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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AC, adenilat-ciklaz

Apaf-1, apoptozist aktivalo faktor

CaM-kinaz, Ca™*/kalmodulin-fiiggé proteinkinaz
CHX, cikloheximid

c-1AP, apoptozist gatlo fehérje

CBP, CREB kot6 fehérje

CRE, cAMP-reszponziv elem

CREB, CRE binding protein

DAG, diacilglicerin

dbcAMP, dibutiril ciklikus AMP

DMEM, Dulbecco's modified Eagle Medium
EGF, epitélsejt novekedési faktor

elF2B, eukariota transzlacids iniciacios faktor 2B
ERK, extracellularis szignal regulalt kinaz

FGF, fibroblaszt novekedési faktor

GAP, GTPaz aktivalo fehérje

GEF, guanin nukleotid kicserél6 faktor

GFP, zold fluoreszcens fehérje

Grb2, novekedési faktor receptor kotd fehérje
GSK3, glikogén szintaz kinaz-3

IKK, IkB kinaz

IxB, inhibitor protein kB

IP3, inozitol-triszfoszfat

JNK, c-Jun N terminalis kinaz

MAPK, mitogén aktivalt proteinkinaz

MAPKK, mitogén aktivalt proteinkinaz kindz
MAPKKK, mitogén aktivalt proteinkinaz kindz kinaz
MEK, mitogén aktivalt/extracellularis szignal regulalt kinaz kinaz

MEKK, MEK kinaz



NF«B, nuklear faktor kB

NGF, idegsejt novekedési faktor

NGFR, idegsejt novekedési faktor receptor
p140™ nagy affinitisa NGF receptor

p70S6K, riboszémalis S6 kindz

p75"'R, kis affinitast neurotrofin receptor
PDGF, trombocita eredetii novekedési faktor
PDK, 3-foszfoinozitol-dependens fehérjekinaz
PH, pleckstrin-homologia domén

P1 3-K, foszfatidilinozitol-3-kinaz

Pl (3,4) P, foszfatidilinozitol 3,4 biszfoszfat

P1 (3,4,5) P3, foszfatidilinozitol 3,4,5 triszfoszfat
PIP,, foszfatidilinozitol-biszfoszfat

PKA, cAMP-fiiggd proteinkinaz A

PKB, proteinkinaz B

PKC, proteinkinaz C

PKR, kettds lanci RNS altal aktivalodo fehérjekinaz R
PLC, foszfolipaz C

PTB, foszfotirozin kot6 domén

RAC-PK, Proteinkinaz A-hoz és Proteinkinaz C-hez hasonlé proteinkinaz
SH2, Src homologia 2 domén

SOS, son of sevenless

TNF, tumor nekrozis faktor

TOR, rapamicin célfehérjekinaz

TPA, tetradekanoil forbol acetat



2. BEVEZETES

A sejtek kozotti kommunikacio és a kdrnyezeti valtozasokra bekodvetkezd valaszadas
képessége nélkiilozhetetlen a sejt metabolizmus, proliferacio, differenciacid €s a sejttalélés
szabalyozasaban. A jelnek a sejtmembrantdl a sejtmagig torténd tovabbitasanak és a sejtmagban
lejatsz6do génexpresszios valtozasoknak a hatterében specialis jelatviteli folyamatok jatszanak
szerepet. A jelatviteli utak biokémiai folyamatok lancreakcidi, amelyek egymadssal
parhuzamosan futnak, konvergalhatnak illetve divergalhatnak. Az elmult évtizedekben e
jelatviteli utak kutatasaban jelentds eldrelépések torténtek, szamos intracelluldris jelatviteli
fehérjét és utat azonositottak.

A jelatviteli mechanizmusok koziil kiemelkedé jelentdségli a G-protein-kotott
receptorokon ¢és a katalitikus receptorokon keresztiil torténé szignalizacio. A heterotrimer G-
proteinek a ligand kapcsolddasakor aktiv, GTP-kotott allapotban kiilonbozd célfehérjéket
stimulalnak, koztiik az adenilat-ciklaz (AC) illetve a foszfolipaiz C (PLC) transzmembran
fehérjéket (1. abra). Az AC aktivacidjanak hatasara cAMP masodlagos messenger molekula
képzddik a sejtben ATP-bol, amely a cAMP-fiiggd fehérjekinaz (proteinkinaz A, PKA)
legfontosabb aktivaldja. Az aktivalt PKA katalitikus alegysége a sejtmagba transzlokalodva
transzkripcids faktorokat foszforilal. Ezek koziil a legfontosabb a CREB (CRE binding) fehérje,
amely specialis DNS szekvencidhoz (CRE, cAMP-reszponziv elem) kétddve fokozza a célgén
expresszidjat (1. abra). Az aktiv PLC a membranban levé foszfatidilinozitol-biszfoszfatot (PIP;)
diacilglicerinre (DAG) és inozitol-triszfoszfatra (IP3) hidrolizalja. A DAG a proteinkinaz C
(PKC) enzimet aktivalja, amely szdmos fehérjeszubsztratot, koztiik transzkripcios faktorokat is
foszforilal. A PKC-jelatvitel génexpresszids hatdsanak egyik fontos sejtmagon beliili mediatora
az AP-1 transzkripcids faktor, amely szdmos célgén indukciojat idézi elé. Az IP3 masodlagos
messenger molekula az endoplazmatikus retikulum membranjanak Ca**-csatornaihoz kétédve a
csatorndk megnyildsat eredményezi. A citoszolba kidramlo Ca® mésodlagos messengerként
szamos célfehérje aktivitasat befolyasolja. Ezek egyike a kalmodulin, mely Ca™"-t megkétve egy
szerin/treonin-specifikus fehérjekinazt, a Ca’'/kalmodulin-fiiggd proteinkinazt (CaM-kiniz)
aktival. A CaM-kindz egyik szubsztratja a CREB transzkripcios faktor, melynek foszforilacigja

specifikus gének expressziojat segiti eld (1. abra).
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1. abra. Heterotrimer G-proteinek altal kozvetitett jelatviteli utak.

A szignalok nagy része extracelluldris novekedési faktorok altal kozvetitett jelatviteli
utakon keresztiil fejti ki hatasat. A novekedési faktorok, pl. NGF (idegsejt ndovekedési faktor),
EGF (epitélsejt novekedési faktor), PDGF (trombocita eredetli ndvekedési faktor), inzulin altal
kozvetitett jelatviteli utak kozos jellemzdje, hogy a névekedési faktor receptorok tirozinkinaz
aktivitassal rendelkeznek. A tirozinkinaz receptorok egy extracellularis ligand-k6t6 doménnel,
egy transzmembran doménnel és a citoplazmatikus résziikon katalitikus és regulatorikus
doménnel rendelkeznek. A novekedési faktorok a Trk tirozinkinaz és a p75 neurotrofin

receptoron (p75" "

) keresztiil fejtik ki hatasukat, amelyek egymds hatdsit elnyomva vagy
erdsitve szabalyozzak a kiilonbozo jelatviteli utakat. A Trk tirozinkindz receptor szabalyozza a
Ras/Raf/ERK differenciaciot kozvetitd és a PI 3-K/Akt sejttalélést kozvetitd jelatviteli utat. Az
utobbi évek kutatasanak eredményeként deriilt fény a p75™ ' " pontosabb szerepére. A p75" " a
JNK-p53-Bax apoptozist kozvetitd jelatviteli ut aktivitasat szabalyozza és képes a Trk

aktivitasat novelni az NFxB aktivacidjan keresztiil (Kaplan és Miller, 2000).
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2. abra. Az NGF altal kivaltott sejttalélés és differenciacié jelatviteli Utja.

Az egyik legjobban felderitett intracellularis jelatviteli ut a Ras/Raf/ERK ut, amelyben a
Ras proto-onkogén fehérjék kozponti szerepet jatszanak. A Ras fehérjék kutatasanak orvosi
jelentdségét az adja, hogy a fehérjéket kodoldé gének mutdns formait, a Ras onkogéneket a
human tumorok 30%-4dban mutattdk ki. Az NGF altal aktivalt receptor tirozinkinazok a
Ras/Raf/ERK uton keresztlil differenciaciot ¢€s proliferaciot kozvetitenek kiilonbozd
sejttipusokban (2. 4bra). A disszertacio elsd felében a Ras proto-onkogén fehérje szerepét
foglaljuk ossze PCI12 patkémy pheochromocytoma sejtek NGF indukélta neurondlis
hatasat vizsgaltuk a korai €s késdi gének expresszidjara.

A novekedési faktorok hatdsara aktivalodd receptor tirozinkinazok altal kozvetitett
masik jelentds jelatviteli ut a foszfatidilinozitol 3-kindz (PI 3-K)/Akt sejttulélést kozvetitd
szignal transzdukcidés ut (2. é&bra). A disszerticid6 masodik részében egy szerin/treonin
fehérjekinaz, a glikogén szintaz kinaz-3 (GSK-3) és szubsztratjanak, az eukariota transzlacios

inicidcios faktor 2B-nek a szerepét vizsgaltuk az apoptozis szabalyozéasaban.



3. AZ NGF ALTAL KIVALTOTT NEURONALIS DIFFERENCIACIO
JELATVITELE

3.1. PC12 sejtek jellemzése

A neurondlis differencidcio tanulméanyozaséara széles kdrben hasznalt modell rendszer a
PC12 patkany pheochromocytoma sejtvonal. Szovettenyészetben a PC12 sejtek kicsi, kerek,
kromaffin sejtekre jellemzd fenotipust mutatnak. NGF kezelésre gyors, szimpatikus neuronokra
jellemzé morfologiai és biokémiai valtozasokon mennek keresztiil, neuritokat novesztenek
(Greene ¢és Tischler, 1976; Greene, 1984). Ezen valtozdsok hatterében lezajlo biokémiai
események intenziv kutatas targyat képezik.

A PCl12 sejtek novekedési faktor fiiggd sejtek, melyek talélése az optimalis
mennyiségben jelenlevé neurotrofinok fliggvénye. Ezeket a sejteket szérumot tartalmazo
médiumban tenyésztik, amelyben az Osszes sziikséges novekedési faktor jelen van. Szérum
hidnyaban a sejtek apoptotizalnak. Az NGF differenciaciot okoz6 hatasan kiviil a PC12 sejtek

tulélésében is szerepet jatszik, mivel kivédi a szérum megvonas indukalta apoptdzist (3. abra).

NGF NGF
|

¢ PC12

szérum éheztetés -
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DIFFERENCIACIO APOPTOZIS
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sejtfelszini receptoron keresztiil fejti ki hatasat (Szeberényi és Erhardt, 1994; Frade és Barde,
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1998; Friedman és Greene, 1999). A kis affinitasi NGF receptor (p75NTR) egy katalitikus
aktivitassal nem rendelkezd sejtfelszini glikoprotein. Szerepe az NGF jelatvitelében nem
teljesen tisztazott, valoszintlileg a nagy affinitdsi NGF receptor részét képezi (Barbacid, 1993).
A proto-onkogén TrkA (p14OTrk) a nagy affinitas receptor, a receptor fehérje tirozinkinazok
csaladjaba tartozik. Az NGF kotés a TrkA fehérje dimerizaciojat €s tirozin aminosavakon
torténd autofoszforilaciojat valtja ki, ami kotéhelyeket hoz létre az SH2 (Src homologia 2) és
PTB (foszfotirozin ko6té) domént tartalmazod adapter fehérjék, az Shc és/vagy a Grb2
(novekedési faktor receptor kotd protein 2) szamdra. Mivel a Grb2 az SOS guanin nukleotid
kicseréld faktorral stabilan kapcsolodik, az Shc/Grb2/SOS komplex a plazma membranhoz
transzlokalodik, aminek eredményeképpen a Ras GTP-kotott allapotba keriil (McCormick,
1993; Downward, 1994) (4. abra).

3.2.1. A Ras fehérjék szerepe

A Ras fehérjék tobb jelatviteli Ut kapcsolddasi pontjdban éallnak, mivel sok kiilonb6z6
extracellularis hatasra aktivalédnak, mint pl. novekedési faktorok, citokinek, hormonok és
neurotranszmitterek. A ras géncsalad tagjai minden eukariota sejtben expresszalodo proto-
onkogének. Ezek kicsi, 21 kDa molekulasulyu, plazmamembranhoz kotott fehérjéket kodolnak.
A 3 eml6s ras gén fehérje terméke a nagy mértékben konzervalt Ha-Ras, Ki-Ras és az N-Ras
fehérjek (Hall, 1990). Ezek a fehérjek fiziologidsan guanin nukleotidokat kotnek és GTP-az
aktivitassal rendelkeznek. Egy aktiv, GTP-kotott €s egy inaktiv, GDP-kotott allapotban lehetnek
jelen. Guanin nukleotid kicserélé faktorok (GEF; SOS1/2) az aktiv GTP-kotott forma
kialakulasat segitik eld, a Ras GTPaz aktivalo fehérjék (GAP; NF1-GAP) pedig az inaktiv GDP-
kotott allapot kialakitasaért feleldsek (Barbacid, 1993).

A Ras proliferacioban jatszott szerepét NIH3T3 sejtekben irtdk le eldszor (Feig és
Cooper, 1988; Cai ¢és mtsai, 1990; Stacey ¢és mtsai, 1991). PC12 sejteket vizsgélva
az NGF indukalta neurit novekedés abszolut Ras-fliggd (Szeberényi és mtsai, 1990; Cowley ¢€s
mtsai, 1994). Konstitutivan aktiv Ras fehérjék expresszidja PC12 sejtek morfologiai

------

antitest mikroinjekcidjaval vagy dominans negativ Ras mutans fehérjével. A mutans p21 fehérje
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(Ha-Ras Asn-17) GDP kot aktivitasa jelentdsebb a GTP kotésnél és interferal az endogén Ras
fehérjék funkcidjaval a guanin nukleotid kicseréld faktorért vald versengésben. Szamos
laboratorium megallapitotta, hogy a Ras/Raf/ERK ut aktivacidja sziikséges és elégséges a
neurondlis differenciacié indukcidjahoz ebben a modell rendszerben (Cowley €s mtsai, 1994;
Szeberényi ¢és Erhardt, 1994).

Az aktiv, GTP kotott Ras-nak szamos célfehérjéje ismert, koztiikk a PI 3-K, Raf, MEKK
¢s az AF6, amely arra utal, hogy a Ras fehérje tobb jelatviteli folyamatban is szerepet jatszik. A

legjobban karakterizalt effektor a Raf, amelynek aktivacidja a ERK kaszkad utat inditja el.

3.2.2. A fehérjekinaz kaszkad aktivacioja

A Raf szerin/treonin kinaz a citoplazmabdl a plazmamembranhoz transzlokalodva
komplexet képez az aktivalt Ras fehérjével (McCormick, 1994). A Raf aktivacigjat kdvetden két
MAPKK-t (MEK1 ¢és MEK?2) foszforilal és aktival. Az aktivalt MEK fehérjék kettds
specificitasu kindzok ¢€s igy treonin és tirozin aminosavakat is foszforilalnak két MAPK fehérjén
(p42MAPK/ERK2 és p44MAPK/ERK 1), amelyek transzlokalodnak a sejtmagba és transzkripcids
faktorok foszforilaciojaval génexpresszios valtozasokat indukalnak (Wilson, 1994; Waskiewicz

¢s Cooper, 1995; Seger és Krebs, 1995; Marshall, 1995; Garrington és Johnson, 1999) (4. abra).

3.2.3. Génexpresszios valtozasok

Novekedési faktorok, masodlagos messengerek, neurotranszmitterek hatasara
fehérjeszintézistdl fliggetleniil transzkripciondlisan aktivalodnak az u.n. korai valasz gének a
legkiilonbozébb szdvetekben és sejtvonalakban. Kozel 20 ezek koziil transzkripcids faktort
kodol, amelyek "harmadlagos messengerként" hatva kdzvetitenek a masodlagos messengerek
altal szabalyozott fehérjekinazok €s a fenotipusért felelds célgének kozott.

PC12 sejtek NGF kezelése kiilonb6z6 gének aktivaciojat hozza létre, amelyek két
csoportba sorolhatok: korai valasz gének és késoi valasz gének (Greenberg és mtsai, 1985;
Leonard ¢és mtsai, 1987; Velculescu és mtsai, 1995; Szeberényi, 1996; Angelastro és mtsai,
2000). A korai valasz génekre (pl. c-fos, zif268, c-jun, junB) jellemzd, hogy NGF kezelést

kovetden az aktivacidjuk gyors és atmeneti. Aktivaciojuk valoszinlileg a mar meglevod
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transzkripcids faktorok foszforilacigjaval torténik. Ezen gének géntermékei is gyakran
transzkripcids faktorok, amelyek a késobb aktivalodo késoi valasz gének szintézisét kozvetitik
fehérjeszintézis fliggd moédon (McMahon és Monroe, 1992; Karin és Hunter, 1995; Hill és
Treisman, 1995). A késoi valasz gének (pl. tranzin, SCG10) altal kodolt fehérjék kozvetleniil

felelosek a novekedési faktorok altal kozvetitett fenotipus valtozasokért (Matrisian, 1990).

TrkA -
B S e
Gl"@ RGSGDP —_— RGSGTP
Tss —
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MAPKKK (MEKK) T

MAPKK (MEK)
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MAPK (ERK)

KORAI-VALASZ GENEK

l

KESOI-VALASZ GENEK

l
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4. dbra. A Ras/Raf/ERK jelatviteli ut.
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4. A SEJTTULELES JELATVITELE

4.1. A Pl 3-K aktivacioja

Novekedési faktorok hatasara a tirozinkindz transzmembran receptor tirozin
aminosavakon autofoszforilalodik és ez a PI 3-K receptorhoz kotédését idézi el6. A
regulatorikus (p85) ¢és katalitikus (p110) alegységbdl allé PI 3-K ezutan membranhoz kotott
foszfatidilinozitolokat foszforildl az inozitol gylri D3-as pozicidjadban. A keletkezd
foszfatidilinozitol 3,4 biszfoszfat [PI (3,4) P,] és a foszfatidilinozitol 3,4,5 triszfoszfat [PI

(3,4,5) P3] masodlagos messengerként hatva kiilonboz6 fehérjéket aktivalva indit el jelatviteli

kaszkadokat (Chan és mtsai, 1999).

4.2. A Pl 3-K szerepe a sejttalélésben

A Pl 3-K szerepérdl az apoptdzis jelatvitelében eldszér Yao és Cooper kozolt
eredményeket (Yao és Cooper, 1995a). Ebben a munkaban PC12 sejtek novekedési faktor fiiggd
tulélését tanulmanyoztak és megallapitottak, hogy a PI 3-K aktivitas gatlasa felfiiggesztette az
NGF sejttalélést kozvetitd hatasat. PC12 sejteket PDGF receptor olyan mutansaval
transzfektaltak, amelyben a receptor aktivalasdhoz sziikséges specidlis tirozin aminosavakat nem
foszforilalhat6 alanin aminosavra cseréltek és azt talaltak, hogy a Pl 3-K aktivalasa sziikséges és
elégséges a PDGF medidlta tuléléshez ezekben a sejtekben. A PI 3-K aktivitdsanak
szlikségességét a novekedési faktor fiiggd tulélésben sok mas kiilonbozd novekedési faktor
fiiggé sejtvonalban is kimutattak, koztiik: fibroblasztokban, hematopoetikus sejtekben,
epitelidlis sejtekben és elsddleges neuronokban (Yao és Cooper, 1995b; Erhardt és Cooper,

1996; Datta és mtsai, 1999).
4.3. Az Akt szerepe a sejttulélésben
Az Akt kiilonb6z6 novekedési faktorok hatasara aktivalodik, mint pl. NGF, PDGF, EGF,

inzulin. Kiilonb6zé kutatdé csoportok eredményei alapjan valoszintisithetd, hogy a PI 3-K

szerepet jatszik az Akt aktivacigjdban. Az Akt novekedési faktorokkal torténd aktivacioja
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gatolhato PI 3-K gatloszerekkel (wortmannin, LY294002) és a Pl 3-K dominans negativ
formajanak expresszidjaval. Az Akt szerepét a PI 3-K jelatvitelben els6dleges neuronok
tranziens transzfekcidjaval bizonyitottak. A dominans negativ Akt apoptdzist indukalt inzulinnal
kezelt sejtekben, mig az aktiv Akt overexpresszioja kivédte a ndvekedési faktorok megvonasa
vagy a Pl 3-K gatlasa kovetkeztében eldidézett apoptozist (Dudek és mtsai, 1997). Sok mas
tanulmany is bizonyitotta, hogy szamos sejtvonalban a konstitutivan aktiv Akt overexpresszidja
gatolja a kiilonb6z6 hatasra (pl. UV sugarzas, DNS kérosodas, sejtciklus zavarok, anti-Fas

antitest kezelés, TGF[ kezelés) kialakuld apoptdzist (Datta és mtsai, 1999).

4.3.1. Az Akt szerkezete

Az akt gént az AKTS8 retrovirus onkogénjeként azonositottak eldszor. A viralis akt
onkogén egy fizids fehérjét kodol, amely virusbol szarmazd Gag és cellularis Akt szekvenciakat
tartalmaz. A cellularis akt gén egy citoplazmatikus, minden sejtben expresszalodo szerin/treonin
fehérjekinazt kodol. Az Akt az irodalomban még Proteinkindz B (PKB) vagy Proteinkindz A-
hoz és Proteinkinaz C-hez hasonl6 proteinkindz (RAC-PK) néven is ismert, ez utobbi elnevezés
hasznélata nem terjedt el. Az emlds Akt fehérjecsaladnak 3 ismert tagja van (Aktl, Akt2, Akt3),
amelyek kiilonbozéképpen expresszalodnak mind az mRNS, mind fehérje szinten. Az Akt
fehérjecsalad tagjai rendelkeznek egy PH (pleckstrin-homologia) doménnel az amino terminalis
végen, amely lipid-fehérje és/vagy fehérje-fehérje kolcsonhatasokban jatszik szerepet. A fehérje
ko6zEépsd részén levd kindz domén szerin €s treonin aminosavakat foszforilal célfehérjéken. A
fehérje karboxi termindlis részén egy hidrofob, prolinban gazdag farok domén talalhaté (Datta

¢s mtsai, 1999).

4.3.2. Az Akt aktivalodasa

crer

crer

Akt konformacié valtozésat idézi eld, amely lehetdvé teszi, hogy konstitutivan aktiv 3-

foszfoinozitol-dependens fehérjekinazok (PDK-1 és PDK-2) foszforilaljak a molekula k6zépso,
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kindz domén részét illetve a karboxi termindlis véget (5. dbra). Az aktiv, foszforilalt Akt

kiilonb6z6 szubsztratok foszforildciojan keresztiil kozvetiti a sejttalélés jelatvitelét (Datta és
mtsai, 1999).

Novekedési faktorok

PI3.4.5P: pre3 4p,

< PH /DKI PDK2
kindz — farok
részlegesen aktiv Akt

lThr308 Thr473
PH || farok

§ ) @ P
kinaz PH — kinaz — farok

inaktiv Akt

aktiv Akt

5. ébra. Az Akt PI 3-K dependens aktivaciojanak mechanizmusa.

4.4. Akt szubsztratok

Az Akt konszenzus foszforilacids szekvencia nagyon sok emlds fehérjében megtalalhato,
amelyek koziil néhanyrol bizonyitott, hogy a PI 3-K/Akt jelatviteli utban a sejttalélést
szabalyozza. Ezek: Bad, kaszpaz 9, Forkhead transzkripcios faktor, CREB, IKKa, és a glikogén
szintaz kinaz-3 (GSK-3) (6. abra).
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O Novekedési faktorok

PI 3-Kinaz

/ Al \/
Bad GSK-3
kaszpaz 9
aszpd CREB TkKa
Forkhead TF
eIF2B
SEJTTULELES

6. abra. A PI 3-K/Akt sejttulélést kdzvetito jelatviteli Git szubsztratjai.

4.4.1. Bad

A Bcl-2 csalad proapoptotikus tagjardl, a Bad-rél irtak le elészor, hogy az Akt altali
foszforilacidja szerepet jatszik az apoptozis szabalyozasaban. Novekedési faktorok hianydban a
Bad foszforilalatlan formaja kozvetleniil kapcsolodik az antiapoptotikus Bcl-2 csalad tagjaival,
mint pl. a Bcl-x. fehérjével. Novekedési faktorok hatasara a Bad két helyen (Ser-112 és Ser-
fehérjével valo Osszekapcsolodasat eredményezi. A foszforilalt Bad igy nem okoz apoptozist,
hanem a sejt tulélését biztositja (Datta és mtsai, 1997; delPeso és mtsai, 1997) (7. abra). Az Akt
a Ser-136 helyet foszforilalja, annak ellenére, hogy a Ser-112 is Akt foszforilacios hely.
Konstitutivan aktiv Akt kotranszfekcidja Bad-el a Ser-136 foszforilaciojanak fokozodasat

eredményezi, mig a dominans negativ Akt gatolja a transzfektalt Bad foszforilacidjat ugyanezen
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a helyen. A Ser-112 novekedési faktorok altal indukalt foszforilaciojat a MEK-MAPK ut
szabalyozza, a fehérjekinaz valoszinileg a pp90 riboszomalis S6 kinaz. A cAMP-fiiggd
proteinkindz A (PKA) a citokin indukalta Ser-112 foszforilacioért tehetd felelossé. EGF hatasara
is leirtak a Bad PKA-fligg6 foszforilaciojat (a Ser-155 aminosavon), ami a Pl 3-K/Akt jelatviteli
uttol fliggetleniil anti-apoptotikus hatast kozvetit (Zhou és mtsai, 2000). A Bad nem
expresszalodik minden sejtvonalban, ezért valosziniisithetd, hogy tovabbi Akt szubsztratok is

szerepet jatszanak az apoptdzis szabalyozasaban.

O + novekedési faktor

APOPTOZIS SEJTTULELES

7. ébra. A Bad novekedési faktor indukalta foszforilacidja és inaktivacioja.
4.4.2. Kaszpaz 9

Sokféle apoptotikus stimulus hatasara citokrom C kiaramlés torténik a mitokondriumbol
a citoszolba. Itt a citokrom ¢ az Apaf-1 (apoptozist aktivald faktor) fehérjével kapcsolodik és a
pro-kaszpaz 9 proteolizisét és aktivaciojat idézi eld. Az aktiv kaszpaz 9 ezek utdn hasitja és
aktivalja a pro-kaszpaz 3 fehérjét, aminek hatasara beindul az apoptdézishoz vezetd kaszpaz
kaszkad (Budihardjo és mtsai, 1999) (8. abra).

Az Akt foszforilalja a kaszpaz 9-et, ami valdsziniileg csokkenti a fehérje katalitikus
aktivitdsat. A kaszpaz 9 foszforilacidjanak funkciondlis kovetkezménye, hogy az Akt

overexpresszioja blokkolja a citokrom ¢ medialta kaszpaz 9 aktivaciot in vitro. Ez az eredmény
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azt sugallja, hogy az Akt képes blokkolni az apoptozist a citokréom € kidramlas utan (Cardone és
mtsai, 1998). Az Akt foszforilacids szekvenciat azonban csak az emberi kaszpaz 9 tartalmazza,
mas fajokbol szarmazd kaszpaz 9 nem (Fujita és mtsai, 1999), ezért a sejttalélés

szabalyozasaban a kaszpaz 9 foszforilacidja valoszintileg nem kdzponti jelentoségii.

Apoptotikus szigndl

szérum megvonds
PI 3-K gatlds

UV sugdrzds
szubsztratok

\

Apoptozis
mitokondrium

8. abra. A mitokondriumbdl kidramlé citokrém ¢ hatasara aktivalodo kaszpaz kaszkad.
4.4.3. Forkhead transzkripcios faktor

Az apoptdzis indukcidjahoz aktiv transzkripcid sziikséges sokféle sejttipusban. Az Akt
sejttulélés szabalyozdsanak egyik lehetséges moddja, hogy a sejthaldlban szerepet jatszo gének
aktivaciojat modositja. Ezt az a megfigyelés tdmasztja ala, hogy az Akt ndvekedési faktorokkal
valo aktivacidja utdn 30 perccel levalik a plazmamembran belsé felszinérdl, ahol kezdeti
aktivacidja tortént és a sejtmagba transzlokalddik. Itt transzkripcids faktorok aktivitasat
foszforilacioval modositja. Nemrégiben bizonyitottak, hogy az Akt hatdsosan foszforildlja az
emberi Forkhead transzkripcids faktor csaldd tagjait. Novekedési faktorok jelenlétében az Akt

foszforilalja a Forkhead fehérjéket. A foszforilalt fehérjék a 14-3-3 fehérjéhez kotddve a
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citoplazmaban maradnak ¢€s sejttulélést kozvetitenek. Novekedési faktorok hianyaban az Akt
inaktiv és igy a Forkhead fehérjék foszforildlatlan formaban a sejtmagba transzlokdlodnak és
specifikus DNS szekvencidkhoz kotddnek. Az igy indukalt géntermékek pl. a Fas ligand
autokrin vagy parakrin modon sejtfelszini receptorhoz kétédve egy kaszkad folyamatot indit el,

ami apoptozishoz vezet (Brunet és mtsai, 1999; Kops és mtsai, 1999) (9. abra).

A.
\O/ + novekedési faktorok
D[ﬂ FCISL
aszpé@
h ¢ 2
B.

Halal gének
TR (pl . Fas Ligand)

v
'
APOPTOZIS

9. abra. Az Akt a Forkhead transzkripcids faktor csalad foszforilacidjaval halal gének

expressziojat szabalyozza.
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4.4.4. CREB

Az Akt a Forkhead csalad tagjain kiviil egyéb transzkripcids faktorok aktivitisat is
szabalyozza. A CREB fehérjét az Akt in vitro ¢és in vivo is foszforildlja a Ser-133-as
aminosavon. A foszforilaci6 a CREB fehérje CBP-hez (CREB koto fehérje) vald kotodését
stimulalja és igy noveli a CREB-medialta transzkripciot (Du és Montminy, 1998). Az Akt a
CREB foszforilacidjan keresztiil fokozott Bcl-2 promoter aktivitdssal stimuladlja a talélést

(Pugazhenthi és mtsai, 2000).

4.45. IKKa

Az NFkB egy ubikviter heterodimer transzkripcios faktor, amely a citoplazméban az IxB
fehérje csaldad tagjaival komplexet képez. Az IxkB foszforildcidja szignalt jelent az
ubikvitinalashoz és proteoszoma medialta degradaciohoz vezet. Ezaltal az NFkB felszabadul, a
sejtmagba transzlokalodik, ahol célgéneket aktival. Az NFkB altal szabalyozott gének még nem
teljesen ismertek, de kozéjiik tartoznak az antiapoptotikus Bcl-2 csaladbol a Bfl-1/A1 és a
kaszpaz gatldo c-IAP1 és c-IAP2. Az kB foszforildciojat egy fehérjekinaz kaszkad végzi,
amelyben az IKKa és IKKP jatszik szerepet. Kisérleti eredmények bizonyitjak, hogy az Akt
aktivacioja PDGF ¢és TNF (tumor nekrozis faktor) kezelésre sziikséges és elégséges az NFkB
transzkripcids aktivitdsanak noveléséhez. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy TNFa
kezelésre az Akt foszforilalja és ezaltal inaktivalja az IKKa-t, ami NFkB aktivacidhoz vezet
(10. éabra). Az Akt IKK komplexet szabilyoz6 mechanizmusa még vitatott az irodalomban
(Ozes és mtsai, 1999; Romashkova és Makarov, 1999; Kane és mtsai, 1999; Madrid és mtsai,

2000).
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Apoptézis

— Degraddcié
/

Aktivacié

10. abra. Az Akt az NFkB aktivacigjaval gatolja az apoptdzist.

4.4.6. Glikogén szintaz kinaz-3 (GSK-3)

Az Akt els6ként azonositott fiziologias szubsztratja a GSK-3 volt (Cross és mtsai, 1995),
amelyet inzulin kezelésre a glikogén szintézist szabalyozo enzimként fedeztek fel el@szor
(Welsh és mtsai, 1996). A GSK-3 minden sejtben expresszalodd szerin/treonin fehérjekinaz,
amelynek emlés sejtekben két izoformaja van: az 51 kDa GSK-3a és a 47 kDa GSK-3p.
Novekedési faktorok hatidsara a GSK-3 foszforilalodik, amely aktivitdsanak gatlasahoz vezet. A
GSK-3 foszforilacioja és inaktivalasa inzulin hatasara PI 3-K fliggd, mivel PI 3-K gatlok a
folyamatot gatoljak. Ezen tulmenden az is bizonyitott, hogy a GSK-3 inaktivacidja az Akt

foszforilacid kovetkezménye (Cross és mtsai, 1994; Cross €s mtsai, 1995).
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A GSK-3-nak szerepe van a sejthaldl szabalyozasdban Dictyosteliumban (Harwood és
mtsai, 1995) és a Wnt jelatviteli it komponense, amely jelentds szerepet jatszik a Drosophila és
Xenopus fejlddésében (Siegfried és mtsai, 1992; Dominguez és mtsai, 1995).

A GSK-3-nak nagyon sok szubsztratja ismert, koztiik metabolikus enzimek (glikogén
szintdz, piruvat dehidrogendz, ATP-citrat 1idz), transzkripcios faktorok (c-Myc, L-Myc, c-Jun,
JunB, JunD, Myb, CREB), eukariota transzlacios iniciacios faktor 2B (elF2B), a citoszkeleton

fehérje tau, B-katenin €s a sejtciklust szabalyozo ciklin D1 (Welsh és mtsai, 1996).
4.5. Az eukariota transzlacids iniciacios faktor 2B jellemz6i

Az eukariota transzlacios iniciacios faktor 2B (eIF2B) fehérje 5 alegységbdl all (o 32
kDa, B 40 kDa, vy 55 kDa, & 65 kDa, € 82 kDa). Fiziologias feladata, hogy a transzlacid
iniciacidja soran az elF2 iniciacids faktor guanin nukleotid kicseréld faktoraként miikkddik. Az
elF2 az iniciacido kezdetén GTP-kotott allapotban alkalmas az els6 Met-tRNS-el, egyéb
iniciacios faktorokkal és a 40S riboszoma alegységgel 1étrehozni az inicidciés komplexet. Az
iniciacié soran a GTP hidrolizalodik és az elF2 GDP kotott formaban valik le a komplexrdl.
Minden inicidcidés folyamat végén az aktiv GTP kotott elF2-nek regeneralodnia kell az
elF2.GDP kotott formabdl, amelyhez az elF2B nukleotid kicseréld aktivitasa sziikséges. Mivel
az elF2 minden iniciacios folyamathoz sziikséges, az elF2B aktivitdsanak szabalyozéasa az egész
transzlacid inicidciojat befolyasolja (11. dbra).

GTP

6DbP

eIF2.6DP » eIF2.6TP

P. Met-1RNS,

egyéb faktorok
inicidciés komplex ¢—————— eIF2.GTP.Met-1RNS,

40S alegység

11. abra. Az elF2B szerepe a transzlacio inicidcidjaban.
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Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy inzulin hatasara az elF2B aktivalodik, egy PI 3-K
fliggd uton keresztiil. Az elF2B ¢ alegységét tobb enzim foszforilalja; a kazein kinaz-1. és II.
foszforilacigja aktivald hatast, mig a GSK-3 foszforilacio hatdsira az elF2B inaktivalodik

(Welsh és mtsai, 1998).
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5. CELKITUZESEK

Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a Ras-fiiggd és Ras-fliggetlen jelatviteli
utak kozotti  Osszefliggéseket és tanulmanyozzuk a kiillonbdzé szerin/treonin-specifikus

fehérjekinazok altal kozvetitett jelaviteli utakat a génexpresszio szintjén PC12 sejtekben.

1. A génexpressziod szerepének vizsgalata a neuronalis differenciacidban. Vizsgaltuk az NGF és
kiilonb6z6 masodlagos messenger analég (dbcAMP, forbol észter TPA, ionomicin)
kombindciok hatasara bekovetkezd korai és késdi gének expressziojat vad tipusa PCI12

sejtekben és a mutans Ras fehérjét kiilonbozé mértékben expresszald PC12 szubklonokban.

2. Korai-valasz gén termékek enhancer-koté aktivitdsanak stimulacidja NGF és masodlagos

messengerek hatdsara.

Novekedési faktor-fiiggd sejtek tulélésének szabalyozasa a PI 3-K/Akt jelatviteli iiton
keresztiil valosul meg. Az Akt elsdként azonositott fiziologias szubsztratja a glikogén szintaz
kinaz-3 (GSK-3) volt, amelynek aktivitasa foszforilacioval gatolhat6d. Kisérleteinkben azt
vizsgaltuk, hogy a GSK-3 milyen szerepet jatszik a sejttulélés szabalyozasdban. A GSK-3
szubsztratjai kozé tartozik az elF2B, amely a transzlacid iniciacidjanak fontos szabalyozo
fehérjéje, ezért vizsgaltuk, hogy a fehérjeszintézis szabalyozésa szerepet jatszik-e a
sejttulélésben. Kisérleteinkhez PC12 és Rat-1 patkany fibroblaszt sejteket hasznaltunk, mivel
mindkettdben a sejttulélés szabalyozasa PI 3-K fiiggd folyamat.

1. Trodalmi adatok alapjan ismert a sejttulélés szabalyozdsdban az NGF apoptozist kivédod
hatasa, amely a PI 3-K/Akt jelatviteli uton keresztiil valosul meg. Mivel az Akt foszforilacidja a
GSK-3 aktivitasdnak gatlasat hozza létre, ezért azt vizsgaltuk, hogy NGF kezelés hatisara
csokken-e a GSK-3 aktivitasa.

2. Tranziens transzfekcids vizsgalatokat végeztiink annak igazolasara, hogy az aktiv GSK-3

overexpresszidja okoz-e apoptdzist.
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3. Kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy a GSK-3 altal eldidézett apoptozis kivédhetd-e az apoptdzis
ismert gatldszereivel (dominans negativ mutans p53 kotranszfekcidja, CPP32 kaszpaz inhibitor,

Bcl-2 vagy Bcl-x_ kotranszfekcioja).

4. Tanulmanyoztuk, hogy a GSK-3 aktivitas sziikséges-e a Pl 3-K indukalta apoptdzishoz.

5. Mivel a fehérjeszintézis 1étfontos fizioldgias folyamata a sejtnek, megvizsgaltuk, hogy a
transzlacid szabalyozasa szerepet jatszik-e a sejttulélés jelatvitelében. Célul tiztiikk ki, hogy
tanulmanyozzuk az elF2B ¢ alegység GSK-3 altali inaktivalé foszforilacidjanak hatasat a
sejttilélés szabalyozasaban. Vizsgaltuk a GSK-3 altal nem foszforildlhatdé mutins elF2B
(S535A elF2B) hatasat a GSK-3 indukalta, a PI 3-K gatlasa ill. a szérum megvonas okozta

apoptozisra.

6. Vizsgaltuk, hogy a mutans S535A eIF2B kivédi-e a Pl 3-K gatlas kovetkeztében kialakulo

fehérjeszintézis gatlast.

7. Vizsgaltuk, hogy a transzlaci6 gatlasa okoz-e apoptozist. Kisérleteinket egy ismert
fehérjeszintézis gatloszerrel, a cikloheximiddel végeztikk. Kisérleteket végeztink arra
vonatkozdan is, hogy milyen hatasa van a mutans S535A elF2B-nek a cikloheximid indukélta

apoptozisra.

8. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy tobb apoptotikus szigndl (szérum megvonas, PI 3-K
gatlas, UV sugarzas) citokrom C kidramléast indukdl a mitokondriumbol, amely egy kaszpaz
fehérjebonto kaszkad aktivalasaval indukal apoptozist. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a
transzlacid gatlasa okoz-e citokrom c kidramlast, ill. milyen hatasa van a mutans S535A elF2B-

nek erre a folyamatra.
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6. ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Sejtkultirak

PC12 patkdny pheochromocytoma sejteket 10% foetdlis borjii szérumot és 5%

l6szérumot tartalmazd6 DMEM médiumban, a Rat-1 patkdny fibroblaszt sejteket 10%
borjuszérumot tartalmazé6 DMEM médiumban tenyésztettiink.
Kisérleteinkhez mutdns Ras fehérjét kiilonbozé mértékben expresszalo, stabilan transzfektalt
PC12 szubklonokat is hasznaltunk; a Ha-Ras Asn-17 mutans fehérjét alacsony koncentraciéban
expresszaldo Z-M17-5 és a Ha-Ras Asn-17 mutans fehérjét magas koncentracidban expresszalod
M-M17-26 sejteket.

A sejteket a kovetkezO anyagokkal kezeltiik a génexpresszios vizsgalatokhoz: NGF (50
ng/ml), dbcAMP (0.5 mM), tetradekanoil forbol acetat (TPA; 20 nM), ionomicin (0.25 uM), az
apoptozis vizsgalatokhoz: NGF (100 ng/ml), LY294002 (50 puM), wortmannin (100 nM),
CPP32 gatlo (DEVD-CHO, 100 uM), cikloheximid (CHX, 10 pg/ml).

6.2. Northern blot

PC12 szubklonokat a kiiiltetés utdni napon 24 o6rdig 0.5% loszérumot tartalmazo
médiumban tenyésztettiink. Ezutdn a sejtek 30 perces ill. 24 o6ras kombinacids kezelésben
részesiiltek, majd teljes citoplazmatikus RNS-t izolaltunk. Radioaktivan jeldlt c-fos, zif268,

nur77 ill. tranzin probakkal Northern blot hibridizaciét, majd autoradiografiat végeztiink.
6.3. Mobility shift analizis
PC12 szubklonokbdl 1 orés kezelést kdvetden sejtmag extraktumot izolaltunk, amelyet

radioaktivan jeldlt oligonukleotid prébakkal inkubdltunk. A DNS-fehérje komplexeket

elektroforézist kovetden autoradiografiaval vizsgaltuk.
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6.4. GSK-3 kinaz aktivitasanak meghatarozasa

PC12 sejteket a kiiiltetés utani napon 24 o6raig 0.5% 16 szérumot tartamaz6é médiumban
tenyésztettiink. Ezutan a sejtek 5, 15 vagy 30 perces NGF kezelésben részesiiltek, LY294002
vagy wortmannin elékezeléssel illetve anélkiil. A sejtekbdl fehérje extraktumot készitettiink,
majd GSK-3 antitesttel immunprecipitaciot végeztiink. A GSK-3 kinaz aktivitast in vitro kinaz
reakcidban hataroztuk meg, ahol szubsztratként foszfoglikogén szintaz peptidet hasznaltunk. A

beépiilt radioaktivitast folyadék szcintillacids szdmlaloval hatdroztuk meg.

6.5. Tranziens transzfekcid

PC12 ill. Rat-1 sejteket poli-L-lizinnel kezelt fedélemezre iiltettiink ki 24 oraval a
transzfekcid el6tt. A tranziens transzfekciokhoz Lipofectamine reagenst (Life Technologies,
Inc.) hasznaltunk, a gyartd cég leirasa alapjan. A transzfekciokat 1 png expresszios plazmiddal
végeztiik el, amellyel kotranszfektaltunk 1 pg z6ld fluoreszcens fehérjét expresszald plazmidot
is. A transzfekcid utan 2 nappal a sejteket fixaltuk és a sejtmagokat DNS-koto festékkel, a
Hoechst-el festettiik meg. A transzfektalt sejteket a zold fluoreszcencia alapjan fluoreszcens
mikroszkoppal azonositottuk és az apoptotikus sejtmagokat a jellegzetes morfologia alapjan
szamoltuk meg. Kisérletenként minden expresszios vektorral atlagosan 100-150 transzfektalt

sejtet szamoltunk meg.
6.6. Pontmutacio létrehozasa iranyitott mutagenezissel

A patkany elF2B ¢ alegységének iranyitott mutagenezisét a QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit-el (Stratagene) végeztiik el, a gyart6 cég leirasa alapjan. Az 535-0s pozicioban
levd szerint (amely a GSK-3 foszforilaciés hely a patkdny elF2B € alegységének
szekvencidjaban) cseréltiik alaninra. A pontmutaci6 ellendrzése szekvenalassal tortént.

6.7. Sejtek szortirozasa aramlasi citométerrel

PC12 sejteket 100 mm-es lemezre iltettiink ki a transzfekciot megel6z6 napon. A
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tranziens transzfekciokat 4 ng kontroll, vad-tipusa elF2B ill. mutans eIF2B (S535A eIF2B)
expresszios plazmidokkal és 4 pg z6ld fluoreszcens fehérjét expresszald plazmiddal (pEGFP-
C1) végeztik el. A transzfekcido utan 1 ill. 2 nappal a sejteket tripszineztiik, majd zold
fluoreszcencidjuk alapjan 4aramlési citométerrel szortiroztuk. A legintenzivebben zdlden
fluoreszkalé sejteket kiiiltettik és masnap LY294002-vel kezeltiik, majd **S-metionin jeldlést

kovetden fehérjeszintézisiik aktivitdsat TCA precipitacidval hataroztuk meg.
6.8. Fehérjeszintézis vizsgalata

PC12 és Rat-1 sejteket 100 mm-es lemezre iltettiink ki a kezelést megel6z6 napon. A
sejteket  cikloheximiddel (CHX) kezeltik, majd S-metionin jelolést  kovetden

fehérjeszintézisiik aktivitdsat TCA precipitacioval hataroztuk meg.
6.9. Citokroém ¢ immunhisztokémia

PC12 sejteket poli-L-lizinnel kezelt fed6lemezre iiltettiink ki, majd masnap LY294002-
vel vagy CHX-el kezeltiik. A sejtek fixalasat és permeabilizalasat kovetden anti-citokrém c
antitesttel immunhisztokémiat végeztiink. A masodik antitest CY3-konjugalt anti-egér IgG volt.
A kontroll sejtekre a lokalizalt fonalszerli festédés volt jellemzd, mig a mitokondriumbdl

kiaramlott citokrom C hatasara homogén, diffiz festddést figyeltiink meg.
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7. EREDMENYEK

Az NGF-indukalta génexpresszid Ras fiiggésének vizsgalatdhoz dominans negativ
mutans Ras fehérjét expresszalé PC12 szubklonokat hasznaltunk. A mutans fehérje (Ha-Ras
Asn-17) a guanin nukleotid kicseréld faktort szekvesztralja, igy hatékonyan gatolja az endogén
Ras fehérje NGF receptoron keresztiili aktivaciojat. A mutans fehérje magas szintje gatolja az
NGF indukalta korai és késdi génexpressziot, mig alacsony koncentracidja esetén bizonyos
korai gének expresszidja normalis. A Ha-Ras Asn-17 fehérjét expresszalo PC12 szubklonok
(M17 szubklénok) jellemzdje, hogy NGF stimuldcié hatdsara nem novesztenek neuritokat
(Szeberényi és mtsai, 1990), de a sejtek NGF és dibutiril-cAMP (dbcAMP) vagy NGF és a Ca™”
ionofor ionomicin kombindcids kezelése részleges differencidcios valaszt idéz eld (Szeberényi

¢és mtsai, 1992).

1. Korai valasz gének aktivacigja NGF és kiilonb6zé masodlagos messengerek kombinacios

kezelésére.

Kisérleteinkben korai valasz gének (c-fos, zif268 ¢és a nur77) expresszidjanak
onkogén leucin cipzar transzkripcids faktort kodol, amely a szintén leucin cipzar c-Jun
fehérjével heterodimert alkot. Ez az AP-1 transzkripcios faktor, melynek enhancer eleme
szamos gén, koztiik a c-fos és a c-jun promoterében is megtalalhato (Curran és Franza, 1988). A
zif268 gén terméke egy cinkujj transzkripcios faktor (Gashler és Sukhatme, 1995), mig a nur77
gén egy szteroid receptor csaladba tartozd fehérjét kodol (Hazel és mtsai, 1988). Ezen korai
valasz gének termékei, mivel kiilonb6z6 DNS-k6td helyekkel rendelkez6 NGF-indukalta
transzkripcids faktorok, kiilonb6z6 késdi valasz gének indukcidjat szabalyozzak.

Vad-tipusi PC12 sejteket és M17 szubklonokat (a Ha-Ras Asn-17 mutans fehérjét
alacsony koncentracidban expresszald Z-M17-5 és a Ha-Ras Asn-17 mutans fehérjét magas
koncentracioban expresszald M-M17-26 sejteket) NGF és harom masodlagos messenger analog
(dbcAMP, TPA, ionomicin) egyikének kombinacidjaval kezeltiilk, majd Northern blot analizist
végeztiink. Korabbi eredményeinkkel megegyezden azt tapasztaltuk, hogy a korai gének NGF

aktivacioja PC12 és az alacsony expresszidju Z-M17-5 sejtekben egyarant megtorténik, mig a
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magas expresszioju M-M17-26 sejtekben teljesen gatolt (I. melléklet, 1. abra). A c-fos és a
zif268 hasonld indukciot mutatott az NGF és masodlagos messenger analogok kombinacidjara.
A proteinkinizz A (dbcAMP), a proteinkinaz C (TPA), és a Ca''/calmodulin (ionomicin)
jelatviteli utak aktivacidja csak mérsékelt c-fos és zif268 indukciot okozott és az indukcio
mértéke az NGF-el valdo kombinacios kezelés hatasara 0sszegzddott. Ennek a két génnek az
indukcioja hasonld képet mutatott a PC12 és az alacsony expresszidju Z-M17-5 sejtekben és
indukciojuk teljesen gatolt volt a magas expressziojit M-M17-26 sejtekben. Ezzel ellentétben, a
nur77 gén expresszidja dbcAMP és TPA hatésara jobban indukalddott, mint NGF stimuléciora
mindharom sejtvonalban, amelynek hatdsdra az NGF+dbcAMP vagy NGF+TPA kombinacids
kezelés a nur77 erés indukciojat eredményezte a magas expresszioju M-M17-26 sejtekben is. A

kalcium ionofor ionomicin gyenge génindukcios hatdssal volt mindhdrom korai génre.

2. Korai valasz gén termékek enhancer-kotd aktivitasanak stimulacidja NGF és masodlagos

messengerek hatasara.

AP-1, Zif268 ¢és Nur77 kotéhelyeket tartalmazdé oligonukleotid probakkal
elektroforetikus mobility shift vizsgalatot végeztiink, hogy megvizsgaljuk a korai valasz gének
termékeinek DNS-hez valo kotddését NGF és kiillonbozé masodlagos messengerrel végzett
kombinacios kezelések hatasara. Az AP-1 és Zif268 kotdhelyek 1 6ras NGF stimulacio hatasara
maximalis aktivitdst mutattak (I. melléklet, 2. dbra), az AP-1 kotés még legalabb 6 6rdig magas
maradt, mig a Zif268 kotés 4 ords NGF stimulacid utan az alap szintre csokkent vissza
(Szeberényi, 1998). Az AP-1 és Zif268 kotést is stimulalta az NGF és mindhdrom masodlagos
messenger analdg, az NGF és masodlagos messenger kombinacids kezelésnek additiv hatdsa
volt. A vad-tipust PC12 sejtekbdl és az alacsony M17-expresszioju Z-M17-5 sejtekbol késziilt
extraktumok nagyon hasonld enhancer ko6t6 aktivitast mutattak, mig az M-M17-26 sejtekben a
dominans negativ Ras fehérje magas expresszidja miatt az NGF hatasa erdsen gatolt volt.
Kisérleteink alapjan megallapithatjuk, hogy az AP-1 és Zif268 specifikus probakkal végzett
elektroforetikus mobility shift vizsgalattal kapott eredményeink a Northern blot vizsgalattal
kapott eredményeinkkel Osszhangban allnak. Ez arra utal, hogy ezen korai géntermékek
poszttranszlacids szabalyozéasaban nincs lényeges kiilonbség a vad-tipusu és az alacsony M17-

expresszioju PC12 sejtek kozott. Jelen kisérleti koriilmények k6zott nem tudtunk sem alap, sem
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indukalhat6 Nur77 probahoz val6 kotést kimutatni.

3. A tranzin gén aktivacidja NGF ¢és kiilonb6zé masodlagos messengerek kombinacios

kezelésére.

A fenotipus valtozéasért felelds késéi valasz gének koziil a tranzin gén expresszidjat
vizsgaltuk kiillonb6zé PC12 szubklonjainkban. A tranzin egy szekretalt metalloproteinaz, amely
PCI12 sejtekben nem expresszalédik, de NGF hatasra fehérjeszintézis-fliggdé modon erdsen
indukalodik (Machida és mtsai, 1989). A tranzin gén NGF indukcidja er6sen Ras-fiiggd (.
melléklet, 3. dbra), expresszioja teljesen gatolt még a dominans gatld Ras fehérjét alacsony
szinten expresszald6 PC12 sejtvonalban is. Kisérleteinkben hasznalt méasodlagos messengerek
hatasara a tranzin gén nem indukélodik, de a proteinkindz A (I. melléklet, 3.A. dbra) vagy a
proteinkindz C (I. melléklet, 3.C. &bra) jelatviteli Ut stimulacidja szinergizal az NGF-jelatvitellel
a tranzin gén expresszidjaban. A szinergizmus megfigyelhet6 az alacsony M17-expresszor Z-
M17-5 sejtekben, de a magas M17-expresszor M-M17-26 szubklonban nem mutathatd ki a
tranzin gén expresszidja az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott. Az ionomicinnek

nem volt hatasa a tranzin gén expressziojara egyik sejtvonalban sem.

4. A GSK-3 aktivitasanak gatlasa a PI 3-K/Akt jelatviteli uton keresztiil valosul meg.

Irodalmi adatok alajan ismert, hogy novekedési faktor kezelés és a PI 3-K/Akt jelatviteli
ut serkentése a GSK-3 inaktivaciojat hozza létre. Ezért azt vizsgaltuk, hogy az NGF, amelyrol
ismert, hogy sejttulélést kozvetit a PI 3-K tton keresztiil (Yao és Cooper, 1995a), gatolja-e a
GSK-3 aktivitasat. PC12 sejteket NGF-el kezeltiink PI 3-K gatlo LY294002 vagy wortmannin
elokezeléssel illetve anélkiil. A GSK-3 antitesttel végzett immunprecipitaciot kovetden a kindz
aktivitasat in vitro kinaz reakcidban hataroztuk meg. Az NGF a GSK-3 kinaz aktivitas 30-40%-
os csOkkenését idézte eld (I1. melléklet, 1. dbra). A GSK-3 aktivitdsanak gétlasa kivédhetd volt a
Pl 3-K gatlo LY294002 illetve wortmannin eldkezelésével, amely arra utal, hogy az NGF
indukalta GSK-3 aktivitas csokkenés PI 3-K jelatviteli ut fliggd folyamat.
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5. Apoptdzis indukcidja GSK-3 overexpresszioval.

Mivel PC12 sejtek NGF kezelésckor a GSK-3 aktivitas csokken a PI 3-K ut
kozvetitésével, megvizsgaltuk, hogy az aktiv GSK-3 overexpresszidja okoz-e apoptozist.
Vizsgalatainkhoz PC12 és Rat-1 (patkany fibroblaszt) sejteket hasznaltunk, amelyekben a PI 3-
K kozponti szerepet jatszik a sejttulélés jelatvitelében (Yao és Cooper, 1995b). A sejteket
tranziensen transzfektaltuk egy zdld fluoreszcens fehérjét expresszald plazmiddal (GFP) és
kotranszfektaltunk vad-tipustt GSK-3 vagy domindns negativ R85 GSK-3p3 cDNS-t expresszalo
plazmidokkal. A transzfektalt sejteket z06ld fluoreszcencidjuk alapjan fluoreszcens
mikroszkdpban azonositottuk, az apoptotikus sejteket pedig a sejtmagok jellegzetes
morfologidja alapjan szdmoltuk meg Hoechst festést kovetden (II. melléklet, 2. dbra). A kontrol
sejteknek (amelyeket vagy csak az iires vektor plazmiddal vagy a dominans negativ GSK-3f3
plamiddal transzfektaltunk) kb. 20%-a volt apoptotikus mind a PC12, mind a Rat-1 sejtekben
(IT. melléklet, 3. abra). Ezzel ellentétben, mindkét sejtvonal esetén a sejtek 60-70%-a
apoptotizalt a vad-tipusu GSK-3p transzfekcidjat kovetden. Kontrollként vad-tipust és
dominéans negativ p53 fehérjét expresszald plazmidot transzfektaltunk, mivel az irodalombol
ismert az, hogy a vad-tipusu p53 apoptozist indukal, mig a dominans negativ p53 nem. igy
kisérleteinkbdl megallapithatd, hogy az aktiv GSK-3p overexpresszidja elegendd az apoptdzis
indukcio6jahoz.

Kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a GSK-3p altal eldidézett apoptozis
gatolhato-e az apoptozis ismert gatld szereivel. Dominans negativ p53 kotranszfekciojaval
kivédheté a GSK-3p altal eldidézett apoptdzis (II. melléklet, 4. dbra), amely aldtdmasztja a p53
szerepét a Pl 3-K gatlas kovetkeztében indukalddd apoptozisban mind PCI12 mind Rat-1
sejtekben (Erhardt és mtsai, 1997). A GSK-3 altal indukalt apopt6zis ugyancsak blokkolhato a
CPP32 kaszpaz peptid-inhibitoraval. A CPP32 (kaszpaz 3) egy effektor kaszpaz (Nicholson és
Thornberry, 1997), amely kiillonb6z6é apoptotikus stimulusokra aktivalodik, koztik a PI 3-K
gatlas hatdsara (Erhardt és Cooper, 1996; Erhardt és mtsai, 1997). A GSK-3 indukélta apoptozis
ugyancsak gatolhatdo a Bcl-2 vagy Bcl-x -t expresszalé plazmidok kotranszfekcidjaval,
amelyekrdl ismert, hogy kiilonb6zo hatésra, pl. PI 3-K gatlasra bekdvetkezd apoptozist kivédik
(Erhardt és Cooper, 1996).
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6. Dominans negativ GSK-3 gatolja a PI 3-K gatlasaval eléidézett apoptdzist.

A kovetkezokben azt hataroztuk meg, hogy a GSK-3 aktivitas sziikséges-e az apoptdzis
kialakulasahoz, amelyet a PI 3-K gatlasa okoz. PC12 és Rat-1 sejteket dominans negativ mutans
GSK-3 (R85 GSK-3) plazmiddal (Dominguez és mtsai, 1995) transzfektaltunk, majd specifikus
Pl 3-K gatloval, az LY294002-vel kezeltiink. Az LY294002 kezelés a kontroll sejtek 60%-aban
apoptozist okozott. Az R85 GSK-3 mutans szignifikansan csokkentette az L.Y294002 altal
okozott apoptozis mértékét (II. melléklet, 5. dbra). Hasonlo eredményt kaptunk, amikor a
sejteket dominans negativ PI 3-K expresszald plazmiddal transzfektaltuk. A dominans negativ
Pl 3-K a transzfektalt sejtek 60%-aban indukalt apoptozist és ez szignifikansan gatolhato volt a
dominans negativ mutans GSK-3 kotranszfekciojaval (II. melléklet, 6. dbra). Ez a megfigyelés
azt mutatja, hogy a GSK-3 aktivitasa sziikséges a PI 3-K gatlas kovetkeztében kialakulo

apoptdzishoz.

7. Az S535A elF2B hatasa a GSK-3 indukalta, a PI 3-K gatlasa ill. a szérum megvonas okozta

apoptozisra.

Az elF2B ¢ alegységének GSK-3 altali foszforilacioja a fehérje inaktivaciojat és ezzel
egyiitt a fehérjeszintézis gatlasat okozza (Welsh és mtsai, 1998). Az inaktivalo foszforilacid
sejttalélésben jatszott szerepének tisztazasara a GSK-3 altal foszforilalt 535-6s pozicidban levo
szerint alaninra cseréltiik ki és a tovabbiakban ezzel a mutans elF2B fehérjét (S535A elF2B)
expresszalo plazmiddal végeztiik el a kisérleteket. PC12 és Rat-1 sejteket GSK-3 expresszios
plazmiddal, vad-tipusi és mutans eIF2B-t (S535A eIlF2B) expresszalé plazmiddal
transzfektaltunk. A transzfektalt sejtek azonositasa miatt a sejteket zold fluoreszcens fehérjét
expresszalo plazmiddal kotranszfektaltuk. A transzfektalt sejtek kb. 60%-a apoptotizalt a GSK-3
ill. a vad-tipust eIF2B overexpresszidja esetén. Azonban a nem foszforilalhatd mutans S535A
elF2B expresszioja kivédte a GSK-3 indukalta apoptdzist mindkét sejtvonalban (III. melléklet,
1. ébra). Ez a megfigyelés arra utal, hogy az elF2B foszforilacioja a GSK-3 altal indukalt
apoptdzisban szerepet jatszik.

Hogy tovabb tanulmanyozzuk az elF2B szerepét a sejttulélésben, vizsgaltuk, hogy a

mutans S535A elF2B kivédi-e a Pl 3-K gatlasa ill. a novekedési faktorok megvondasara
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bekovetkezd apoptoézist. Az S535A elF2B transzfekcidja hatékonyan megakadalyozta az
apoptozist PC12 és Rat-1 sejtekben, amelyet a Pl 3-K gatlo LY294002 kezeléssel idéztiink el
(1. melléklet, 2.A. abra). Ugyanezt az eredményt kaptuk, amikor a PI 3-K gatlasat dominans
negativ mutans PI 3-K transzfekcidjaval végeztiik (III. melléklet, 2.B. dbra). Mivel mind a
PC12, mind a Rat-1 sejtek novekedési faktor fliggd sejtek, a ndvekedési faktorokat tartalmazo
szérum megvondsakor apoptotizalnak. Az S535A elF2B overexpresszidja hatékonyan gatolja a
szérum megvonds indukalta apoptézist is (III. melléklet, 2.C. abra). Kisérleteinkbdl levonhat6
kovetkeztetés, hogy az elF2B fehérje szabalyozasa a novekedési faktor receptorokon keresztiil,

Pl 3-K-fiiggd uton torténik.

8. A mutans S535A elF2B hatésa a transzlaciora PI 3-K gatlast kovetden.

A Pl 3-K gatlasa a transzlacié csokkenését eredményezi (Welsh és mtsai, 1998). A
kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy a mutans elF2B-t overexpresszalo sejtekben a
transzlacid gatlasa kivédhetd-e. PC12 sejteket zold fluoreszcens fehérjét expresszalod plazmiddal
¢s kontroll, vad-tipust ill. mutans elF2B-t expresszald plazmidokkal kotranszfektaltunk. A
transzfektalt sejtek koziil a legintenzivebben zolden fluoreszkald sejteket aramlési citométerrel
valogattuk ki (III. melléklet, 3.A. abra), majd a PI 3-K gatld6 LY294002 kezelést kovetden
transzlacios aktivitasukat meghataroztuk. A PI 3-K gatlasa a kontroll ill. a vad-tipust eIF2B-vel
transzfektalt sejtekben a transzlacio 70-75%-o0s csokkenését idézte eld. A mutans S535A elF2B
overexpresszioja szignifikdnsan blokkolta a PI 3-K gatlds hatasat, ezekben a sejtekben a
transzlacido aktivitdsa kb. 60%-os volt (III. melléklet, 3.B. abra). Tehat, PC12 sejtekben a
transzlacio szabalyozasa a PI 3-K/Akt/GSK-3 ut kozvetitésével torténik.

9. A transzlaci6 gatlé cikloheximid hatdsa az apoptdzisra.

A mutans S535A elF2B képes a fehérjeszintézis fenntartasara €s az apoptdzis kivédésére
Pl 3-K gatlast kovetden, ami azt mutatja, hogy a fehérjeszintézis szabalyozasanak fontos szerepe
van a sejttalélésben. A fehérjeszintézis tovabbi vizsgalatdhoz a fehérjeszintézis ismert
gatloszerét, a cikloheximidet hasznaltuk €s azt vizsgaltuk, hogy a transzlacio gatlasa okozhat-e

apoptozist. A cikloheximid a fehérjeszintézis gatlasa mellett PC12 és Rat-1 sejtek apoptdzisat
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indukalta doézis-fiiggd moéddon (III. melléklet, 4.A. abra). A mutians S535A elF2B
overexpresszidja nem véd a cikloheximid indukalta apoptdzistdl (III. melléklet, 4.B. dbra), ami
azt mutatja, hogy a mutans elF2B specifikusan csak a PI 3-K gatlas kovetkeztében indukalodo

apoptozist védi ki.

10. A fehérjeszintézis gatlasanak hatdsa a citokrom c kidramlasra.

Apoptotikus stimulusok hatasara citokrém c aramlik ki a mitokondriumokbol, amely a
citoplazmaban kaszpaz kaszkad elinditasaval apoptozist okoz (Green és Reed, 1998; Desagher
¢s Martinou, 2000; Green, 2000). Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy vajon a cikloheximiddel,
illetve a Pl 3-K gatlassal kivaltott transzlacio gatlas okoz-e¢ mitokondrialis diszfunkciot és
citokrom C kidramléast. PC12 sejtek PI 3-K gatlo LY294002-vel ill. cikloheximiddel val6
kezelése utan anti-citokrom C antitesttel immuncitokémiai festést végeztiink. Azt tapasztaltuk,
hogy a Pl 3-K gatlasa és a cikloheximiddel tortént transzlacio gatlas egyforma mértéki citokrom
¢ kidramlast indukal, ami azt mutatja, hogy mind a PI 3-K ut gatlasaval, mind a cikloheximiddel
eléidézett transzlacio gatldsa a mitokondrium "eldtt" hatva eldsegitik a citokrém ¢ kidramlést

(III. melléklet, 5.A. abra).

11. A mutans S535A elF2B hatasa a citokrom ¢ kidramlasra.

A Pl 3-K/Akt jelatviteli ut aktivalasa gatolja a mitokondrialis citokrom c kidramlast
(Kennedy és mtsai, 1999). Mivel a mutdns S535-elF2B fehérjét expresszald sejtekben a
transzlacié PI 3-K gatlas esetén sem csokken jelentds mértékben, ezért feltételeztiik, hogy
ezekben a sejtekben a citokrom c kidramlas is kisebb mértékii, mint a kontroll sejtekben. PC12
sejtek kontroll, vad-tipusu ¢s mutans elF2B-t expresszald plazmidokkal valo transzfekcioja utan
LY294002 illetve CHX kezelésben részesiiltek, majd anti-citokrom ¢ antitesttel
immuncitokémiai festést végeztiink. A mutans S535A elF2B overexpresszidja hatékonyan
gatolja a PI 3-K gatlas kovetkeztében kialakuld citokrom c kidramlast, de nincs hatdssal a
cikloheximid indukalta citokrom c kiaramlasra (III. melléklet, 5.B. dabra). Kisérleteinkbol
levonhat6 kovetkeztetés, hogy az elF2B foszforilacidja és az ennek kovetkeztében kialakulo

transzlacid gatlasa okozza a citokrom c kidramlésat a mitokondriumbol és apoptozist indukal.
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8. KOVETKEZTETESEK

A fentiekben ismertetett kisérleti megfigyeléseink legfontosabb kovetkeztetései az

alabbiakban foglalhatok Ossze.

A korai gének normal indukcidjat vad-tipusa PC12 és részlegesen Ras gatolt (Z-M17-5)

sejtekben nem koveti a tranzin késdi gén indukcidja.

Az altalunk vizsgalt korai gének korai citoplazmatikus jeldtviteli eseményeket kotnek
Ossze a fenotipus valtozasokért felelds késdi gének aktivacidjaval. Ez a kapcsolat
feltételezhetéen 1étrejohet a c-fos, zif268 és a tranzin gén kozott, mivel a tranzin promoter
tartalmaz AP-1 és a Zif268 fehérje kotbhelyeket (deSouza és mtsai, 1995). A korai és késoi
gének indukcidja kozotti kapcsolat azonban ennél bonyolultabb. Sok esetben a korai gének
aktivaciojat nem koveti késéi gén aktivacio, annak ellenére, hogy promotere tartalmazza a
megfeleld enhancer elemeket. A differencidciot indukaldé novekedési faktorokon (NGF, FGF)
kiviil, a c-fos, zif268, és nur77 expresszidja hatékonyan indukalhaté olyan hatasokkal, amelyek a
tranzin gén transzkripcidjat nem fokozzak (pl. EGF, TPA) (Machida és mtsai, 1989). Ezeket a
megfigyeléseket megerdsitettiik és kiegészitettiik kisérleteinkkel: részlegesen gatolt Ras fehérjét
overexpresszalo PC12 sejtekben (Z-M17-5) a kombinacios kezelésre bekdvetkezé korai valasz
gének normal indukcidjat nem kovette a tranzin gén indukcidja. Megfigyelték, hogy a c-fos
(Johnson és mtsai, 1992), zif268 (Lee és mtsai, 1996) és nur77 (Crawford és mtsai, 1995)
homozigoéta null mutacidja nincs hatassal az idegrendszer fejlédésére. A tranzin promoter AP-1
és Zif268 kotbhelyeinek mutacioval torténd inaktivacidja nem befolyasolja a tranzin gén NGF
indukalhatdsagat (deSouza és mtsai, 1995). Ezen irodalmi adatok és sajat kisérleti eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy a c-fos, zif268, és nur77 gének aktivacidja nem jatszik kritikus

szerepet az NGF jelatvitelben.
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Nincs szoros korrelacio a késoi gének aktivacidja és a fenotipus valtozdsok kdzott.

Dominans negativ Ha-Ras fehérje expresszioja gatolja az NGF altal kivaltott
neuritképzddést PC12 sejtekben. Ez a hatas részlegesen kivédhetd NGF és dbcAMP illetve NGF
¢s ionomicin kombinacidjaval még a Ras mutans fehérjét magas koncentracidban expresszald
M-M17-26 sejtvonalban is, viszont ebben a sejvonalban semmilyen hatassal nem lehet a tranzin
gént indukélni. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a tranzin gén expresszidja nem
sziikséges a neuritképzddéshez. Az NGF indukalta gén expresszios valtozasok és a biologiai
hatads kozotti Osszefliggések rendkiviil bonyolultak, valdszintileg transzkripciotol fiiggetlen

jelaviteli folyamatok szabalyozasa alatt allnak.

Az NGF tulélési hatasat a PI 3-K/Akt/GSK-3 jelpalya kozvetiti.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy novekedési faktor kezelés és a PI 3-K/Akt
jelatviteli ut serkentése GSK-3 inaktivaciot hoz létre nagyon sok sejtvonalban (Saito és mtsai,
1994; Cross és mtsai, 1994; Cross és mtsai, 1995; Hurel és mtsai, 1996; Welsh és mtsai, 1996;
Welsh és mtsai, 1998). Ezekkel a megfigyelésekkel megegyezden, kisérleti eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy PC12 sejtekben az NGF indukalta GSK-3 aktivitas csokkenés is
Pl 3-K-fiiggé folyamat. Ezen kiviil megallapitottuk, hogy az aktiv GSK-3 overexpresszioja
elégséges az apoptozis indukcidjahoz, mig a dominans negativ GSK-3 expressziojaval a PI 3-K
gatlassal indukalt apoptdzis effektiven kivédhetd. Kisérleti eredményeinkkel megegyezden tobb
kutatocsoport igazolta a GSK-3 apoptozist indukalo hatasat. A GSK-3p proapoptotikus hatasat
neuroblasztoma sejtvonalban is kimutattak (Bijur és mtsai, 2000) és a GSK-3p aktivitasa
sziikséges szimpatikus neuronok apoptozisahoz, melyet PI 3-K vagy Akt gatlassal idéznek eld
(Crowder és Freeman, 2000). A GSK-3f3-nek szerepe van kortikélis neuronok apoptdzisaban,
amelyet novekedési faktorok megvondsaval vagy PI 3-K gatlasaval idéztek eld (Hetman és
mtsai, 2000). Kimutattak, hogy a neuronokban aktivaloddo GSK-3p hozzajarul a HIV-1 Tat

fehérjéje altal indukalt neuronalis apoptdzishoz (Maggirwar €s mtsai, 1999).
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Az elF2B szerepe a taulélésben.

A GSK-3p overexpresszidja apoptdzist okoz, amelyet a mutans S535A elF2B
kotranszfekciojaval gatolni lehet. Ez arra utal, hogy az elF2B foszforilacioja a GSK-3 altal
indukalt apoptdzisban szerepet jatszik. A PI 3-K gatldsa szintén apoptdzishoz vezet, amely a
nem foszforilalhaté mutans S535A elF2B-vel kivédhetd. Tehat, az elF2B a PI 3-K sejttulélést
kozvetitd utban szerepel. Novekedési faktor-fliggd sejtek szérum megvonasra apoptotizalnak,
amelyet az elF2B mutans formdajaval ki lehet védeni, amely arra utal, hogy az elF2B
szabalyozasa a novekedési faktor receptorokon keresztiil valosul meg.

A mutans S535A elF2B-t overexpresszalo sejtekben a PI 3-K gatlasra bekovetkezd
transzlacios aktivitas csokkenés szignifikansan blokkolhato (kb. 40%) a kontroll ill. a vad-tipusa
elF2B-t overexpresszalo sejtekkel (kb. 70-75%) ellentétben. Ezért ugy gondoljuk, hogy az
elF2B foszforilacid kovetkeztében kialakuld transzlacid gatlas valdszinilileg szerepet jatszik a
GSK-3 indukalta apoptozisban. A fennmarado fehérjeszintézis gatlas, amelyet a mutans S535A
elF2B nem blokkol, feltételezhetd, hogy a TOR fehérjekinaz gatlasa miatt jon 1étre. Az Akt
aktivalja a TOR fehérjét, amely stimuldlja a transzlacidt a riboszomalis S6 kinaz, p70°°¢
foszforilacigjaval és az eIF4E transzldciés inicidcios faktorhoz kotddd  fehérjék
foszforilacigjaval (Dennis és mtsai, 1999).

Egyéb sejttipusokhoz hasonléan [human promielocitas leukémia HL-60 sejtvonal
(Martin és mtsai, 1990), human T-sejtvonalak (Tang és mtsai, 1999), patkany hepatocita (Blom
¢és mtsai, 1999)] a cikloheximid PC12 és Rat-1 sejtekben is apoptozist indukal, ami a transzlacid
sejttalélésben jatszott szerepére utal. A mutans S535A elF2B nem védi ki a cikloheximid
indukalta apoptozist, ami azt mutatja, hogy a mutans fehérje csak specifikusan a PI 3-K gatlas
kovetkeztében indukalodo apoptdzis kivédésére alkalmas.

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy kiilonb6zd stimulusok hatasara kialakulo apoptozis
hatterében mitokondrialis valtozdsok (membranpotencial valtozas, citokrom C kidramlas) allnak.
A citoplazmaba kijuté citokrom ¢ a kaszpaz 9-el és az Apaf-1 fehérjével komlexet képezve
tovabbi kaszpazok aktivacigjat inditja el, amely kiillonb6zé szubsztratok hasitasaval
apoptozishoz vezet (Green, 2000). A PI 3-K/Akt jelatviteli ut aktivacidja gatolja a citokrom c
kidramlasat és igy a sejt tulélését biztositja (Kennedy és mtsai, 1999). A PI 3-K gatlas és a

cikloheximiddel el6idézett transzlacié gatlas egyarant citokrom C kiaramléssal jar. A
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cikloheximid ezen hatdsa a citokrém c kidramlasra megegyezik azzal a megfigyeléssel,
miszerint a cikloheximid csokkenti a mitokondridlis transzmembran potencialt patkany
hepatocitakban (Blom és mtsai, 1999).

A transzlaci6 szabalyozéasanak hasonlé szerepe az apoptdzis patogenezisében mar ismert
az irodalombdl. A kettés lanca RNS altal aktivalodo fehérjekinaz R (PKR) az elF2 inicidcios
faktor o alegységének foszforilacidjaval szintén a transzlacid gatlasdhoz és apoptozishoz vezet

(Gil és mtsai, 1999; Srivastava és mtsai, 1998).
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9. OSSZEFOGLALAS

.....

masodlagos messengerek kombinacids kezelésével részleges differenciacios valasz idézhetd el
a mutans Ras fehérjét expresszaldo szubklonokban. Ebben a sejtvonalban az altalunk vizsgalt
korai gének normal indukcioéjat kdvetden semmilyen hatdssal sem tudtunk tranzin gén indukciot
kivaltani. Feltételezhetd, hogy a tranzin gén expresszidja nem sziikséges a neuritképzodéshez.
Kisérleteink alapjan a PI 3-K/Akt/GSK-3/elF2B sejttalélést kozvetitd jelatviteli ut
szabalyozasa a kovetkezOképpen foglalhato 6ssze (12. dbra). Novekedési faktorok jelenlétében a
Pl 3-K/Akt ut aktivalodik, az aktiv Akt foszforilalja a GSK-3-t, amelynek kdvetkeztében a
fehérje inaktivalodik. Az inaktiv GSK-3 nem foszforilalja szubsztratjait, igy az elF2B fehérje
mikddése megtartott, a transzlacid zavartalan. Novekedési faktorok hidnyaban, ill. a PI 3-K
gatlasa esetén a GSK-3 aktiv, igy foszforildlja és inaktivalja az eIlF2B fehérjét. A transzlaciod
iniciacidja ebben az esetben gatolt. Az éaltalanos metabolikus zavar valosziniileg mitokondrialis
diszfunkciot okoz, ami mitokondridlis valtozasokkal (membranpotencial valtozas, citokrém ¢

kidramlés) beindit egy apoptdzishoz vezetd kaszkad folyamatot.

+ Novekedési faktorok - Novekedési faktorok

(85110

N

Akt Akt
65K-3 65K-3
¢ eIF2.6GDP J.
eII123 G, erF2.6TP eniza
transzldcié iniciacio aktivaciéja transzldcié iniciacio gatlasa
SETTTULELES APOPTOZIS

12. abra. Az elF2B szerepe a PI 3-K/Akt/GSK-3 jelatviteli 0t szabalyozasaban.
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