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BEVEZETES

A sejtek kozotti kommunikacio és a kdrnyezeti valtozasokra bekovetkezd valaszadas
képessége nélkiilozhetetlen a sejt metabolizmus, proliferacio, differenciacio és a sejttulélés
szabalyozasaban. A jelnek a sejtmembrantdl a sejtmagig torténd tovabbitasanak és a
sejtmagban lejatszodd génexpresszios valtozasoknak a hatterében specialis jelatviteli
folyamatok jatszanak szerepet. A jelatviteli utak biokémiai folyamatok lancreakcioi, amelyek
egymassal parhuzamosan futnak, konvergéalhatnak illetve divergalhatnak. Az elmult
¢vtizedekben e jelatviteli utak kutatdsaban jelentds elOrelépések torténtek, szdmos
intracellularis jelatviteli fehérjét €s utat azonositottak.

A szignalok nagy része extracellularis novekedési faktorok altal kozvetitett jelatviteli
utakon keresztiil fejti ki hatasat. A novekedési faktorok, pl. NGF (idegsejt ndvekedési faktor),
EGF (epitélsejt novekedési faktor), PDGF (trombocita eredetii ndvekedési faktor), inzulin
altal kozvetitett jelatviteli utak kozos jellemzbje, hogy a novekedési faktor receptorok
tirozinkinaz aktivitassal rendelkeznek. A ndvekedési faktorok a Trk tirozinkindz és a p75
neurotrofin receptoron (p75""") keresztiil fejtik ki hatasukat, amelyek egymas hatasat
elnyomva vagy erdsitve szabalyozzdk a kiilonb6z6 jelatviteli utakat. A Trk tirozinkindz
receptor szabalyozza a Ras/Raf/ERK differencidciot kozvetitd és a PI 3-K/Akt sejttulélést
kozvetitd jelatviteli utat (1. dbra).
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1. dbra. Az NGF altal kivaltott sejttalélés és differencidcio jelatviteli utja.

Az egyik legjobban felderitett intracelluldris 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 kodold gének mutans formait, a
Ras onkogéneket a humén tumorok 30%-aban mutattdk ki. Az NGF 4altal aktivalt receptor
tirozinkindzok a Ras/Raf/ERK tton keresztiil differenciacidt és proliferacidt kozvetitenek
kiilonb6z6 sejttipusokban (1. dbra). A disszertacio elsé felében a Ras proto-onkogén fehérje
szerepét foglaljuk 6ssze PC12 patkany pheochromocytoma sejtek NGF indukalta neuronalis
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hatasat vizsgaltuk a korai és késOi gének expresszidjara.

A novekedési faktorok hatdsara aktivalédod receptor tirozinkindzok altal kozvetitett
masik jelentds jelatviteli ut a foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI 3-K)/Akt sejttalélést kozvetitd
szignal transzdukcios ut (1. abra). A disszertaci6 masodik részében egy szerin/treonin
fehérjekinaz, a glikogén szintaz kinaz-3 (GSK-3) és szubsztratjanak, az eukariota transzlacios
iniciacios faktor 2B-nek a szerepét vizsgaltuk az apoptdzis szabalyozasaban.

AZ NGF ALTAL KIVALTOTT NEURONALIS DIFFERENCIACIO
JELATVITELE

PC12 sejtek jellemzése

A neuronalis differenciacié tanulmanyozasara széles korben hasznalt modell rendszer
a PCI2 patkany pheochromocytoma sejtvonal. Szdvettenyészetben a PC12 sejtek kicsi,
kerek, kromaffin sejtekre jellemzd fenotipust mutatnak. NGF kezelésre gyors, szimpatikus
neuronokra jellemzé morfologiai és biokémiai valtozadsokon mennek keresztiil, neuritokat
novesztenek. Ezen valtozasok hatterében lezajlé biokémiai események intenziv kutatas
targyat képezik. A PC12 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
hianyaban a sejtek apoptotizalnak. Az NGF differencidciot okozo hatasan kiviil a PC12 sejtek
tulélésében is szerepet jatszik, mivel kivédi a szérum megvonds indukalta apoptozist (2.
abra).
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A Ras/Raf/ERK jelatviteli ut PC12 sejtekben

------

A PC12 sejtek neuronalis differenciaciojat kozvetitd jelatviteli tban az NGF két
sejtfelszini receptoron keresztiil fejti ki hatasat. A kis affinitdsa NGF receptor (p75NTR) egy
katalitikus aktivitdssal nem rendelkezé sejtfelszini glikoprotein. Szerepe az NGF
jelatvitelében nem teljesen tisztazott, valdsziniileg a nagy affinitdsi NGF receptor részét
képezi. A proto-onkogén TrkA (p140Trk) a nagy affinitasi receptor, a receptor fehérje
tirozinkinazok csalddjaba tartozik. Az NGF kotés hatdsara a TrkA fehérje dimerizalodik majd
tirozin aminosavakon autofoszforilalodik, amely kotohelyeket hoz 1étre adapter fehérjék (She
¢s/vagy a Grb2) szamara, melyek a plazma membranhoz transzlokaloédva a Ras GTP-kotott



allapotba keriilését idézik eld. A ras géncsalad tagjai minden eukariota sejtben expresszalodo
proto-onkogének. Ezek kicsi, 21 kDa molekulastalyt, plazmamembranhoz kotott fehérjéket
kodolnak. A 3 eml6s ras gén fehérje terméke a nagy mértékben konzervalt Ha-Ras, Ki-Ras és
az N-Ras fehérjék. Ezek a fehérjék fizioldgiasan guanin nukleotidokat kotnek és GTP-az
aktivitassal rendelkeznek. Egy aktiv, GTP-kotott és egy inaktiv, GDP-kotott allapotban
lehetnek jelen. Guanin nukleotid kicseréld faktorok (GEF; SOS1/2) az aktiv GTP-kotott
forma kialakulasat segitik eld, a Ras GTPaz aktivald fehérjék (GAP; NF1-GAP) pedig az
inaktiv GDP-kotott  allapot  kialakitasaért felelések. A Raf szerin/treonin kinaz a
citoplazmabol a plazmamembranhoz transzlokalédva komplexet képez az aktivalt Ras
fehérjével. A Raf aktivacigjat kovetden két MAPKK-t (MEK1 és MEK?2) foszforilal és
aktival. Az aktivalt MEK fehérjék kettds specificitasu kinazok és igy treonin és tirozin
aminosavakat is foszforilalnak két MAPK fehérjén (p42MAPK/ERK2 és p44MAPKIERKD),
amelyek transzlokdlodnak a sejtmagba ¢és transzkripcios faktorok foszforilacigjaval
génexpresszios valtozasokat indukalnak.

Génexpresszids valtozasok

Novekedési faktorok, masodlagos messengerek, neurotranszmitterek hatdsara
fehérjeszintézistdl fliggetleniil transzkripcionalisan aktivadlodnak az u.n. korai valasz gének a
legkiilonb6zobb szovetekben és sejtvonalakban. Kozel 20 ezek koziil transzkripcios faktort
kodol, amelyek "harmadlagos messengerként" hatva kdzvetitenek a masodlagos messengerek
altal szabalyozott fehérjekindzok ¢€s a fenotipusért felelds célgének kozott.

PC12 sejtek NGF kezelése kiillonbozd gének aktivacidjat hozza létre, amelyek két
csoportba sorolhatok: korai valasz gének és késdi valasz gének. A korai valasz génekre (pl. c-
fos, zif268, c-jun, junB) jellemz6, hogy NGF kezelést kovetden az aktivaciojuk gyors és
atmeneti. Aktivaciojuk valoszinlileg a mar meglevd transzkripcios faktorok foszforilaciojaval
torténik. Ezen gének géntermékei is gyakran transzkripcids faktorok, amelyek a késdbb
aktivalodo keésoi valasz gének szintézisét kozvetitik fehérjeszintézis fliggd modon. A késdi
valasz gének (pl. tranzin, SCG10) altal kodolt fehérjék kozvetleniil felelések a novekedési
faktorok altal kozvetitett fenotipus valtozasokért.

A SEJTTULELES JELATVITELE

A Pl 3-K/Akt jelatviteli ut aktivacioja

Novekedési faktorok hatdsdra a tirozinkindz transzmembran receptor tirozin
aminosavakon autofoszforilalédik és ez a PI 3-K receptorhoz kotddését idézi eld. A
regulatorikus (p85) és katalitikus (p110) alegyseégbdl allo PI 3-K ezutdn membranhoz kotott
foszfatidilinozitol 3,4 biszfoszfat [PI (3,4) P,] és a foszfatidilinozitol 3,4,5 triszfoszfat [PI
(3,4,5) P3] masodlagos messengerként hatva képesek az Akt PH doménjéhez kapcsolddni,
interakcié az Akt konformacid valtozasat idézi eld, amely lehetdvé teszi, hogy konstitutivan
aktiv 3-foszfoinozitol-dependens fehérjekinazok (PDK-1 és PDK-2) foszforilaljak a molekula
ko6zEépsd, kindz domén részét illetve a karboxi terminalis véget. Az aktiv, foszforilalt Akt
kiilonbozd szubsztratok foszforilacidjan keresztiil kozvetiti a sejttalélés jelatvitelét. Az Akt



konszenzus foszforilacids szekvencia nagyon sok emlds fehérjében megtalalhatd, amelyek
koziil néhanyrdl bizonyitott, hogy a PI 3-K/Akt jelatviteli utban a sejttulélést szabalyozza. (3.
abra).
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3. abra. A PI 3-K/Akt sejttalélést kozvetitd jelatviteli Gt szubsztratjai.

A glikogén szintaz kinaz-3 (GSK-3) szerepe

Az Akt elséként azonositott fiziologias szubsztratja a GSK-3 volt, amelyet inzulin
kezelésre a glikogén szintézist szabalyozé enzimként fedeztek fel eldszor. A GSK-3 minden
sejtben expresszalodo szerin/treonin fehérjekindz, amelynek emlds sejtekben két izoforméja
van: az 51 kDa GSK-3a ¢és a 47 kDa GSK-3B. Novekedési faktorok hatasara a GSK-3
foszforilalodik, amely aktivitdsanak gatlasdhoz vezet. A GSK-3 foszforilacidja és
inaktivalasa inzulin hatasara PI 3-K fiiggd, mivel PI 3-K gatlok a folyamatot gatoljak. Ezen
tulmenden az is bizonyitott, hogy a GSK-3 inaktivacidja az Akt foszforilacid kdvetkezménye.
A GSK-3-nak szerepe van a sejthalal szabalyozasaban Dictyosteliumban ¢€s a Wnt jelatviteli
ut komponense, amely jelentds szerepet jatszik a Drosophila és Xenopus fejlddésében. A
GSK-3-nak nagyon sok szubsztratja ismert, kdztiik metabolikus enzimek (glikogén szintaz,
piruvat dehidrogendz, ATP-citrét lidz), transzkripcios faktorok (c-Myc, L-Myc, c-Jun, JunB,
JunD, Myb, CREB), eukariota transzlacios iniciacios faktor 2B (elF2B), a citoszkeleton
fehérje tau, B-katenin és a sejtciklust szabalyozo ciklin D1.

Az eukariota transzlacids iniciacios faktor 2B (elF2B) jellemz0i

Az elF2B fehérje 5 alegységbdl 4ll. Fiziologias feladata, hogy a transzlacio iniciacioja
soran az elF2 iniciacios faktor guanin nukleotid kicseréld faktoraként miikddik. Mivel az
elF2 minden iniciacios folyamathoz sziikséges, az elF2B aktivitasanak szabalyozasa az egész
transzlacid iniciacidjat befolyasolja. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy inzulin hatasara az



elF2B aktivalodik, egy PI 3-K fiiggd ton keresztiil. Az elF2B ¢ alegységét tobb enzim
foszforilalja; a kazein kinaz-1. és II. foszforilacidja aktivalé hatasi, mig a GSK-3
foszforilacio hatasara az eIF2B inaktivalodik.

CELKITUZESEK

Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a Ras-fiiggd ¢és Ras-fiiggetlen
jelatviteli utak kozotti Osszefliggéseket €s tanulmanyozzuk a kiilonb6z0 szerin/treonin-
specifikus fehérjekindzok altal kozvetitett jeldviteli utakat a génexpresszid szintjén PCI12
sejtekben.

1. A génexpresszié szerepének vizsgdlata a neuronalis differenciacioban. Vizsgaltuk az NGF
¢s kiilonbozd madsodlagos messenger analég (dbcAMP, forbol észter TPA, ionomicin)
kombindciok hatasara bekovetkezd korai és késdi gének expresszidjat vad tipusa PCI12
sejtekben és a mutans Ras fehérjét kiilonbozé mértékben expresszald PC12 szubklonokban.

2. Korai-valasz gén termékek enhancer-koto aktivitasanak stimulacidja NGF és masodlagos
messengerek hatasara.

Novekedési faktor-fliggd sejtek tulélésének szabalyozéasa a PI 3-K/Akt jelatviteli uton
keresztiil valosul meg. Az Akt els6ként azonositott fiziologids szubsztratja a glikogén szintaz
kinaz-3 (GSK-3) volt, amelynek aktivitasa foszforilaciéval gatolhatd. Kisérleteinkben azt
vizsgaltuk, hogy a GSK-3 milyen szerepet jatszik a sejttalélés szabalyozasaban. A GSK-3
szubsztratjai kozé tartozik az elF2B, amely a transzlacid inicidcidjanak fontos szabalyozo
fehérjéje, ezért vizsgaltuk, hogy a fehérjeszintézis szabalyozasa szerepet jatszik-e a
sejttalélésben. Kisérleteinkhez PC12 és Rat-1 patkany fibroblaszt sejteket hasznaltunk, mivel
mindkettében a sejttilélés szabalyozasa PI 3-K fliggd folyamat.

1. Irodalmi adatok alapjan ismert a sejttalélés szabalyozasdban az NGF apoptozist kivédd
hatasa, amely a Pl 3-K/Akt jelatviteli Gton keresztil valéosul meg. Mivel az Akt
foszforilacigja a GSK-3 aktivitdsanak gatlasat hozza létre, ezért azt vizsgaltuk, hogy NGF
kezelés hatdsara csokken-e a GSK-3 aktivitasa.

2. Tranziens transzfekcids vizsgalatokat végeztiink annak igazoldsara, hogy az aktiv GSK-3
overexpresszioja okoz-e apoptdzist.

3. Kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy a GSK-3 altal eldidézett apoptodzis kivédhets-e az
apoptozis ismert gatloszereivel (domindns negativ mutidns p53 kotranszfekcioja, 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 tliztiik ki, hogy
tanulmanyozzuk az elF2Bg alegység GSK-3 altali inaktivald foszforildcidjanak hatasat a
sejttulélés szabalyozasdban. Vizsgaltuk a GSK-3 altal nem foszforilalhaté mutans 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 elF2B kivédi-e a Pl 3-K gatlas kdvetkeztében kialakulo
fehérjeszintézis gatlast.

7. Vizsgaltuk, hogy a transzlaci6 gétlasa okoz-e apoptozist. Kisérleteinket egy ismert
fehérjeszintézis gatloszerrel, a cikloheximiddel végeztikk. Kisérleteket végeztiink arra
vonatkozoan is, hogy milyen hatdsa van a mutans S535A elF2B-nek a cikloheximid indukalta
apoptozisra.

8. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy tobb apoptotikus szignal (szérum megvonds, PI 3-K



gatlas, UV sugarzas) citokréom c kiaramlast indukal a mitokondriumbdl, amely egy kaszpaz
fehérjebontd kaszkad aktivalasaval indukal apoptozist. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a
transzlacid gatlasa okoz-e citokrom C kidramlést, ill. milyen hatdsa van a mutins S535A
elF2B-nek erre a folyamatra.

ALKALMAZOTT ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtkulturdk

Munkéank soran PCI12 patkdny pheochromocytoma sejteket és Rat-1 patkany
fibroblaszt sejteket hasznaltunk. Kisérleteinkhez mutans Ras fehérjét kiillonbozé mértékben
expresszalo, stabilan transzfektalt PC12 szubklonokat is hasznaltunk; a Ha-Ras Asn-17
mutans fehérjét alacsony koncentracioban expresszaldé Z-M17-5 és a Ha-Ras Asn-17 mutans
fehérjét magas koncentracioban expresszalo M-M17-26 sejteket.

Northern blot

PCI12 szubklonok a kiiiltetés utani napon 30 perces ill. 24 6ras kombinacids
kezelésben részesiiltek, majd a sejtekbdl teljes citoplazmatikus RNS-t izolaltunk.
Radioaktivan jelolt c-fos, zif268, nur77 ill. tranzin probakkal Northern blot hibridizaciot,
majd autoradiografiat végeztiink.

Mobility shift analizis

PC12 szubklonokbdl 1 oras kezelést kovetden sejtmag extraktumot izolaltunk,
amelyet radioaktivan jelolt oligonukleotid probakkal inkubéaltunk. A DNS-fehérje
komplexeket elektroforézist kovetden autoradiografiaval vizsgaltuk.

GSK-3 kinaz aktivitasdnak meghatdrozdsa

PC12 sejtek a kiiiltetés utani napon 5, 15 vagy 30 perces NGF kezelésben részesiiltek,
LY?294002 vagy wortmannin el6kezeléssel illetve anélkiil. A sejtekbdl fehérje extraktumot
készitettiink, majd GSK-3 antitesttel immunprecipiticiot végeztink. A GSK-3 kindz
aktivitdst in vitro kindz reakcidban hataroztuk meg, ahol szubsztratként foszfoglikogén
szintaz peptidet hasznaltunk. A beépiilt radioaktivitast folyadék szcintillacios szamléaloval
hataroztuk meg.

Tranziens transzfekcid

PC12 ill. Rat-1 sejteket poli-L-lizinnel kezelt fedélemezre iiltettiink ki 24 6raval a
transzfekcid eldtt. A tranziens transzfekcidkhoz Lipofectamine reagenst hasznaltunk, a gyarto
cég leirdsa alapjan. A transzfekciokat 1 pg expresszids plazmiddal végeztiik el, amellyel
kotranszfektaltunk 1 pg zold fluoreszcens fehérjét expresszald plazmidot is. A transzfekcid
utan 2 nappal a sejteket fixaltuk és a sejtmagokat DNS-kot6 festékkel, a Hoechst-el festettiik
meg. A transzfektalt sejteket a zdld fluoreszcencia alapjan fluoreszcens mikroszkoppal
azonositottuk és az apoptotikus sejtmagokat a jellegzetes morfoldgia alapjan szamoltuk meg.
Kisérletenként minden expresszios vektorral atlagosan 100-150 transzfektalt sejtet



szamoltunk meg.

Pontmuticio 1étrehozdasa irdnyitott mutagenezissel

A patkany elF2Bg alegységének iranyitott mutagenezisét a QuikChange Site-Directed
Mutagenesis Kit-el végeztiik el, a gyartd cég leirasa alapjan. Az 535-6s pozicidban levd
szerint (amely a GSK-3 foszforilacios hely a patkany elF2Be alegységének szekvencidjaban)
cseréltiik alaninra. A pontmutacié ellenérzése szekvenalassal tortént.

Sejtek szortirozasa dramlasi citométerrel

PC12 sejteket 100 mm-es lemezre iiltettiink ki a transzfekciot megel6z6 napon. A
tranziens transzfekciokat 4 pg kontroll, vad-tipust eIF2B ill. mutans eIF2B (S535A elF2B)
expresszios plazmidokkal és 4 pg z61d fluoreszcens fehérjét expresszald plazmiddal (pEGFP-
Cl) végeztik el. A transzfekcid utdn 1 ill. 2 nappal a sejteket tripszineztiik, majd zold
fluoreszcencidjuk alapjan aramlasi citométerrel szortiroztuk. A legintenzivebben zodlden
fluoreszkalo sejteket kiiiltettiik és masnap LY294002-vel kezeltiik, majd **S-metionin jel5lést
kovetden fehérjeszintézisiik aktivitdsat TCA precipitacioval hatdroztuk meg.

Fehérjeszintézis vizsgalata

PC12 ¢és Rat-1 sejteket 100 mm-es lemezre iiltettiink ki a kezelést megel6z6 napon. A
sejteket  cikloheximiddel (CHX) kezeltik, majd >°S-metionin jeldlést kovetéen
fehérjeszintézisiik aktivitdsat TCA precipitacioval hatdroztuk meg.

Citokrém € immunhisztokémia

PC12 sejteket poli-L-lizinnel kezelt feddlemezre iltettiink ki, majd masnap
LY294002-vel vagy CHX-el kezeltiik. A sejtek fixalasat és permeabilizalasat koveten anti-
citokrom C antitestte] immunhisztokémiat végeztiink. A masodik antitest CY3-konjugalt anti-
egér IgG volt. A kontroll sejtekre a lokalizalt fonalszerti festédés volt jellemzd, mig a
mitokondriumbdl kidramlott citokrom ¢ hatdsara homogén, diffiz festddést figyeltiink meg.

EREDMENYEK

Az NGF-indukélta génexpresszid Ras fliggésének vizsgalatdhoz dominans negativ
mutans Ras fehérjét expresszaldo PC12 szubklonokat hasznaltunk. A mutans fehérje (Ha-Ras
Asn-17) a guanin nukleotid kicseréld faktort szekvesztrdlja, igy hatékonyan gatolja az
endogén Ras fehérje NGF receptoron keresztiili aktivacidjat. A mutans fehérje magas szintje
gatolja az NGF indukalta korai és késdi génexpresszidt, mig alacsony koncentracidja esetén
bizonyos korai gének expresszidja normalis. A Ha-Ras Asn-17 fehérjét expresszalo PC12
szubklonok (M17 szubklonok) jellemzdje, hogy NGF stimulacié hatasara nem ndvesztenek
neuritokat, de a sejtek NGF és dibutiril-cAMP (dbcAMP) vagy NGF és a Ca™" ionofor
ionomicin kombindciods kezelése részleges differencidcios valaszt idéz eld.



1. Korai valasz gének aktivacioja NGF és Kkiilonb6zo masodlagos messengerek
kombinacios kezelésére.

Kisérleteinkben korai valasz gének (c-fos, zif268 és a nur77) expresszidjanak
onkogén leucin cipzar transzkripcios 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 megtalalhatd. A zif268 gén terméke
egy cinkujj transzkripciés faktor, mig a nur77 gén egy szteroid receptor csalddba tartozo
fehérjét kodol. Ezen korai valasz gének termékei, mivel kiilonb6zé DNS-ko6té helyekkel
rendelkezd NGF-indukalta transzkripcids faktorok, kiilonb6zé késdéi valasz gének indukciojat
szabalyozzak.

Vad-tipusu PC12 sejteket és M17 szubklonokat (a Ha-Ras Asn-17 mutans fehérjét
alacsony koncentracioban expresszaldo Z-M17-5 és a Ha-Ras Asn-17 mutans fehérjét magas
koncentracioban expresszaldé M-M17-26 sejteket) NGF és harom masodlagos messenger
analog (dbcAMP, TPA, ionomicin) egyikének kombinéacidjaval kezeltiik, majd Northern blot
analizist végeztiink. Korabbi eredményeinkkel megegyezden azt tapasztaltuk, hogy a korai
gének NGF aktivacioja PC12 és az alacsony expresszioju Z-M17-5 sejtekben egyarant
megtorténik, mig a magas expresszioju M-M17-26 sejtekben teljesen gatolt. A c-fos és a
zif268 hasonld indukciét mutatott az NGF ¢és masodlagos messenger analogok
kombinacidjara. A proteinkindz A (dbcAMP), a proteinkindz 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 val6o kombinacids kezelés hatasara 6sszegzodott. Ennek a két
génnek az indukcidja hasonld képet mutatott a PC12 és az alacsony expresszioju Z-M17-5
sejtekben és indukciojuk teljesen gatolt volt a magas expresszioju M-M17-26 sejtekben.
Ezzel ellentétben, a nur77 gén expresszidja dbcAMP és TPA hatasara jobban indukalodott,
mint NGF stimuldciora mindharom sejtvonalban, amelynek hatdsara az NGF+dbcAMP vagy
NGF+TPA kombinacids kezelés a nur77 erdés indukcidjat eredményezte a magas expresszioju
M-M17-26 sejtekben is. A kalcium ionofor ionomicin gyenge génindukcios hatassal volt
mindharom korai génre.

2. Korai valasz gén termékek enhancer-koto aktivitaisanak stimuldcioja NGF és
masodlagos messengerek hatasara.

AP-1, Zif268 ¢és Nur77 kotohelyeket tartalmazd oligonukleotid probakkal
elektroforetikus mobility shift vizsgalatot végeztiink, hogy megvizsgaljuk a korai valasz
gének termékeinek DNS-hez vald kotodését NGF és kiilonb6zé masodlagos messengerrel
végzett kombinacios kezelések hatasdra. Az AP-1 és Zif268 kotdhelyek 1 o6ras NGF
stimuldci6 hatasdra maximalis aktivitast mutattak, az AP-1 kotés még legalabb 6 o6raig magas
maradt, mig a Zif268 kotés 4 o6rds NGF stimulacid utan az alap szintre csokkent vissza. Az
AP-1 ¢és Zif268 kotést is stimulalta az NGF és mindharom masodlagos messenger analog, az
NGF ¢és masodlagos messenger kombinacios kezelésnek additiv hatasa volt. A vad-tipust
PC12 sejtekbdl €és az alacsony M17-expresszioja Z-M17-5 sejtekbdl késziilt extraktumok
nagyon hasonl6 enhancer kotd aktivitdst mutattak, mig az M-M17-26 sejtekben a dominans
negativ Ras fehérje magas expresszidja miatt az NGF hatasa erésen 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 0sszhangban éllnak. Ez arra utal, hogy ezen korai géntermékek
poszttranszlacids szabalyozasaban nincs Iényeges kiilonbség a vad-tipusu és az alacsony
M17-expresszioji PC12 sejtek kozott. Jelen kisérleti koriilmények kozott nem tudtunk sem
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alap, sem indukalhaté Nur77 probahoz valé kotést kimutatni.

3. A tranzin gén aktivacioja NGF és kiilonboz6 masodlagos messengerek kombinacios
kezelésére.

A fenotipus valtozasért felel0s késoi valasz gének koziil a tranzin gén expressziodjat
vizsgaltuk kiilonb6zd PC12 szubklonjainkban. A tranzin egy szekretalt metalloproteinaz,
amely PCI12 sejtekben nem expresszalodik, de NGF hatasra fehérjeszintézis-fliggdé modon
erésen indukalodik. A tranzin gén NGF indukcidja er6sen Ras-fiiggd, expresszidja teljesen
gatolt még a dominans gatlé Ras fehérjét alacsony szinten expresszald PC12 sejtvonalban is.
Kisérleteinkben hasznalt masodlagos messengerek hatasara a tranzin gén nem indukalodik,
de a proteinkinaz A vagy a proteinkinaz C jelatviteli 0t stimulacioja szinergizal az NGF-
jelatvitellel a tranzin gén expresszidjaban. A szinergizmus megfigyelhetd az alacsony M17-
expresszor Z-M17-5 sejtekben, de a magas M17-expresszor M-M17-26 szubklonban nem
mutathato6 ki a tranzin gén expresszidja az altalunk alkalmazott kisérleti koriilmények kozott.
Az ionomicinnek nem volt hatdsa a tranzin gén expresszidjara egyik sejtvonalban sem.

4. A GSK-3 aktivitasanak gatlasa a PI 3-K/AKkt 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 1étre. Ezért azt vizsgaltuk, hogy az
NGF, amelyrdl ismert, hogy sejttalélést kozvetit a PI 3-K uton keresztiil gatolja-e a GSK-3
aktivitasat. PC12 sejteket NGF-el kezeltink PI 3-K gatld6 LY294002 vagy wortmannin
elokezeléssel illetve anélkiil. A GSK-3 antitesttel végzett immunprecipitaciot kdvetéen a
kinaz aktivitasat in vitro kinaz reakcioban hataroztuk meg. Az NGF a GSK-3 kindz aktivitas
30-40%-os csokkenését idézte eld. A GSK-3 aktivitasanak gatlasa kivédhet6 volt a PI 3-K
gatlo LY294002 illetve wortmannin elkezelésével, amely arra utal, hogy az NGF indukalta
GSK-3 aktivitas csokkenés PI 3-K jelatviteli ut fliggd folyamat.

5. Apoptozis indukcidja GSK-3 overexpresszioval.

Mivel PCI12 sejtek NGF kezelésekor a GSK-3 aktivitds csokken a PI 3-K 1t
kozvetitésével, megvizsgaltuk, hogy az aktiv GSK-3 overexpresszidja okoz-e apoptdzist.
Vizsgélatainkhoz PC12 és Rat-1 (patkany fibroblaszt) sejteket hasznaltunk, amelyekben a PI
3-K kozponti szerepet jatszik a sejttilélés jelatvitelében. A sejteket tranziensen
transzfektaltuk egy z0ld fluoreszcens fehérjét expresszaldo plazmiddal (GFP) ¢és
kotranszfektaltunk vad-tipusi GSK-3 vagy dominans negativ R85 GSK-33 cDNS-t
expresszald plazmidokkal. A transzfektalt sejteket zold fluoreszcencidjuk alapjan
fluoreszcens mikroszkopban azonositottuk, az apoptotikus sejteket pedig a sejtmagok
jellegzetes morfoldgidja alapjan szamoltuk meg Hoechst festést kovetden. 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.
Ezzel ellentétben, mindkét sejtvonal esetén a sejtek 60-70%-a apoptotizalt a vad-tipusa GSK-
3B transzfekcidjat kovetden. Kontrollként vad-tipusu és dominans negativ p53 fehérjét
expresszalo plazmidot transzfektaltunk, mivel az irodalombol ismert az, hogy a vad-tipust
p53 apoptozist indukal, mig a dominans negativ p53 nem. Igy kisérleteinkbdl megallapithato,
hogy az aktiv GSK-3f3 overexpresszioja elegendd az apoptozis indukcidjahoz. Kovetkezo
kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a GSK-3p altal eldidézett apoptozis gatolhato-e az
apoptozis ismert gatld szereivel. Domindns negativ p53 kotranszfekcidjaval kivédhetd a
GSK-3p altal eldidézett apoptdzis, amely aldtdmasztja a p53 szerepét a PI 3-K gatlas
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kovetkeztében indukalodd apoptézisban mind PC12 mind Rat-1 sejtekben. A GSK-3 altal
indukalt apoptdzis ugyancsak blokkolhaté a CPP32 kaszpéaz peptid-inhibitoraval. A CPP32
(kaszpaz 3) egy effektor kaszpdz, amely kiilonb6zd apoptotikus stimulusokra aktivalodik,
koztiik a PI 3-K gatlas hatasara. A GSK-3 indukalta apoptozis ugyancsak gatolhaté a Bcl-2
vagy Bcl-x .-t expresszald plazmidok Kkotranszfekcidjaval, amelyekrél ismert, hogy
kiilonboz6 hatasra, pl. PI 3-K gatlasra bekdvetkezd apoptozist kivédik.

6. Dominans negativ GSK-3 gatolja a PI 3-K gatlasaval eléidézett apoptozist.

A kovetkezOkben azt hataroztuk meg, hogy a GSK-3 aktivitds sziikséges-e az
apoptozis kialakuldsahoz, amelyet a PI 3-K gétlasa okoz. PC12 és Rat-1 sejteket domindns
negativ mutans GSK-3 (R85 GSK-3) plazmiddal transzfektaltunk, majd specifikus PI 3-K
gatloval, az LY294002-vel kezeltiink. Az LY294002 kezelés a kontroll sejtek 60%-aban
apoptozist okozott. Az R85 GSK-3 mutédns szignifikdnsan csdkkentette az LY294002 altal
okozott apoptozis mértékét. Hasonld eredményt kaptunk, amikor a sejteket domindns negativ
Pl 3-K expresszald plazmiddal transzfektaltuk. A dominans negativ PI 3-K a transzfektalt
sejtek 60%-aban indukalt apoptozist és ez szignifikansan gatolhato volt a dominans negativ
mutans GSK-3 kotranszfekcidjaval. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy a GSK-3 aktivitasa
sziikséges a PI 3-K gatlas kovetkeztében kialakuld apoptdzishoz.

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

Az elF2B¢ alegységének GSK-3 altali foszforilacidja a fehérje inaktivaciojat és ezzel
egyiitt a fehérjeszintézis gatlasat okozza. Az inaktivalo foszforilacid sejttilélésben jatszott
szerepének tisztazasara a GSK-3 altal foszforilalt 535-6s pozicioban levd szerint alaninra
cseréltiik ki és a tovabbiakban ezzel a mutans eIlF2B fehérjét (S535A elF2B) expresszald
plazmiddal végeztiik el a kisérleteket. PC12 és Rat-1 sejteket GSK-3 expresszids plazmiddal,
vad-tipust és mutans elF2B-t (S535A elF2B) expresszalo 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 elF2B overexpresszidja esetén. Azonban a nem foszforilalhato mutans S535A
elF2B expresszioja kivédte a GSK-3 indukalta apoptdzist mindkét sejtvonalban. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy az elF2B foszforilacidja a GSK-3 altal indukalt apoptozisban
szerepet jatszik. Hogy tovabb tanulmanyozzuk az elF2B szerepét a sejttulélésben, vizsgaltuk,
hogy a mutans S535A eIF2B kivédi-e a Pl 3-K gatlasa ill. a novekedési faktorok
megvonasara bekdvetkezd apoptozist. Az S535A elF2B transzfekcidja hatékonyan
megakadalyozta az apoptozist PC12 és Rat-1 sejtekben, amelyet a Pl 3-K gatlé LY294002
kezeléssel idéztiink eld. Ugyanezt az eredményt kaptuk, amikor a PI 3-K gétldsat dominans
negativ mutans PI 3-K transzfekciojaval végeztiik. Mivel mind a PC12, mind a Rat-1 sejtek
novekedési faktor fiiggd sejtek, a novekedési faktorokat tartalmazd szérum megvondsakor
apoptotizalnak. Az S535A elF2B overexpresszidja hatékonyan géitolja a szérum megvonas
indukalta apoptozist is. Kisérleteinkbdl levonhatd kovetkeztetés, hogy az elF2B fehérje
szabalyozasa a novekedési faktor receptorokon keresztiil, PI 3-K-fliggd tton torténik.

8. A mutans S535A elF2B hatasa a transzlaciora PI 3-K gatlast kovetoen.
A Pl 3-K gatladsa a transzlacio csokkenését eredményezi. A kovetkezdkben arra

voltunk kivancsiak, hogy a mutans elF2B-t overexpresszald sejtekben a transzlacid gatlasa
kivédheté-e. PC12 sejteket z6ld fluoreszcens fehérjét expresszald plazmiddal és kontroll,
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vad-tipusu ill. mutans elF2B-t expresszald plazmidokkal kotranszfektaltunk. A transzfektalt
sejtek kozil a legintenzivebben zolden fluoreszkald sejteket aramlasi citométerrel valogattuk
ki, mad a Pl 3-K gatlo LY294002 kezelést kdvetéen transzlacios aktivitasukat
meghataroztuk. A PI 3-K géatlasa a kontroll ill. a vad-tipusu elF2B-vel transzfektalt sejtekben
a transzlacié 70-75%-os csokkenését idézte el6. A mutans S535A elF2B overexpresszidja
szignifikansan blokkolta a PI 3-K gatlas hatasat, ezekben a sejtekben a transzlacié aktivitasa
kb. 60%-os volt. Tehat, PC12 sejtekben a transzlacié szabalyozasa a PI 3-K/Akt/GSK-3 ut
kozvetitésével torténik.

9. A transzlacio gatlo cikloheximid hatasa az apoptozisra.

A mutans S535A elF2B képes a fehérjeszintézis fenntartdsara €s az apoptozis
kivédésére PI 3-K gatlast kovetden, ami azt mutatja, hogy a fehérjeszintézis szabalyozasanak
fontos szerepe van a sejttulélésben. A fehérjeszintézis tovabbi vizsgalatdhoz a
fehérjeszintézis ismert gatloszerét, a cikloheximidet hasznaltuk és azt vizsgaltuk, hogy a
transzlacid gatlasa okozhat-e apoptozist. A cikloheximid a fehérjeszintézis gatlasa mellett
PC12 és Rat-1 sejtek apoptozisat indukalta dozis-fliiggé moédon. A mutans S535A elF2B
overexpresszidja nem véd a cikloheximid indukalta apoptozistdl, ami azt mutatja, hogy a
mutans elF2B specifikusan csak a PI 3-K gatlas kovetkeztében indukaldédéd apoptodzist védi ki.

10. A fehérjeszintézis gatlasanak hatasa a citokrom c kiaramlasra.

Apoptotikus stimulusok hatdsara citokrom ¢ aramlik ki a mitokondriumokbdl, amely a
citoplazmaban kaszpaz kaszkad elinditasaval apoptdzist okoz. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk,
hogy vajon a cikloheximiddel, illetve a Pl 3-K gatlassal kivaltott transzlacié gatlas okoz-e
mitokondridlis diszfunkciot és citokrom c kidramlast. PC12 sejtek PI 3-K gatlo LY294002-
vel ill. cikloheximiddel val6 kezelése utan anti-citokrom ¢ antitesttel immuncitokémiai festést
végeztiink. Azt tapasztaltuk, hogy a PI 3-K gatlasa és a cikloheximiddel tortént transzlacid
gatlas egyforma mértékill citokrom c kiaramlast indukal, ami azt mutatja, hogy mind a PI 3-K
ut gatlasaval, mind a cikloheximiddel eldidézett transzlacid gatladsa a mitokondrium "el6tt"
hatva eldsegitik a citokrom ¢ kidramlast.

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

A Pl 3-K/Akt jelatviteli ut aktivalasa gatolja a mitokondridlis citokrom € kiaramlast.
Mivel a mutans S535-elF2B fehérjét expresszalo sejtekben a transzlacid PI 3-K gatlas esetén
sem csOkken jelentdés mértékben, ezért feltételeztiik, hogy ezekben a sejtekben a citokrom c
kiaramlas is kisebb mértékii, mint a kontroll sejtekben. PC12 sejtek kontroll, vad-tipust és
mutans elF2B-t expresszald plazmidokkal valé transzfekcigja utan LY294002 illetve CHX
kezelésben részesiiltek, majd anti-citokrém c antitesttel immuncitokémiai festést végeztiink.
A mutans S535A elF2B overexpresszioja hatékonyan gatolja a PI 3-K gatlas kovetkeztében
kialakul6o citokrom ¢ kiaramlast, de nincs hatassal a cikloheximid indukalta citokrom c
kiaramlasra. Kisérleteinkbdl levonhatd kovetkeztetés, hogy az elF2B foszforilacidja és az
ennek kovetkeztében kialakuld transzlacido gatldsa okozza a citokrom cC kidramlésat a
mitokondriumbdl és apoptdzist indukal.
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KOVETKEZTETESEK

A fentiekben ismertetett kisérleti megfigyeléseink legfontosabb kovetkeztetései az
alabbiakban foglalhatok 6ssze.

A korai gének normdl indukcidjat vad-tipusa PC12 és részlegesen Ras gatolt (Z-M17-5)
sejtekben nem koveti a tranzin kés6i gén indukcidia.

Az altalunk vizsgalt korai gének korai citoplazmatikus jelatviteli eseményeket kotnek
Ossze a fenotipus valtozasokért felelés késdi gének aktivacidjaval. Ez a kapcsolat
feltételezhetGen 1étrejohet a c-fos, zif268 és a tranzin gén kozott, mivel a tranzin promoter
tartalmaz AP-1 és a Zif268 fehérje kotohelyeket. A korai és kés6éi gének indukcidja kozotti
kapcsolat azonban ennél bonyolultabb. Sok esetben a korai gének aktivacidjat nem koveti
kés6i gén aktivacio, annak ellenére, hogy promotere tartalmazza a megfeleld enhancer
elemeket. A differenciaciot indukalé névekedési faktorokon (NGF, FGF) kiviil, a c-fos,
zif268, és nur77 expresszidja hatékonyan indukalhaté olyan hatasokkal, amelyek a tranzin
gén transzkripciojat nem fokozzak (pl. EGF, TPA). Ezeket a megfigyeléseket megerdsitettiik
¢s kiegészitettilk kisérleteinkkel: részlegesen gatolt Ras fehérjét overexpresszaldé PC12
sejtekben (Z-M17-5) a kombinacios kezelésre bekdvetkez korai valasz gének normal
indukcidjat nem kovette a tranzin gén indukcioja. Megfigyelték, hogy a c-fos, zif268 és nur77
homozigo6ta null mutacidja nincs hatassal az idegrendszer fejléddésére. A tranzin promoter
AP-1 és Zif268 kotdhelyeinek mutacioval torténd inaktivacidja nem befolyéasolja a tranzin
gén NGF indukélhatosagat. 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.

Nincs szoros korrelacio a késoi gének aktivacidja és a fenotipus valtozasok kdzott.

Dominans negativ Ha-Ras fehérje expresszidja gatolja az NGF altal kivaltott
neuritképzddést PC12 sejtekben. Ez a hatas részlegesen kivédhetd NGF ¢s dbcAMP illetve
NGF és ionomicin kombinacidjdval még a Ras mutans fehérjét magas koncentracidoban
expresszalo M-M17-26 sejtvonal is, viszont ebben a sejvonalban semmilyen hatdssal nem
lehet a tranzin gént indukalni. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a tranzin gén
expresszioja nem sziikséges a neuritképzOdéshez. Az NGF indukalta gén expresszios
véltozasok és a biologiai hatas kozotti Osszefliggések rendkiviil bonyolultak, valosziniileg
transzkripcidtol fliggetlen jelaviteli folyamatok szabéalyozasa alatt 4llnak.

Az NGF tulélési hatasat a PI 3-K/Akt/GSK-3 jelpalva 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. Ezekkel a
megfigyelésekkel megegyezden, kisérleti eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy PC12
sejtekben az NGF indukalta GSK-3 aktivitas csokkenés is PI 3-K-fiiggd folyamat. Ezen kiviil
megallapitottuk, hogy az aktiv GSK-3 overexpresszidja elégséges az apoptdzis
indukcidjahoz, mig a dominans negativ GSK-3 expresszidjaval a PI 3-K gatlassal indukalt
apoptozis effektiven kivédhetd. Kisérleti eredményeinkkel megegyezden tobb kutatocsoport
igazolta a GSK-3 apoptozist indukaldo hatasait. A GSK-3p proapoptotikus hatasat
neuroblasztoma sejtvonalban is kimutattdk ¢és a GSK-3p aktivitdsa szlikséges szimpatikus
neuronok apoptézisahoz, melyet PI 3-K vagy Akt gatlassal idéznek el6. A GSK-3B-nek
szerepe van kortikalis neuronok apoptézisaban, amelyet novekedési faktorok megvonasaval
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vagy Pl 3-K gatlasaval idéztek eld. Kimutattak, hogy a neuronokban aktivaloéddé GSK-3p
hozzajarul a HIV-1 Tat fehérjéje altal indukalt neuronalis apoptozishoz.

Az elF2B szerepe a talélésben.

A GSK-3B overexpresszidja apoptdzist okoz, amelyet a mutins S535A elF2B
kotranszfekciojaval gatolni lehet. Ez arra utal, hogy az elF2B foszforilacioja a GSK-3 altal
indukalt apoptozisban szerepet jatszik. A PI 3-K gatlasa 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-fiiggd sejtek szérum megvonasra apoptotizalnak,
amelyet az elF2B mutans formdjaval ki lehet védeni, amely arra utal, hogy az elF2B
szabalyozasa a novekedési faktor receptorokon keresztiil valosul meg. A mutdns S535A
elF2B-t overexpresszald sejtekben a PI 3-K gatlasra bekovetkezd transzlacios aktivitas
csokkenés szignifikdnsan blokkolhat6 (kb. 40%) a kontroll ill. a vad-tipusu elF2B-t
overexpresszald sejtekkel (kb. 70-75%) ellentétben. Ezért igy gondoljuk, hogy az elF2B
foszforilacid kovetkeztében kialakuld transzlacid gatlas valdszintileg szerepet jatszik a GSK-
3 indukalta apoptoézisban. A fennmarado fehérjeszintézis gatlas, amelyet a mutans S535A
elF2B nem blokkol, feltételezhetd, hogy a TOR fehérjekinaz gatlasa miatt jon létre. Az Akt
aktivalja a TOR fehérjét, amely stimuldlja a transzlaciot a riboszomalis S6 kinaz, p70%°K
foszforilacigjaval ¢és az eIF4E transzlacidés inicidcidos faktorhoz kotodd fehérjék
foszforilacigjaval. Egyéb sejttipusokhoz hasonléan (huméan promielocitds leukémia HL-60
sejtvonal, human T-sejtvonalak, patkany hepatocita) a cikloheximid PC12 és Rat-1 sejtekben
is apoptozist indukal, ami a transzlacid sejttulélésben jatszott szerepére utal. A mutdns S535A
elF2B nem védi ki a cikloheximid indukalta apoptdzist, ami azt mutatja, hogy a mutéans
fehérje csak specifikusan a Pl 3-K gatlas kovetkeztében indukaldodd apoptozis kivédésére
alkalmas. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy kiilonb6zd stimulusok hatasara kialakuld
apoptdzis hatterében mitokondridlis valtozasok (membranpotencial valtozés, citokrom c
kiaramlas) allnak. A citoplazmaba kijut6 citokrom C a kaszpaz 9-el és az Apaf-1 fehérjével
komlexet képezve tovabbi kaszpazok aktivacigjat inditja el, amely kiilonb6zd szubsztratok
hasitasaval apoptozishoz vezet. A PI 3-K/Akt jelatviteli ut aktivacidja gatolja a citokrém c
kidramlasat és igy a sejt tulélését biztositja. A PI 3-K gatlas és a cikloheximiddel eldidézett
transzlacid gatlds egyarant citokrom C kidramlassal jar. A cikloheximid ezen hatasa a
citokrom ¢ kidramlasra megegyezik azzal a megfigyeléssel, miszerint a cikloheximid
csokkenti a mitokondrialis transzmembran potencialt patkany hepatocitdkban. A transzlacio
szabalyozasanak hasonl6 szerepe az apoptdzis patogenezisében mar ismert az irodalombdl. A
kettds lanci RNS altal aktivalodo fehérjekindz R (PKR) az elF2 inicidcidés faktor o
alegységének foszforilaciojaval szintén a transzlacio gatlasdhoz és apoptozishoz vezet.
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masodlagos messengerek kombinacios kezelésével részleges differenciacios valasz idézhetd
el a mutans Ras fehérjét expresszald szubklonokban. Ebben a sejtvonalban az altalunk
vizsgalt korai gének normal indukciojat kovetden semmilyen hatassal 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 sejttulélést kozvetitd jelatviteli ut
szabalyozasa a kovetkezoképpen foglalhato Ossze (4. abra). Novekedési faktorok jelenlétében
a Pl 3-K/Akt ut aktivalodik, az aktiv Akt foszforildlja a GSK-3-t, amelynek kovetkeztében a
fehérje inaktivalodik. Az inaktiv GSK-3 nem foszforildlja szubsztratjait, igy az elF2B fehérje
mikddése megtartott, a transzlacio zavartalan. Novekedési faktorok hidnyaban, ill. a PI 3-K
gatlasa esetén a GSK-3 aktiv, igy foszforildlja és inaktivalja az elF2B fehérjét. A transzlacio
iniciacidja ebben az esetben gatolt. Az altalinos metabolikus zavar valoszinileg
mitokondrialis diszfunkciét okoz, ami mitokondrialis valtozasokkal (membranpotencial
valtozas, citokrom c kidramlas) beindit egy apoptdzishoz vezetd kaszkad folyamatot.

+ Novekedési faktorok - Novekedési faktorok

TN

Akt Akt
65K-3 65K-3
¢ eIF2.GDP J.
eIFfB G err2.61e eI'iZB
transzldcié iniciacié aktivacidja transzldcié inicidcio gatldsa
SEJTTULELES APOPTOZIS

4. abra. Az elF2B szerepe a PI 3-K/Akt/GSK-3 jelatviteli ut szabalyozasaban.
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