Raf egy szerin/treonin kinaz, mely a
kaszkadban, az alatta elhelyezkedd mitogén-aktivaft/extracellularis szignal-regulait
kindz kindz (MEK) enzimcsalad tagjait foszforilalja és aktivalja. A MEK-ek szdmos
képvisel6je kozil szintén az 1l-es és 2-es izoforma a legjobban ismertek.
Aktivitasukat illetéen kett6s specificitasu kindzok, melyek szubsztratjukat, az ERK1-
és 2-t, treonin és tirozin aminosavakon foszforildljak. Az igy aktivalt ERK1/2 ezutan
citoplazmatikus, vagy magfehérjéket foszforilal szerinen és treoninon. Ezek koziil az
egyik a riboszomalis S6 kindz (Rsk) fehérje, mely az ERK1/2-altali foszforilacio-
laktivaciéjat kovet6en bejuthat a sejtmagba, s ott transzkripciés faktorok
mikodésének modositadsaval vehet részt a génaktivitAs szabalyozasdban. A
génexpresszié hasonlé szabdlyozdsara az ERK1/2 kozvetlenil is képes, ehhez
azonban ezeknek a kinazoknak is be kell jutniuk a sejtmagba. Ennek a nuklearis
transzlokacioként is ismert folyamatnak a pontos mechanizmusa az ERK1/2
esetében még ismeretlen. Kilondsen érdekes, hogy ezeken az enzimeken nem
sikerlilt azonositani nuklearis lokalizaciés szignalt, ami egyéb, sejtmagba bejutni
képes fehérjéken jelen van, s azok magba jutasat iranyitia. Az ERK1/2 sejtmagba
jutdsanak az egyik feltétele az enzim megfelel6en elnyujtott id6kinetikaval torténé
aktivaciéja. A fibroblaszt eredeti (FGF) és idegsejt novekedési faktorok (NGF)
el6idézésére patkany feokromocitéma, PC12 sejtekben. A révidebb ideig tartd, csak
atmeneti ERK-aktivaciot el6idézd ham eredetli ndvekedési faktorral (EGF) torténd
kezelést kdvetben az ERK1/2 ugyanebben a sejttipusban a citopiazmaban marad.
Erdekes modon a kezelések végsé kimenetele is teljesen eltér a kétféle aktivacios
kinetikat kévetéen. FGF és NGF hatasara a PC12 sejtek szaporodasa megall, majd
nyulvanynovekedéssel kisért differencidlodassal szimpatikus idegsejtekhez
hasonléva valnak, mig EGF adasara ellenkez6leg, az osztédas fokozodasaval
reagal, és nem differencialédik ez a sejtvonal.

A MAPK kaszkdd hagyomanyos, polipeptid novekedési faktorok altali
aktivacidja mellett az utobbi id6ben az enzimlancolat alternativ serkeniési
lehet6ségeirdl is jelentek meg kdzlemények. igy a munkank egyik kézponti témajat
képez6 Osztrogén altali ERK aktivacioi is leirtdk kilonféle rendszerekben



A 90 kilodalton molekulatomeg(i hésokkfehérje szerepe a szteroid receptor és
fehérjekinazjelatvitelben

A 90 kilodalton molekulatomegl h&sokkfehérje, a Hsp90 egy ubikviter, magas
expressziéju, a sejt teljes fehérjekészletének akar 0,5-1%-at is kitev§ protein.
Funkciéjat tekintve a molekularis "chaperone"-ok k6zé tartozik, azaz egyéb
fehérjemolekulakhoz kapcsolédva, azok normalis mikodéképességéhez az elényds
térszerkezet fenntartasdban segédkezik.

Szinte valamennyi szteroid receptor miikodéséhez nélkilozhetelen a
receptorhoz asszocialt Hsp90. A hésokk fehérje meghatarozhatja a receptor sejten
belili elhelyezkedését, és azt a ligand fogadasara kész konforméacidban tartja.

Ezen kivil szamos fehérjekinazrél is ismert, hogy Hsp90-hez kapcsolt
allapotban fordul el6 a sejtben. Ez esetben a Hsp90 a kindz partner stabilitasat,
illetve térszerkezetének helyes kialakulasat és megtartasat hivatott biztositani.

Az Osztrogén neuritogén hatasa

Egér és patkany kilonféle agyterileteib6l, a sziletést kovet6 korai
id6szakban készitett organotipikus (szeletszer() idegszdvet tenyészetek erésebb
nyllvanyndvekedést és gazdagabb nydlvanyelagazédast mutatnak, ha
tenyészttfolyadékuk 17-p-6sztradiolt tartalmaz. Az 6sztrogén e neuritogén hatasa a
hetvenes évek vége Ota ismert, de a jelenség mogott hiuzodé molekularis
mechanizmus ma sem teljesen tisztazott Tobb, a nyulvanyndvekedésben
struktardlis szereppel birdé fehérjérél kimutattdk, hogy génje Osztrogén érzékeny
szabalyoz6 szekvenciat tartalmaz. E transzkripciét modosité hatason kivil az
Osztrogén képes fehérjekinazok mikddését is befolyasolni (lasd kés6bb),
melyeknek szintén lehet a neuritogenezissel kapcsolatos szerepe.

Az Osztrogén és receptorai a nagyagykéregben

A kozponti idegrendszer tobb teriletérdl tudott, hogy sejtjei ©sztrogén
receptorokat tartalmaznak. Az dsztrogén a szervezetben tébb formaban is jelen van,
leghatasosabb valtozata a 17-p-dsztradiol. Bar n6kben az 6sztrogén f6 termel6dési
helye a petefészek, a hormonnak az idegsejtekben térténd receptorokhoz két6dése
és in vitro neuritogén hatasa nem mutat nemi specificitast. Kisebb mennyiségl
Osztrogén him allatokban is termel6dik, ezen felil a szervezetben kering6
tesztoszteront az idegsejtek a bennik jelenlévd aromataz enzim segitségével
Osztrogénné képesek alakitani, ami ezt kdvet6en a célsejteken bellli dsztrogén
receptorokhoz kot6dve fejti ki hatasat. A klasszikus értelmezés szerint az aktivalt,
Osztrogént mar kot6 receptor célpontja a transzkripci6 szabalyozdsa. E
mechanizmus viszonylag lassu, latenciaja 20-30 perc, valamint (j RNS és fehérje
molekulédk szintézisét igényli.

HosszU ideig csak egy Osztrogén receptor volt ismert, néhany éve azonban
azonositottak egy Ujabb izoformat. A klasszikus, 67 kilodaltonos receptor az alfa, az
Uj, kb. 54 kilodalton molekulasulya valtozat pedig a béta nevet kapta. A két receptor
meglehetésen nagy (95%) szekvencia homolégiat mutat a DNS-kot6 régidban,
kisebb (58%) a hasonlésag a ligand-kot6é régioban, a legnagyobb eltérés pedig a



transzkripciés apparatussal legkdzvetlenebb kapcsolatban 1év6 transzaktivacios
doménben van. A két receptor szerkezeti eltérései jol parhuzamba Aallithatok
azoknak, a kllénb6z6 Osztrogén szarmazékokra adott, a transzkripcio
szabalyozéasara kifejtett eltéré hatasaival.

Az agykéregben az 6sztrogén receptor mRNS expresszid szintjén a béta
izoforma domindl a klasszikus, alfa valtozat felett, ahogy azt in situ hibridizaciés
vizsgalatok mutatjdk. Magarol a receptor fehérjér6l kevesebbet tudunk
megallapitani, f6leg az alfa-receptor expresszio alacsony foka, és a béta izoformara
specifikus, megbizhaté antitest hianya miatt. Mindezek ellenére a nagyagykéreg
neuronjainak 0sztrogénkodtd képességét az egyedfejlédés meghatarozott, korai
fazisaban radioaktiv liganddal végzett autoradiografias vizsgalatok egyértelm(en
igazoltak.

Osztrogén-aktivalt fehérjekinazok

Az 0Osztrogén a transzkripci6 modositasan felil képes egyéb utakon is
kifejteni hatdsat. A hormon szamos ilyen alternativ effektusa fehérjekindz enzimek
aktivaciéjan keresztil valésul meg.

Az adenilat ciklaz (AC)-proteinkinaz A (PKA), illetve a kalcium/kalmodulin-
fliggé proteinkindz (CaMK) rendszer szerepére utalnak azok a megfigyelések,
miszerint ovariektomizalt allatok bizonyos agyteriletein 6sztrogén szisztémas
adasat kovet6en a ciklikus adenozin monofoszfat (cCAMP)-érzékeny véalasz elem-
kot6 fehérje (CREB) gyorsan, mintegy 15-30 percen belil foszforilalodik.

A proteinkinaz C (PKC) izoformainak részvételét tamasztja ala a hasonlé
korilmények kozti 6sztrogén adasat kodvetben észlelt PKC aktivitas nodvekedés
0sztrogén érzékeny agyteriletek fehérjekivonataban.



A témaval kapcsolatban felvetett kérdéseink

Ismerve az 0Osztrogén fenti, fehérjekinazokat aktivalo, illetve neurit
novekedést serkent6 képességét, és az ERK idegsejt differenciadéban betdltott
szerepét, kézenfekv6nek tlint, hogy megvizsgaljuk, létrejon-e Osztrogén hatasara
ERK aktivadé az 0sztrogénérzékeny agyszovetbdl készitett primer kultarakban.

Pozitiv eredmény esetén eldontend6 tovabba, hogy:

a.: milyen jelétviteli Gton vezet az 6sztrogén kezelés ERK aktivacidhoz

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

c.. milyen az organotipikus tenyészetekben 0Osztrogén kezelésre ERK
foszforilaciéval reagdald sejtek fenotipusa és ezekben a foszforilalt ERK nukleo-
citoplazmatikus eloszlasa



Kisérleti anyagok és mddszerek

Szlvettenyésztés

A kisérleti allatok (egér vagy patkany) nagyagyabdl a sziletésiiket kdvetd
napon, az agyburkok eltavolitdsa utan, 360 pm vastagsagu korondlis szeleteket
készitettiink. Az agy frontdlis pdlusatol szamitott elsé hat szeletet hasznaltuk
kisérleteinkhez. A szeletek bal és jobb felét szétvalasztottuk, a nagyagykérgi
részeket izolaltuk, majd a frontalis polustél szamitott 1-3-5, vagy 2-4-6 sorrendben
azokat harmasaval, kollagénnel bevont feddlemezekre (ltettiik ki. Ezt kovetben a
szdvetet egy hétig forgd csékultiraban tartottuk, 5% CO02 légkorben. A szteroid- és
fenol vorés-mentes tenyészt6é médiumot (25% heréit l6szérum, 22.5% Hank's BSS,
50% BME, 7.5mg/ml glukéz, 2mM L-glutamin és 50pg/ml aszkorbinsav) 2 nM 17-[i-
Osztradiollal (Sigma) komplettaltuk a tenyészetek ndvekedésének optimizalasa
végett. A 6. naptdl a tenyésztést dsztrogén-mentes médiumban folytattuk, majd 24
ora elteltével a tenyészetek atestek a megfelel6 kezeléseken (10nW 17-fi-osztradioi,
neurotrofinok, mint NGF, BDNF, NT-3, vagy NT-4/5 egymagukban, vagy keverve,
komponensenként 100 ng/ml, (Intergen), 100pM PD98059, 5 ¢ras el6kezelés [New
England Biolabs], 16-ct-jodo-17-Jf-Osztradiol [R.B. Hochberg ajandéka, Yale
University], genistein [Upstate Biotechnology], 30pg/ml cikloheximid, 1 6éras
el6kezelés [Sigma], 1 pg/ml geldanamycin, 24 6ras el6kezelés [Calbiochem]).
Antibiotikumokat a tenyésztési periodusban sosem hasznaltunk. Az 6sszes hasznalt
egyéb vegyszer az elérhetd legtisztabb finomsagi fokozati volt (Fisher, vagy
Sigma).

Immunprecipitacio és Western biot

A kultirakat jéghideg PBS-sel torténé oblitést kdvetéen lizis pufferben (50mM
Tris-bazis, pH 7.4, 150 mM NaCl, 10% glicerol, 1mM EGTA, 1mM Na-ortovanadat,
5mM ZnCl2, 100mM NaF, 10mg/ml aprotinin, 1mg/ml leupeptin, 1ImM PMSF, 1%
Triton X-100) homogenizaltuk, vékony (21 G) injekciés tlin tortén6é huasszori
athlzassal. Koimmunprecipitacios kisérletek soran a detergenst elhagytuk a lizis
pufferb6l. A homogenatumokat 100000 g-vel 4°C-on 15 percig ultracentrifugaltuk,
majd meghataroztuk a fellliszé fehérjekoncentraciéjat (BioRad, detergens
kompatibilis esszé kit). A mintdk kisérletenként! egyenlé fehérjemennyiségeit
azonos (0,5 pg/pl) koncentraciéra allitottuk be, majd immunprecipitaltuk a megfelel§
antitest (nydl, normal IgG kontroll, B-Raf, MEK 2, ERK 1, ERK 2, Santa Cruz
Biotechnology, MEK 1, Upstate Biotechnology, pan-Trk antitest dr. David Kaplan-tdl,
ER-a antitest az NIH-t6l (ER715), illetve dr. Margaret Shupnik-tél) 1 pg-javal. A
precipitatumokat protein A-szefar6z, vagy Dynal immuno-magneses gydngydk
segitségével gydjtottik ©6ssze, majd haromszor mostuk lizis pufferben, végil
ugyanebben még egyszer, de 0.05% Tween-20 detergens jelenlétében. A
precipititumokat ezt kovet6en Laemmli-pufferben felforraltuk, alkotodikat
poliakrilamid  gélelektroforézissel szétvalasztottuk, majd PVDF membranra
elektroblottoltuk.



A haszndlt ellenanyagok esetleges nem specifikus két6dését TBS-Tween-
ben (10 mM Tris-bazis, pH 8.0, 150mM NaCl, 0.2% Tween-20) oldott 5% zsirmentes
tejporral, vagy foszfo-tirozin detektalasakor 3% marha szérum albuminnal
blokkoltuk, majd az igy el6kezelt membrant inkubaltuk 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 blokkolé oldatban higitottunk
1:1000, illetve a MEK 2 ellenanyagot 1:2500 aranyban A nem specifikusan kot6dott
antitesttél 5-szoér 15 perc TBS-Tween-es mosassal szabadultunk meg. A
masodlagos, tormagyokér peroxidazzal kapcsolt antitestet (Pierce) blokkolo
oldatban, 1:50000 higitasban tettilk a membranra, majd TBS-Tween-es mosasokat
kovet6en autoradiogréafiaval detektaltuk a kemilumineszcens (ECL, Amersham) jelet.

A Western biotok hasonloképp késziltek, blotonként azonos mennyiségi
fehérje lizatumoknak a gélre torténd kozvetlen toltését kdvetben.

Immun-kinaz esszé

A B-Raf- és MEK-esszé kiteket a gyartd (Upstate Biotechnology) utasitasa
szerint hasznaltuk, a vizsgaland6 fehérje fentiek szerinti immunprecipitacidjat
koveten. A végs6 szubsztratként szolgalé mielin bazikus fehérjébe épult foszfor
radiokativitdsat folyadék szcincillaciés szamlalassal mértik (Searle Model Delta
300).

Immunhisztofluoreszcens detektalas konfokalis mikroszképpal

A kezelt tenyészeteket 37 °C-o0s, pH 7.4-es PBS-sel oOblitettik, majd fixaltuk
ugyanilyen PBS-ben oldott, és még 2,5% DMSO-t tartalmazé 4%-0s
paraformaldehiddel. A felesleges fixaldszert 3-szori PBS-es, majd 3-szori TBS-es
mosassal tavolitottuk el. A szdvet nem specifikus antitestkdtd helyeinek blokkolasa
5% zsirmentes tejpor és 10% normal szamar szérum TBS-Triton-os (50mM Tris-
HCI, pH7.4, 150mM NaCl, 0.5% Triton X-100) oldatdban tortént, 2,5% DMSO
jelenlétében. Az els6dleges antitesteket (foszfo-ERK, New England Biolabs,
MAP2B, Transduction Laboratories, ERK 1, ERK 2 és Hsp90, Santa Cruz
Biotechnology) a blokkolé oldatban 1:200 higitva tartottuk a mintakon 48-72 o6raig,
4°C-on, enyhe mozgatas mellett. A nem specifikus antitestekt6l 5-sz6ri TBS-Triton-
0s mosassal szabadultunk meg, majd a blokkolé oldatban higitott masodlagos,
antitesttel (kecske-a-nydl 1:100, Jackson Immunochemicals) térténé inkubacio
kovetkezett. Ismételt TBS-Triton-os mosasok utan a fluorescens festékkel konjugalt
antitest(ek)et (szamar-a-kecske, vagy a-egér, 1:200, Jackson Immunochemicals)
adtuk a mintdkhoz, blokkolé oldatban. TBS-Triton-os mosasokat kovetéen a
magokat zo6ld fluorescens festékkel (Sytox, Molecular Probes) jeldltik, majd egy
Zeiss Axiovert lézer konfokalis rendszerrel gyd(jtottik a mintdk optikai metszeteit
63x-0s vizes immerzios objektivvei.



Eredmények és kovetkeztetések

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

Az agykérgi tertletekbdl killtetett szdvetszeleteket 10nM 17-p-Osztradiollal
kezelve az ERK 1 és 2 aktivitdsa 15 perc elteltével mar jol lathatban emelkedett a
nyugalmi allapothoz képest, egy 6raval a kezelés utan érte el maximalis értékét és
még 2 ora elteltével sem A&llt vissza teljesen az alap szintre. Aktivacioja soran az
ERK 1/2 kettds, treonin és tirozin aminosavakon egyarant létrejové foszforilddon
esik at, minek kovetkeztében maganak az ERKt/2 enzimeknek a foszfat csoport
beépitd kinaz aktivitasa is fokozédik. Az ERK 1/2 aktivitAsanak mérését célzo,
gélben végzett kinaz esszé a foszfo-specifikus ERK 1/2 antitesttel végzett Western
biotok eredményeihez hasonléan az ERK 1/2 gyors és elnydjtott id6kinetikajua
aktivadlodasat mutattdk. Az ilyen kinetikqju ERK aktivaci6 a neuronalis
differenciadon atesé sejtekre jellemzé.

Az Osztrogén altali ERK aktivacio MEK fligg6

A 17-p-6sztradiol fenti hatasanak mechanizmusat elemezve el6szor az ERK
1/2 enzimek kozvetlen aktivatorat, a MEK-et vizsgaltuk kdzelebbrél. A PD98059
nevl, a MEK mikddését gatlé vegyilettel sikerilt kivédeniink az 0sztrogén altal
okozott ERK foszforilaciot. A szer ugyancsak csokkentette a kontroll neurotrofinok
altal indukalt ERK aktivaciot és az ERK alapaktivitasat is.

Az 6sztrogén aktivalja a B-Raf enzimet

Logikus lépésnek latszott a MEK felett elhelyezked6 Raf enzimcsalad
szerepének vizsgdlata is az 0Osztrogén altali ERK aktivacio folyamatdban. Az
elvégzett immun-kindz esszé tanlsaga szerint a B-Raf izoforma aktivitasa
jelent6sen emelkedett az egyéras Osztrogén kezelés hatdsara. Ez a Raf izoforma a
fontosabb az idegsejtek differencidlédasahoz, szemben a c-Raf-1-gyel, melynek
altalanosabbak a funkci6i, s mely alak nem is aktivalédott az &sztrogén, csak a
kontroll neurotrofin kezelés hataséara.

Osztrogén hatasara nem foszforilalodik a Trk neurotrofin receptor

Ezeknek a tipusosan neurotrofin-aktivalt jelatviteli elemeknek az &sztrogén
altali stimulacioja lattan felvet6dott a kérdés, vajon lehetséges-e, hogy az észtrogén
hatadsara endogén neurotrofinok szabadulnak fel a kultdrabol, s ennek
eredményeként aktivalédik az ERK kaszkdd. Ha ez igy torténne, akkor a
felszabadulé neurotrofinoknak el6szor aktivalniuk kellene receptorukat a Trk
fehérjét. E folyamat soran a Trk tirozin oldallancokon foszforildlodik. A kezeléseken
atesett tenyészetekb6l ezért immunprecipitaltuk a Trk receptort, és a precipitatumot
foszfo-tirozinra specifikus antitesttel teszteltiik. Az alapszintet meghaladd tirozin
foszforilaciot csak a kontroll, neurotrofinnal kezelt tenyészetekben lattunk, az



Osztrogénnel kezelt mintdkban nem. Ezzel kizarhattuk az endogén neurotrofinokat
az Osztrogén altali ERK aktivacié hatterében.

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

A tovabbiakban azt kutattuk, mely ponton kapcsolédhat be az dsztrogén altal
beinditott jelatvitel az ERK kaszkad lancolatdba. Egymast aktivald molekulak
gyakran alkotnak preformalt komplexeket a sejtben. Megfelel6 modszerekkel fizikai
kapcsolatuk kisérletesen is kimutathatd. Ko-immunprecipitacidos technikaval azt
vizsgaltuk, hogy az ERK kaszkad mely elemei alkotnak esetleg komplexet az
0sztrogén receptorral. Vizsgdlataink idején az dsztrogén receptorok kozil még csak
a klasszikus, alfa valtozat elleni antitest volt kereskedelmileg elérhetd. Ezzel az
ellenanyaggal sikerilt ko-immunprecipitalnunk az 6sztrogén receptor a-t és a B-Raf-
ot, valamint a Hsp90-et, mely utébbir6l mar korabban kimutattdk, hogy kulén-kilén a
komplex mindkét masik tagjahoz kapcsolédva megtalalhaté a sejtben.

Ez a molekularis "csomopont" tetszet6s lehet§ségként kinalta magat az
Osztrogén jelatvitel és az ERK kaszkad kapcsolédasara. Az a-0sztrogén receptor és
a B-Raf kapcsolddasanak tényét megerGsitette az a megfigyelés is, miszerint az a-
0sztrogén receptorra specifikus antitesttel gydijtétt precipitatumok B-Raf aktivitasa
szignifikAnsan magasabb volt, mint ugyanez az aktivitas nem immun savo
hasznélata esetén.

Osztrogén altali ERK aktivacié Osztrogén receptor-a gén-fosztott mutans egér
szovetben

Az Osztrogén altali ERK aktivaciéért felel6s szteroid receptor azonositasa
céljabol megismételtik az ERK aktivaciés esszéket olyan egér agykéreg kultirakon
is, melyekben a klasszikus, alfa Osztrogén receptor génje nem mikodoétt. Nagy
meglepetésiinkre az 6sztrogén ezekben a tenyészetekben is aktivalta az ERK-et, s
az aktivaci6 mértéke még jelentdsen meg is haladta a vad tipusud kultarakban
tapasztaltat. Ez az eredmény megcéfolta azt, a ko-immunprecipitacios kisérletekbdl
meritett elméletiinket, miszerint az alfa ©Osztrogén receptor B-Raf-fal alkotott
komplexe kdzvetitené az 6sztrogén-altali ERK aktivaciot.

Az Osztrogén receptor-a hianyos szdvetben lezajlé ERK aktivacié is a B-Raf-MEK
utvonalon halad

Egyéb vonatkozasaiban a vad tipusu szovetben tapasztaltakhoz hasonlitott
az a-0sztrogén receptor génjukt6l megfosztott mutdns egerekben mérhet§ ERK
aktivacio is. Ebben a rendszerben szintén gatolni tudtuk a folyamatot a MEK kémiai
inhibitoranak alkalmazasaval, és a B-Raf aktivacidja is jol megfigyelhet§ volt
Osztrogén hatdsara a hianyzo alfa receptor ellenére.



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

Az alfa és béta dsztrogén receptorok szerepének tovabbi elemzése céljabol
olyan Osztrogén szarmazékokkal is megvizsgaltuk az ERK aktivalhatésagat, melyek
specifikusan csak az egyik 6sztrogén receptor tipushoz kotédnek.

A 16-alfa-jodo-17-béta 6sztradiol kell6en alacsony koncentracidban (10nM,
vagy az alatt) adva csak az alfa Osztrogén receptorhoz kétédik. llyen feltételek
mellett nem tapasztaltunk ERK aktivaciot a vad tipusi agyszovetbdl készitett
explantatumokban. Mi tébb, az alfa receptor szelektiv stimulaciéjat kovetéen az ERK
foszforilaci6 enyhe csokkenését kaptuk. Ez a megfigyelés, az alfa Osztrogén
receptor-hidnyos  egerekben latott er6teljesebb, 6sztrogén-indukalt ERK
foszforilacioval egyutt, érdekes moédon azt sugallja, hogy a klasszikus 6sztrogén
receptor szerepe az dsztrogén altali ERK aktivacié soran inkabb gatlo jellegd.

Hasonléan kis koncentraciéban (10nM, vagy az alatt) alkalmazva egy masik
ligand, a genistein csak a béta Osztrogén receptor valtozathoz koétddik. Ilyen
feltételek mellett genistein hatdsara azonban ERK foszforilacié valtozast vad tipusu
agyszovetbdl készitett kultirainkban nem tapasztaltunk. A genistein nagyobb
koncentraciéjat (IOOpM) 06sztrogénnel egyltt adva a genistein kozismert,
foszforilaciét gatldé hatdsa érvényesilt. Ez a megfigyelés ellene mond annak a
lehet6ségnek, miszerint az 6sztrogén altali ERK foszforilacid serkentését a béta
0sztrogén receptor kdzvetitené.

A fenti eredmények tiikrében nem mondhatunk bizonyosat az 6sztrogén altal
kivaltott ERK foszforilaciot kozvetit6 receptor azonossagat illetéen. Eddig még
azonositatlan receptor, vagy alternativ mechanizmus, esetleg direkt membran hatas
tlinik a legval6szinlbb lehet6ségnek.

Az 6sztrogén-indukalt foszfo-ERK sejten belili megoszlasa

Eddigi vizsgalataink sordn a kapott eredmények mindegyikét csak az
organotipikus tenyészetek egészére vonatkoztatva irhattuk le. A tovabbiakban arra
voltunk kivancsiak, hogy a foszforilalt ERK milyen eloszlasban taldlhaté a kultarak
egyes reagald sejtjeiben az dsztrogén kezelést kdvetden. A foszforilalt ERK sejten
belili megoszlasanak ugyanis meghatarozo jelent6sége lehet az ERK aktivacié
végs6 kovetkezményeit illetéen. A PC12 sejtvonalban az ERK aktiv alakjanak
citoplazmatikus felhalmozo6dasat a sejtosztddas fokozoédasa koveti, mig ugyanebben
a rendszerben a nuklearisan megjelend foszfo-ERK szigndlt a neurondlis
differenciacio fontos kezdeti Iépésének tekintik.

Az agykérgi eredet(i szelet kultirakban, @sztrogén kezelést kdvetben, a
foszfo-ERK jelet a reagald sejtek citoplazmajaban, nyulvanyaiban és magjaban
egyarant megtalaltuk. A kontroll neurotrofin kezelés hatdsara a foszfo-ERK
ugyanilyen eloszlasban volt észlelhet§ ebben a sejttipusban.

Az Osztrogén adasara ERK foszforilacidval reagéalé sejtek neurondlis eredetét
a mikrotubulus-asszocialt protein 2B-vel torténd fest6désik igazolta. Az a tény,
hogy Osztrogén hatasara ugyanolyan sejten belili eloszlasban jelentkezett a
foszforilalt ERK, mint egy ismerten idegsejt differenciaciot elémozdité neurotrofin
hatasara, az 6sztrogén neurotrofikus potencidljat latszik alatdmasztani az altalunk
vizsgalt 6sztrogénre érzékeny idegsejttipusokban.
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Az egyedi sejt szintjén a foszfo-ERK jelek erfssége Osszemérhet6 volt az
Osztrogén, illetve neurotrofin kezelést kdvetden. A f6 kiilénbség a reagalo idegsejtek
szamaban mutatkozott, mely sokkal nagyobb volt a neurotrofin kezelést kévetéen.
Ez a megfigyelés egybevag azzal a kordbban mar észlelt jelenséggel, miszerint a
Western biotokon is mindig er6sebb foszfo-ERK jelet kaptunk a neurotrofinnal
kezelt pozitiv kontroliban, mint az dsztradiollal kezelt mintaban.

Az aktiv ERK sejten belilili megoszlasaval kapcsolatban UGjabb érdekes
lehet6ség adodott abbdl a Western biotokon tett megfigyelésiinkbdl, hogy az
Osztrogén altali ERK foszforilacio folyamata fiiggetlennek bizonyult fehérjék Ujonnan
torténd szintézisét6l. Az aktiv ERK sejtmagban torténd felhalmozdédéasarol viszont
leirtdk, hogy az nem jon létre fehérjeszintézisiikben gatolt sejtekben. Ha a szelet
tenyészetek fehérjeszintetikus folyamatait cikloheximiddel gatoltuk, a sejtmagban
torténd foszfo-ERK felhalmoz6dds a mi rendszerinkben is elmaradt. Ez
alatamasztja azt a mas szerz6k altal felvetett mechanizmust, miszerint az ERK

sejtmagon belili felhalmozédasahoz rovid életidejl, fehérje természetl "rogzit6é
faktorokra lenne sziikség.

Az ERK komplexet képez a Hsp90-nel

Azon kisérieteink soran, melyekkel egy Osztrogén altali ERK aktivaciot
kozvetiteni  képes  makromolekulans  komplexet prébaltunk  azonositani,
megfigyeltik, hogy az ERK 1 és 2 is ko-immunprecipitalédtak a Hsp90-nel. Az ERK
1, illetve 2-re specifikus antitesttel gydijtott csapadékok lényegesen tobb Hsp90-et
tartalmaztak, mint az azonos faju, nem-immun savéval kicsapott kontroll. Ez a
megfigyelés az ERK1/2 és a Hsp90 sejten belili kapcsolddasara utal.

Kivancsiak voltunk arra, hogy az ezzel a chaperone-nal valé kapcsolatnak
milyen szerepe lehet az ERK sejten belili funkcidira nézve.

Az ERK-Hsp90 kapcsolat a geldanamycin antibiotikummal felbonthat6.

A tenyészetek 24 6ras, lgg/ml-es geldanamycin kezelését kovet6en az
ERKZ1/2-vel ko-precipitalodé Hsp90 mennyisége a kontroll szintjére esett vissza. A
geldanamycin tehat alkalmasnak tlint az ERK-Hsp90 asszociacié felbontasara.

A geldanamycin gatolja az ERK foszforilaciojat.
Geldanamycin el6kezelés hatasara az 0Osztrogénnel kivalthaté ERK

foszforilacié6 megsz(int, s a kontroll neurotrofin hatasa is jelentésen gyengilt. Ez az
eredmény a Hsp90-nek az ERK aktivacidjaban betdltdtt szerepére utal.
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A geldanamycin nem befolyasolja az ERK és a Hsp 90 sejten belili elhelyezkedését

Kezeletlen tenyészetekben az ERK1 és 2 dominansan a citoplazméaban volt
talalhatd, s a Hsp90 is erre a sejtkompartmentre szoritkozott. Geldanamycin
adasara e fehérjéknek a sejten belili elhelyezkedése nem valtozott. Geldanamycin
adasat kovetéen az ERK foszforilacio alapszintje csokkent, 6sztrogén hatdsara ERK
foszforilaci6 fokozédast nem észleltink, a neurotrofin kezelt kontroliban viszont
tovabbra is volt némi ERK foszforilaci6 névekedés, melyet detektalni tudtunk az
egyes sejtek szintjén is. Bar a jel er6ssége gyengébb volt a geldanamycinnel el§
nem kezelt  ugyanilyen mintdhoz képest, az észlelt foszfo-ERK
nukleocitoplazmatikus megoszlasa nem tért el a geldanamycin kezelés nélkili
esetekétfl. Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy az ERK-hez
kapcsol6d6 Hsp90-nek nincs szerepe az ERK és a foszfo-ERK sejten beldli
elhelyezkedésében.

A geldanamycin nem befolyasolja a MEK, ERK és a Hsp 90 fehérjék sejten belili
szintjét

Kisérleti eredményeink értelemzéséhez fontos informacié volt, hogy
geldanamycin hatasara nem tortént észrevehet6 valtozas a MEK1/2, ERK 1/2 és
Hsp90 fehérjék sejten beliili mennyiségében.

Az 6sztrogén hatasat a MEK 2 kozvetiti

A geldanamycin ERK foszforilaciot gatldo hatasanak értékeléséhez meg kellett
vizsgalnunk, hogy a geldanamycin kezelésnek van-e kdvetkezménye a jelatviteli
lancolatban az ERK felett elhelyezkedd MEK enzim aktivitAsara nézve. Ennek
eldéntésére immun kindz esszét végeztink. A MEK 1-re specifikus esszé soran a
neurotrofin kontroll hatasara er6s MEK 1 aktivaciot lattunk, az 6sztrogénnel kezelt
mintdban viszont nem volt szignifikdns eltérés az alapaktivitishoz képest. Ez
meglep6 eredmény volt, killonésen annak ismeretében, hogy kordbban a MEK
kémiai gatloszerét alkalmazva az osztrogén altali ERK aktivaci6 MEK fliggének
bizonyult. E korabbi kisérletek soran viszont a MEK gatldszerének olyan doziséat
alkalmaztuk, mely mind a MEK 1-et, mind pedig a MEK 2-t gatolta. Minthogy az
egyedfejlédés korai szakasza soran a 2-es MEK izoforma expresszidja dominalhat
az l-esé felett, egy masik esszében a MEK 2 esetleges szerepét vizsgaltuk meg.
Ebben a kisérletben a MEK 2-t az Osztrogén aktivalta er6teljesen, s a neurotrofin
kontroll volt hatastalan. Iit tehat a jelatviteli utak egy érdekes eldgazodasat latjuk,
amennyiben a BDNF a MEK1-en, mig az 6sztrogén a MEK 2-n keresztiil vezet ERK
aktivaciohoz.

A geldanamycin kezelés gatolta mind az &sztrogén, mind a neurotrofin altali
MEK aktivaciot, s a MEK 1 alapaktivitast is. Erdekes modon a MEK 2 alapaktivitas
viszont szignifikAns emelkedést mutatott a geldanamycinnel nem kezelt mintdhoz
képest. Ennek ellenére ugyanilyen korilmények kozott az ERK alap szintl
foszforilacioja némileg csokkent. Az a megfigyelés, miszerint geldanamycin kezelést
kovet6en a MEK 2 alapaktivitas emelkedett, az ERK foszforilacié alapszintje viszont
ennek ellenére csokkent, alahlzza az ERK-hez kapcsolédé Hsp90 esetleges
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kulcsfontossdgu szerepét a MEK aktivitAsnak az ERK-re toértén6 sikeres
attevddésében.

Az eredmények 6sszefoglalasa

10nM o&sztrogén kezelés hatdsara a fejl6d6 patkany és egér nagyagykéreg
organotipikus tenyészeteiben mar néhany (15) percen belil kimutathatd, id6ben
elnydjtott kinetikaju (legalabb 2 o6ran at tartd) ERK foszforilacié fokozodast
észleltlink, mind az egész tenyészet, mind a tenyészetek egyes sejtjeinek szintjén.

E reakcid6 elmaraddasa a PD98059 nevii MEK-gatloszer alkalmazasat
kovetben, illetve a MEK immunkindz esszék eredményei is azt jelzik, hogy a fenti
folyamatot a MEK 2-es izoformaja kozvetiti az ERK 1/2 felé. A BDIMF hatasa
ugyanezekhez a kindzokhoz viszont a MEK 1-en atjut el.

A kétféle agens a Raf enzim vonatkozasaban is eltér6 preferenciat mutat,
amennyiben az 0sztrogén hatdsara csak a B-Raf, a c-Raf-1 izoforma viszont nem
aktivalodott. A neurotrofin kontrollok ugyanakkor mindkét Raf m(ikodésfokozédasat
indukaltak.

Az 0Osztrogén ERK aktivalo hatasat kozvetit6 receptor azonositasa az
Osztrogén receptor izoformaira specifikus ligandokkal, vagy az alfa receptor
valtozatot nem tartalmazo6 genetikai mutans szodvet hasznalataval sem sikeriilt. A Trk
receptor 0Osztrogénhatadsra elmarad6é foszforilaciéja viszont kizarja, hogy az
Osztrogén a szovetbdl neurotrofinokat felszabaditva valtana ki az ERK kaszkad
mikddésfokozddasat.

A tenyészetek Osztrogén hatdsara ERK foszforilacioval reagaléd sejtjei
morfolégiai megjelenésik, méretitk és a MAP2B fehérjére  mutatott
immunpozitivitasuk alapjan is neuronoknak tlinnek.

A foszfo-ERK az egyes dsztrogénre reagdald sejteken belll kimutathat6 volt a
citoplazmaban, a sejtnydlvanyokban és a sejtmagban is, a fehérjeszintézis gatlasat
kovet6en azonban mar csak a citoplazmara korlatozédott.

Az ERK 1 és 2 enzimeket koprecipitacios modszerrel a Hsp90 hosokk
fehérjével asszocialt formaban talaltuk kisérleti rendszeriinkben. E kapcsolatot a
geldanamycin antibiotikummal felbontva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
Hsp90 nem befolydsolja az ERK1/2 stabilitAsat, vagy sejten belllli megoszlasat, de
sziikséges az ERK1/2-nek a MEK-2-4ltali aktivalasdhoz.
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A munka jelent6sége

Munkank soran els6ként mutattuk ki egy tipusosan polipeptid névekedési
faktorok (mint példaul a neurotrofinok) altal hasznalt jelatviteli lancolat elemeinek
(B-Raf - MEK 2 - ERK 1/2) 6sztrogén altali aktivaciojat fejlédé idegszovetbdl késziilt
primer nagyagykérgi kultirdkban (lasd az 6sszefoglalé abrat).

A hasonlésagok mellett a neurotrofin, illetve dsztrogén altal kivaltott jelatviteli
torténések specifikus jellemz6ibél is azonositanunk sikeriilt néhanyat (a
neurotrofinok B-Raf és c-Raf-1, valamint MEK 1 aktivaciéja szemben az 6sztrogén
B-Raf-, illetve MEK 2 preferenciajaval).

Az ERK1/2-Hsp90 kapcsolat megfigyelésével tovabb bdviltek ismereteink e
chaperone fehérje makromolekularis kapcsolatok szervezésében betdltdtt szerepét
illet6en.

Az 0sztrogén-indukalt foszfo-ERK nuklearis felhalmoz6dasanak
kimutatasaval pedig ravilagitottunk, hogy e hormonnak nagyobb lehet a jelent6sége
az idegrendszer korai differenciaciés és génexpresszids folyamataiban, mint eddig
gondoltuk.

Az 0Osztrogén leirt hatasait kozvetit§ receptor mibenlétének kétessége
ugyanakkor felveti tovabbi, eddig még azonositatlan receptorok létezésének, illetve
fontos, alternativ hatdsmechanizmusok miikédésének lehetéségét.

Eredményeink segithetnek az idegrendszer korai, komplex neuroendokrin
hatasok alatt zajl6 bonyolult fejl6désének jobb megértésében. Bar a feln6tt
idegrendszer 0Osztrogén érzékenysége joval mérsékeltebb a fejl6d6hoz képest,
sérilést kovetben (trauma, neuritszakadas, hormondlis deprivacid6 menopauzat,
vagy gonadektomiat kovet6en) gyakran tér vissza a fejl6dés korai stadiumaiban
tapasztalt hormondlis érzékenység. Terapias oldalrol igy a napjainkban egyre
gyakoribb  ©sztrogén szubsztitici6 0Osszetett hatasrendszerének kdzponti
idegrendszeri vonatkozasai valhatnak érthet6bbé megfigyeléseink tikrében.
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Osszefoglaldo abra. A MAPK kaszkdd és az osztrogén jelatvitel parbeszéde kisérleti
rendszerinkben.
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Hasznalt réviditések jegyzéke

AC, adenylyl cyclase = adenilat ciklaz

BDNF, brain derived neurotrophic factor = agyi eredet(i neurotrofikus faktor
BME, basal medium of Eagle = alap tapfolyadék Eagle receptje szerint keverve
B-Raf = a B izoforméja a Raf nev( fehérjekinaznak

CaMK, calcium/calmodulin-dependent protein kinase = kalcium/kalmodulin-fligg6
fehérjekinaz

cAMP, cyclic adenosine monophosphate = ciklikus adenozin monofoszfat
CHX, cikloheximid = egy fehérjeszintézis gatloszer

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

CREB, cAMP response element-binding protein = ciklikus adenozin monofoszfat-
érzékeny valaszelem-kot6 fehérje

EGF, epidermal growth factor = ham eredetl névekedési faktor

ERK, extracellular signal-regulated kinase = extracellularis szignal-regulait kinaz
FGF, fibroblast growth factor = fibroblaszt névekedési faktor

GA, geldanamycin = egy, a Hsp90-hez két6d6 antibiotikum

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

GEF, guanine-nucleotide exchange factor = guanin nukleotid kicserélé faktor
Hank's BSS, Hank's balanced salt solution = s6oldat Hank receptje szerint keverve

Hsp90, heat shock protein 90 = egy hosokkfehérje, melynek molekulattmege 90
kilodalton

MAP2B, microtubule-associated protein 2B = mikrotubulus-asszocialt protein 2B
MAPK, mitogen-activated protein jdnase = mitogén-aktivalt proteinkinaz

MBP, myelin basic protein = mielin bazikus fehérje
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MEK, mitogen-activated/extracellular signal-regulated kinase kinase = mitogén-
aktivalt/extracellularis szignal-regulait kinaz kinaz

NGF, nerve growth factor = idegi ndvekedési faktor
NT, neurotrofin = idegi ndvekedési faktorok gy(jt6neve
NT-3, neurotrofin® = egy neurotrofin féleség

NT-4/5, neurotrofin-4/5 = egy neurotrofin féleség

PC12, phaeochromocytoma 12 = patkany mellékvesevel6 eredetli sejtvonal 12-es
szamu kionja

PKA, protein kinase A = proteinkinaz A

PKC, protein kinase C = proteinkinaz C

Raf = egy fehérjekinaz

Ras = egy GTP-kot6 fehérje

Rsk, ribosomal S6 kinase = riboszémalis S6 kinaz

SH2 és 3, Src liomology 2 és 3 =a Src nev(i fehérjekinaz 2-es és 3-as doménjeivel
homoldg szerekezet(i fehérjerészletek



