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Roviditések jegyzéke

Akt = PKB: AKR egértorzsben spontan kifejlodé thymoma = Protein Kinase B / protein
kindz B, a viralis akt-gén cellularis homologjanak fehérje terméke

ASK: Apoptosis Signal-regulating Kinase, egy MAPKKK, amely a p38 és a JNK utakat
képes aktivalni

Apaf-1: apoptotic protease activating factor-1, az apoptdszoma kialakitdsadban vesz részt
a prokaszpaz-9-cel és a citokrom C-vel egyiitt

ATF6: activating transcription factor-6, az_ ER stressz soran aktivalodo transzkripcios
faktor

B1: a proteaszoma kaszpaz-szerl aktivitassal rendelkezd alegysége

B2: a proteaszoma tripszin-szerl aktivitassal rendelkezd alegysége

BS: a proteaszoma kimotripszin-szerl aktivitassal rendelkezd alegysége

Bad: Bcl-2 associated agonist of cell death, egy proapoptotikus ,,BH3-only” fehérje

Bak: Bcl-2 homologous antagonist/killer, egy proapoptotikus multi-domén fehérje

Bax: Bcl-2-associated X protein, egy proapoptotikus multi-domén fehérje

Bcl-2: B-cell lymphoma-2 / B-sejtes limfoma-2, egy antiapoptdtikus fehérje

Bcel-xL: Bcl-extralarge

BH-domén: Bcl-2 homolédgia domén, 4 kiilonbozé BH-domén ismert (BH1-4), a Bcl-2
csaladba tartozo fehérjék felépitésében vesznek részt

Bid: BH3 interacting-domain death agonist, egy proapoptotikus ,,BH3-only” fehérje

Bik: Bcl-2-interacting killer, egy proapoptotikus ,,BH3-only” fehérje

Bim: Bcl-2 interacting mediator of cell death, egy proapoptotikus ,,BH3-only” fehérje

BIPN: Bortezomib-indukalta periférias neuropathia

c-Jun: ju-nana, 17 japanul; az els§ onkogén transzkripcios faktor, melyet az avian
sarcoma virus 17-ben azonositottak; az AP-1 transzkripcids faktor egyik alegysége,
melyet a JNK enzim képes foszforilalni

Csk: Carboxy-terminal Src Kinase / C-terminalis Src kindz, az enzim C-termindlis végén
talalhat6, 527-es tirozin aminosavan foszforilalva inaktivalja a Src kinazt

Cy3: cyanin 3, fluoreszcens festék

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, egy gyakran hasznalt sejttenyésztd oldat



DR4 ¢s DRS: Death receptor-4 és 5, haldlreceptorok, amik a TRAIL haldlligandot
képesek megkdtni

DUB: deubiquitinating enzyme / deubikvitinalé enzimek

E1: ubiquitin-activating enzyme / ubikvitin-aktivalo enzim, a UPS altal lebontandd
fehérjék poli-ubikvitinaciojaban vesz részt

E2: ubiquitin-conjugating enzyme / ubikvitin-konjugalé enzim, a UPS altal lebontand6
fehérjék poli-ubikvitinaciojaban vesz részt

E3: ubiquitin-ligase enzyme / ubikvitin-ligdz enzim, a UPS altal lebontand¢ fehérjék poli-
ubikvitinicidjaban vesz részt

EGF: Epidermal Growth Factor / epidermalis ndvekedési faktor

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase / extracellularis szignal-regulalt kinadz, egy
MAPK, a MAPK-kaszkad egyik effektora, két legismertebb izoformdja az ERK 1
¢s ERK 2 (ERK1/2)

FADD: Fas-associated death domain / Fas- hoz asszocialt haldldomén, egy adapter
fehérje

Fas: egy halalreceptor

FasL: Fas-ligand, egy haléalligand

FDA: Food and Drug Administration

FGF: Fibroblast Growth Factor / fibroblaszt novekedési faktor

GAP: GTP-ase Activating Protein / GTP4z aktivalo fehérje, a G-proteinek (pl.: Ras) GTP
bonto akivitasat serkenti

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase /gliceraldehid 3-foszfat
dehidrogenaz, egy viszonylag stabil expresszioji, ugynevezett housekeeping
fehérje

GDP ¢és GTP: guanozin di- és trifoszfat

GEF: Guanine-nucleotide Exchange Factor / guanin-nukleotid kicseréld faktor, ami pl. a
Ras-t is aktivalja

Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2, egy adapter protein, mely jelatviteli
fehérjék kozott 1at el kapesolo feladatot

Hsp90: Heat Shock Protein 90 / 90 kDa molekulatomegli hdsokkfehérje

IxB: Inhibitor of kB, egy fehérje, ami a Nuklearis Faktor-kB-t gatolja



IRE1: inositol-requiring protein-1, az ER stressz soran aktivalodé kombinalt nukleaz és
kinaz

JNK: c-Jun N-terminal Kinase / c-Jun N-termindlis kinaz, egy MAPK fehérje, ami a
stresszvalasz kozvetitésében jatszik szerepet

K252a: TrkA-inhibitor vegytilet

LY294002: PI3K-inhibitor vegyiilet, gatolja az Akt PI3K-fiiggd aktivalodasat

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase / mitogén-aktivalt protein kinaz, egy
enzimcsaladd névadoja (MAPK csaladdtagok pl. az ERK, a JNK, a p38)

MAPKK: MAPK-kinaz, pl. a MEK, az MKK3/6 ¢s az MKK4/7

MAPKKK: MAPKK-kinaz, pl. a Raf, az ASK és az MLK

MEK: MAPK/ERK Kinase / MAPK/ERK kindz, egy MAPKK, a MAPK-kaszkad
tagjaként az ERK-et foszforilalo, kettds specificitasu protein kindz

Mdm?2: mouse double minute 2, egy ubikvitin-ligdz enzim, mely a p53 poli-
ubikvitinicidjaban jatszik szerepet

MG-132: proteaszoma gatld vegyiilet

MKK: Mitogen-activated protein kinase kinase / mitogén-aktivalt protein kindz kindz, a
stressz kinazokat aktivaldo MAPKK (a p38-at az MKK3/6, a INK-t az MKK4/7
aktivalja)

MLK: Mixed-Lineage Kinase, egy MAPKKK, amely a p38 és a JNK utakat képes
aktivalni

M-M17-26: dominans gatlé Ras mutans fehérjét nagy fokban expresszalé PC12 sejtvonal

MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilization / mitokondrialis kiilsé
membran permeabilizacid

NF-kB: Nuclear Factor-kB / nukleéris faktor-xB, egy transzkripcios faktor, melynek
mikodését az IkB kotddése gatolja

NGF: Nerve Growth Factor / idegi novekedési faktor, tulélési és differencidcios jelatviteli
utakat indit be PC12 sejtekben

NK-sejtek: Natural Killer cells / természetes 616sejtek

Noxa: egy proapoptotikus ,,BH3-only” fehérje

OD: optikai denzitas

P2Y2: G-proteinhez kapcsolt receptor, valdsziniileg a Src-on keresztiil serkenti a TrkA

altal kozvetitett neuronalis differenciaciot



p38: a stressz jelatvitelt kozvetitd egyik mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK)

PACAP: Pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide

PERK: protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase

PDK: 3-Phosphoinositide-Dependent Kinase / 3-foszfoinozitid-fiiggd kindz, a PI3K-ut
tagja, az Akt/PKB foszforilalasat végzi

PD98059: MEK-inhibitor vegytilet

PERK: PKR (protein kinase RNA)-like ER kinase, az ER stressz soran aktivalodo
protein kinaz

PI: propidium-jodid

PI3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase / foszfatidilinozitol 3-kindz, egy enzimfehérje,
mely a sejttalélés szabalyozasdban vesz részt

PLC-y: Phospholipase-C-y / foszfolipaz-C-gamma, NGF-receptor szignalizacidoban részt
vevl, SH2-doménnel rendelkezd jelatviteli fehérje

PP2: Src-inhibitor vegytilet

PP2A: protein phosphatase 2A

p-Tyr: foszfotirozin

Puma: p53 upregulated modulator of apoptosis, egy proapoptotikus ,,BH3-only” fehérje

Raf: rapidly accelerated fibrosarcoma, egy szerin/treonin specifikus MAPKKK, mely a
MEK jelatviteli fehérjét foszforilalja

Ras: rat sarcoma, egy membranhoz kotétt monomer G-protein, mely a Raf-ot aktivalja

SB203580: p38-inhibitor vegyiilet

SH2-domén: Src-homologia 2-domén, kiilonb6z6 fehérjékben jelenlévd, foszfotirozint
felismerd, és ahhoz kotddni képes fehérjemotivum

SH3-domén: Src-homologia 3-domén, egy poliprolin-ko6td fehérjerégio

She: Src homologous and collagen-like, egy adapter fehérje, mely jelatviteli fehérjék
kozott 1at el kapcsolo feladatot

Sos: Son of sevenless, egy guanin-nukleotid kicseréld faktor (GEF), mely a G-fehérjék
altal kotott GDP-nek GTP-re torténd lecserélését segiti

SP600125: INK-inhibitor vegyiilet

Src: sarcoma, egy non-receptor tirozin protein kindz

TNF-a: Tumor necrosis factor-a / tumor nekrézis faktor-a, az immunsejtek altal

termelt egyik citokin, egyben az egyik ismert halalligand



TNFR1/2: TNF-receptor 1 €s 2

TRADD: TNFR-associated death domain / TNFR-hoz asszocialt haldldomén, egy
adapter fehérje

TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand / TNF-el rokon apopt6zist indukalo
ligand, az egyik halalligand

TrkA: Tropomyosin receptor kinase A, nagy affinitdst NGF-receptor

UPR: unfolded protein response

UPS: ubiquitin-proteasome system / ubikvitin-proteaszoma rendszer

v-src: virdlis src gén

WST-1: egy tetrazolium so, melyet a mitokondridlis dehidrogen4dzok formazanna
alakitanak, aminek képz6dott mennyisége az €16 sejtek aranyanak

meghatarozasara alkalmas



Osszefoglalas

Az neuronalis differenciacio, talélés és apoptdzis tanulméanyozasanak kedvelt
modellrendszere a PC12 (patkany feokromocitoma) sejtvonal. Ezek a kerek sejtek idegi
novekedési faktor (NGF) kezelés hatasara jelentés morfoldgiai valtozasokon mennek
keresztiil, és szimpatikus idegsejtekhez hasonl6 alakokka differencidlédnak, aminek a
hatterében Osszetett jelatviteli torténések allnak.

Az NGF-nek a nagy affinitasu receptorahoz, a TrkA (tropomiozin receptor kinaz
A)-hoz val6 kotddését a receptor dimerizaciodja, auto-/transzfoszforilacidja, valamint egy
monomer G-protein, a Ras (nevének eredete: rat sarcoma) aktivacioja koveti. Az aktivalt
Ras egy citoplazmatikus mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) kaszkadot indit be,
melynek tagjai a Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma, egy MAPKKK), a MEK
(MAPK/ERK kinaz, egy MAPKK) ¢és az ERK1/2 (tovabbiakban ERK = extracellularis
szignal-regulalt kindz, egy MAPK) (Segal és Greenberg, 1996; Szeberényi és Erhardt,
1994; Vaudry és mtsai., 2002). Az ERK id6ben elhuz6d6 foszforilacidja és nukleéris
mtsai, 1998; Marshall, 1995; Traverse és mtsai, 1992). E folyamat soran a Src (nevének
eredete: sarcoma) tirozin kindz aktivacioja is megfigyelhetd (Alema és mtsai, 1985).

Proteaszoma gatlo kezelés szintén eldidézhet neuritnovekedést PC12 sejtekben
(Hashimoto ¢és mtsai, 2000; Song ¢és mtsai, 2009, 2011), ugyanakkor a Src
(Hakak ¢és Martin., 1999), melyet a kisérleteinkben hasznalt peptidil-aldehid tipusu
proteaszoma gatlo vegytilet (MG-132) befolyésolni képes.

Sajat megfigyeléseink alapjan az MG-132 2,5 uM-os koncentracioban alkalmazva
kéttazisu valaszt valt ki PC12 sejtekben. Kezdetben gyorsan beinditja a neuritndvekedés
folyamatat, azonban 24 o6ra elteltével a sejtek morfologiai valtozdsai egyre inkabb a
programozott sejthaldl jeleit mutatjdk. Ennek megfelelden kisérleteink sordn elébb a
proteaszoma gatld kezelés hatdsdra bekdvetkezd neuritogenezis, majd az idegsejtek
pusztuldsa (apoptozisa) sordn végbemend jelatviteli valtozasok feltérképezését tiiztiik ki
TrkA-Ras-ERK ttvonalat és a Src tirozin kinaz lehetséges szerepét, valamint a sejtek
talélésében €s apoptdzisdban szerepet jatszo néhany jelatviteli fehérje aktivalodasat

vizsgaltuk a proteaszoma gatloval torténd kezelések soran.



Eredményeink alapjan az MG-132 a kezelés elsd fazisaban (annak korai
szakaszaban) kivaltja a TrkA foszforildciojat, melyet a neurondlis differencidcio
elofeltételének tartott, idoben elhtizodd ERK aktivacid kovet a Ras, Raf, MEK utvonalon
keresztiil. Ezekben a folyamatokban fontos szerepe van az aktiv Src stabilizalasanak,
melyet proteaszomalis lebontdsanak gatlasdval értiink el. Src-inhibitorral (PP2) térténd
elokezelés hatdsara ugyanis a proteaszoma gatld altal eldidézett TrkA foszforilacid
elmaradt, az ERK aktivacié kisebb mértékiinek bizonyult és elobb lecsengett, az aktiv
ERK nuklearis transzlokacioja mérséklodott, és a kovetkezményes neuritnovekedés sem
volt megfigyelhetd.

Molekularis szinten az ERK aktivaciojan és a differenciaciot kivaltd egyéb
valtozasokon kiviil az Akt-nak, valamint a sejtek stresszvalaszat kozvetitd6 MAPK-oknak,
a p38MAPK-nak (tovabbiakban p38) és a c-Jun N-terminalis kindznak (JNK), valamint
az utobbi szubsztratjanak, a c-Jun-nak (ju-nana, 17 japanul) a lassi és elhuz6do
aktivacioja is megfigyelhetd.

24 ora elteltével (az MG-132 kezelés késoi szakaszaban) a talélést kozvetitd Akt és
ERK foszforilacioja lecsokkent, mig a p38 és JNK altal kozvetitett stressz jelatviteli utak
kifejezetten aktivak maradtak. Ezen kiviil a kaszpaz-3 aktival6 hasitisa is kimutathato
volt mar ebben az id6pontban, ami a sejtek apoptozisdnak egyértelmi jele.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az MG-132-vel végzett proteaszoma
gatld kezelés kétfazisu valaszt valt ki PC12 sejtekben. Kezdetben a TrkA-Ras-ERK
utvonal aktivalodik, mely a sejtek neuritogenezisét indukélja. Ehhez a folyamathoz
nélkiilozhetetlen a Src aktivacid fokozddasa. 24 ora elteltével a jelatviteli események
eltolodnak a talélési utvonalak (Akt és ERK) inaktivalodasa, valamint a stressz utak (p38
¢s JNK) aktivalodasa felé, mely valtozasok — a kdvetkezményes kaszpaz-3 hasitassal

egylitt — a PC12 sejtek apoptdzisat mozditjak eld.

10



1. Bevezetés

1. 1. A neuronalis differencidcio €és apoptozis modellrendszere

Az utobbi években-évtizedekben egyre intenzivebben folynak a neurodegenerativ
betegségek, illetve mas idegsejtpusztuldssal jaro korallapotok megértéséhez, vagy akar
terdpias javaslatok kidolgozasahoz hozzdjaruld, a neurondlis apoptdzis, -tulélés és -
differencici6 folyamatait vizsgélo kutatasok.

A proteaszoémak, mint a sejten beliili, szabalyozott fehérjelebontas komplexeinek
szerepe is felmertilt ezekben a folyamatokban. Kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségek
hatterében leirtak a proteaszomak csokkent miikodését (Ciechanover és Brundin, 2003;
Layfield és mtsai, 2003; Cao és mtsai, 2020), ami a nem-, vagy nem jol hajtogatott
fehérjék sejten beliili felhalmozodéasaval jarulhat hozza az idegsejtek pusztulasdhoz.

A proteaszoma gatlokkal végzett preklinikai vizsgalatok soran kideriilt, hogy a
magas transzlacids aktivitdst mutat6 plazmasejtek a legérzékenyebbek a proteaszomalis
alkalmazni ezeket a szereket (Teicher és Tomaszewski, 2015). Az els0 proteaszoma
gatlok sikeres terapids alkalmazasaval fény deriilt arra is, hogy ezeknek a szereknek az
egyik stlyos mellékhatasa a periférids neuropatia (Velasco és mtsai, 2019). Ugyanakkor
régdta ismert az a tény is, hogy egyes proteaszoma gatlok neuritndvekedést képesek
indukdlni bizonyos sejtvonalakban (Hashimoto ¢és mtsai, 2000). Egy microarray
elemzésen alapuld tanulmany nyilvanvalova tette, hogy a laktacisztinnel végzett
proteaszoma gatlas neuroprotektiv €s pro-apoptotikus utvonalakat egyarant képes
aktivalni (Yew és mtsai, 2005).

Ezek a megfigyelések nagy mértékben korreldlnak a PC12 sejtek MG-132-vel valo
kezelése soran altalunk tapasztalt kétfazisu morfoldgiai valtozasokkal, melynek soran
kezdetben a neuritogenezis, a késObbiekben pedig az apoptdzis jelenségei dominaltak.
Munkénk soran az ezeknek a folyamatoknak a hatterében zajlé molekularis
mechanizmusokat vizsgaltuk. Kisérleteinkhez PC12 sejtek tenyészeteit hasznéltuk, amely
sejtvonal neuroendokrin eredetének koszonhetden az idegsejt differenciacio, tulélés és
apoptozis sejttenyészetben torténd tanulmanyozéasanak széles korben elterjedt
modellrendszere. A PC12 sejtvonal a Parkinson-kor, vagy a stroke modellezésére, illetve

a neuroszekrécid €s neurotoxicitds in vitro tanulmanyozasara is kivaléan alkalmas.
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Ezeknek a patkdny mellékvesevelobdl szarmazod daganatsejteknek a felszinén jol
kimutathatéan expresszalédik a TrkA receptor, ami a polipeptid tipusi NGF nagy
affinitasu sejtfelszini kotohelye (Esposito, 2001). Ennek a 140 kDa molekulatomegii
fehérjének koszonhetéen a PC12 sejtvonalon kivaléan tanulméanyozhat6 az NGF jelatvitel
¢és a neurondlis differenciacio6 folyamata (Pap és Szeberényi, 1998; Boglari és Szeberényi,
2001; Vaudry és mtsai, 2002; Kiss és mtsai, 2006). Tartos, tobb napos NGF kezelés
hatdsdra a kis kerek sejtek (1/a. abra) osztdodasa ledll, méretiik megnd, és hosszu
nyulvanyokat novesztve mind megjelenésiik, mind biologiai viselkedésiik szimpatikus

idegsejtekéhez valik hasonlova (1/b. abra) (Greene és Tischler, 1976).

1. abra PCI2 sejtek a) kezeletlen és b) NGF-fel kezelt, differencialt sejtalakjai (Boglari és
Szeberényi, 2001)

Az NGF mellett mas polipeptid tipust novekedési faktorok, és akar egyéb hatasok
Ezen kiviil PC12 sejteket hasznadlnak példdul az embriondlis fejlédés soran
végbemend, illetve neurotoxinok, vagy egyéb dgensek 4ltal kivaltott neuronalis apoptozis

in vitro modellezésére is (Walkinshaw és Waters, 1994; Yi és mtsai, 2021).
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1. 2. A mitogén-aktivalt protein kindzok (MAPK)

A MAPK kaszkadok az intra- és extracellularis jelek (pl. mitogén- vagy
stresszhatdsok) integralasaval és feldolgozasdval szabalyozzak a sejtek alapvetd
folyamatait, ami kivalthat proliferaciot, differenciaciot, sejttalélést vagy akar apoptdzist
is. A jelekre adott valasz fligg az adott sejt tipusatol, a jel fajtajatol €s -intenzitasatol, a
részt vevo jelpalydk Osszetételétdl és aktivaciojuk dinamikdjatol, valamint a koztiik zajlo
parbeszédtol is (Fey és mtsai, 2012).

A MAP-Kindzok kozé tartoznak az extracellularis szignal-regulalt kindzok
(ERK1/2), a p38MAPK-ok (p38a-0), valamint a c-Jun N-terminalis kinazok (JNK1-3)
(Shiizaki és mtsai, 2013; Munshi és Ramesh, 2013; Darling és Cook, 2014). Aktivacidjuk
mindhirom esetben egy kindzokbdl 4116 kaszkad tagjainak egymast kdvetd foszforilacioja
révén valosul meg (2. abra). A kaszkad legproximalisabb tagja a MAPKKK, ami az ERK
esetében a Raf, a p38 és a JNK esetében pedig az ASK (apoptosis signal-regulating
kinase) vagy az MLK (mixed-lineage kinase). A kaszkad kovetkezd tagja a MAPKK, ami
a kaszkad utolso tagjait, a MAPK-okat foszforilalja. Az ERK-et a MEK, a p38-ata MAPK
kinaz 3 és 6 (MKK3 és MKK6), a JNK-t pedig a MAPK kinaz 4 és 7 (MKK4 é¢s MKK7)
képes foszforilalni és ez altal aktivalni (2. abra). (Hayakawa és mtsai, 2012; Munshi ¢és
Ramesh, 2013; Shiizaki és mtsai, 2013; Darling és Cook, 2014; Manieri és Sabio, 2015).
Az irodalomban talalhatok adatok a p38 MKK4 altali aktivalasara is (Deacon és Blank,
1997).

MAPKKK Raf ASK/MLK
, v , / \
MAPKK MEK1/2 MKK3/6 MKK4/7
{ WMKKHE LMEKST
\L A/' ‘l
MAPK ERK1/2 p38a,B,y, o0 IJNK1,2,3

2. Abra A MAPK jelatviteli kaszkadok (magyarazat a szovegben)
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A PC12 sejtekben példaul, ahogy mar emlitettiik, az NGF elhuzodo ERK aktivaciot

------

crer

Kriegsheim ¢és mtsai, 2009). Hasonloképpen a stressz kinazok eltérd aktivacidja is
kiilonbozo valaszokat kdzvetit kiilonbozo sejtvonalakban. Péld4ul a tumor nekrézis faktor
(TNF) altal indukalt, atmeneti JNK aktivacio a primer egér embriondlis fibroblasztsejtek
talélését és proliferacidjat idézi eld, mig az elhtizodod JNK aktivacio apoptozist indukal
(Ventura és mtsai, 2006). Egy masik tanulmanyban eritroid sejteket vizsgalva arra az
segitette eld, mig ugyanezen jelatviteli fehérjék tartds aktivacioja -az ERK aktivacio
csOkkenésével egyiitt- a sejtek apoptdzisdhoz vezetett (Nagata és Todokoro, 1999). A
tartos JNK- ¢és p38 aktivacio az idegsejtek apoptozisat valtja ki kiilonbozd

neurodegenerativ megbetegedésekben is (Kim ¢és Choi, 2010).

1. 3. A neuronalis differencidcio (neuritogenezis) jelatvitele

A neuronalis differenciacio jelatviteli valtozasai jol vizsgalhatok a PC12 sejtek
tartos NGF kezelése soran. Az idegi novekedési faktor polipeptid természetébdl adédoan
nem képes atjutni a sejtmembranon, hatasat sejtfelszini receptorahoz (TrkA) kotddve fejti
ki. Ez el6szor receptor dimerizaciot eredményez, melyet receptor auto-
/transzfoszforilacio kovet (Segal és Greenberg, 1996). A receptor felszinén igy 1étrejévo
foszfo-tirozin  oldallancokhoz SH2 (Src homolégia 2)-doménnel rendelkezd
citoplazmatikus fehérjék kotddnek (Karlsson és mtsai, 1998; Rui és mitsai, 1999),
melyeket aztan a receptor szintén foszforilalni képes tirozin aminosav oldallancaikon.
Ilyen SH2-domént tartalmazo fehérjék példaul a Src (Alonso és mtsai, 1995), a
foszfolipaz C-y (PLC-y), a foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K), a GTPaz aktivator protein
(GAP), valamint kiilonb6z6 adapter molekulék (pl. Src homologous and collagen-like =
Shc és growth factor receptor-bound protein 2 = Grb2) (3. abra) (van der Geer és mtsai,
1994; Dikic és mtsai, 1995; Ganju és mtsai, 1998), mely utébbiak SH3 (Src homoldgia
3), effektor doménjiikon keresztiil tovabbi, prolin aminosavban gazdag fehérjéket
képesek megkotni (van der Geer és mtsai, 1994). Ilyen példaul a guanin-nukleotid

kicseréld faktor (GEF, pl.: Son of sevenless = Sos). A GEF egy a plazmamembranhoz
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kapcsolt monomer G-proteint, a Ras-t képes aktivalni, azaltal, hogy eldsegiti annak GDP-
kotott formabol GTP-koto alakka torténd atalakuldsat. A Ras megfeleld idoben torténd
inaktivalasahoz egy GTP-az aktivalo proteinre (GAP) van sziikség, melynek hatdsara a
Ras sajat GTP-az aktivitdsa fokozodik, és a kotott GTP-t GDP-vé hidrolizalja.
Inaktivalodasa eldtt a Ras még egy protein kindzokbol allo, MAPK kaszkadot indit be,
melynek tagjai egymast foszforildlva viszik tovabb a jelet. A Ras a Raf-ot, az pedig a
MEK-et hozza miikodésbe. A MEK kettds specificitdsu protein kinaz aktivitassal
rendelkezik, melynek révén treonin és tirozin oldallancokon képes célmolekulait
(szubsztratjait) foszforilalni. Ennek kovetkeztében a kaszkad egyik utolso
citoplazmatikus tagjaként az ERK is foszforilalodik. A megfelelden aktivalt ERK bejut a
sejtmagba, ¢és ott transzkripcidos faktorokat foszforildlva szabdlyozza a génatirés
folyamatat (3. abra). Ennek eredményeként PC12 sejtekben a sejtciklus leallasa, majd
neurondlis differencécioja figyelheté meg (Szeberényi és Erhardt, 1994; Segal és
Greenberg, 1996; Ye és mtsai, 1999).

A nagy affinitdst NGF-receptorrél az ERK-ut aktivaladsan kiviil szdmos egyéb
jelatviteli folyamat is elindulhat (van der Geer és mtsai, 1994, Huang és Reichardt, 2003)
(3. abra). Az ERK kaszkad mellett ugyancsak a differenciacidban vesz részt a PLC-y
enzim (Vetter és mtsai, 1991), ami két masodlagos messenger létrehozasdval két
parhuzamos jelatviteli utat is elindit. A PLC-y differenciacidban jatszott konkrét szerepe
ugyan még nem teljesen tisztazott, viszont az bizonyitott, hogy a Ras-tol fliggetleniil
mukodik (Kiss és mtsai, 2006).

Az NGF-indukalta neurondlis differencidcioban a Src-nak is fontos szerep jut
(Tucker és mtsai, 2008). A Src tirozin kindz potencidlis jelentdségét az NGF jelatvitelben
a viralis src onkogén (v-src) azon képessége miatt mar korabban feltételezték, hogy az az
NGF-hez hasonld neuritndvekedést volt képes indukalni (Alema és mtsai, 1985). A Src
¢s a Ras fehérje kapcsolatara utal NIH 3T3 sejtekben, hogy a ndvekedési faktorok, vagy
a v-src altal stimulalt mitogenezist gatolja az anti-Ras antitest mikroinjekcioja (Mulcahy,
1985), vagy egy dominans gatld ras-mutans (Cai és mtsai, 1991) expresszioja. Egy masik
munkédban Src- vagy Ras fehérjék elleni neutralizalé antitesteket mikroinjektaltak
fazionalt PC12 sejtekbe, ami mindkét esetben megakaddlyozta és visszaforditotta az
NGF- vagy FGF (fibroblaszt novekedési faktor) -indukélta neuritndvekedést (Kremer és

mtsai, 1991). A receptor tirozin kindzok Src-fiiggd és Src-fiiggetlen utakon is képesek
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aktivalni a Ras-t (Kremer és mtsai, 1991). A Ras kdzponti szerepét tdmasztja még ald az
NGF éltal indukalt neuronalis differencidcioban az a tény is, hogy a Ras elleni
neutralizdlo ellenanyagok mikroinjekcioja fuzionalt PC12 sejtekbe gatolja ¢és
visszaforditja az NGF kezelés kovetkeztében kialakulo neuritnévekedést (Hagag, 1986).
Ebbe az irdnyba mutat tovabbd még az is, hogy egy dominins gatldo ras-mutans
expresszioja az NGF és FGF szdmos hatasat kivédi PC12 sejtekben (Szeberényi és mtsai,
1990). Az anti-Src antitest ugyan nem képes teljes mértékben meggatolni a ras onkogén
altal kivaltott neuritnovekedést, viszont a Ras funkcio6 gatlasa kivédi a v-src altal indukalt
neuritogenezist (Kremer és mtsai, 1991). Az Src-Ras kaszkad stimulélasa korai esemény
az NGF ¢és FGF jelatviteli utak mentén, ezért felmeriil a koézvetlen kolcsonhatas
lehetésége magukkal a novekedési faktor receptorokkal is (Kremer €s mtsai, 1991). A
Ras inaktivalasdhoz fontos GAP a Src és a tirozin kindz novekedési faktor receptorok
szubsztratja is lehet (Ellis és mtsai, 1990), de leirtdk a Src szerepét a Ras aktivalasaban
részt vevOd GEF fehérje miikodésének fokozasaban is, melynek soran valdjaban az Shc
foszforilacigjaban vesz részt, amihez ezt kovetden a Grb2/Sos komplex képes kotddni, és
ennek kovetkeztében a Ras-t aktivalni (Yamaguchi és mtsai, 1997) (3. abra). Az NGF-
fel kezelt, differencialodd PC12 sejtekben a Src a membranhoz asszocidltan, a
nyulvanyok novekedési kupjaiban van jelen, kiilondsen a tenyészto feliilethez valo
kapcsolodasi helyeken (Sobue and Kanda, 1988), ami sziikséges az NGF altal indukalt
neurondlis fenotipus kialakitasdhoz (Hagag, 1986). Egyes feltételezések, szerint a Src egy
G-proteinhez kapcsolt receptor (P2Y2) és a TrkA receptor tirozin kindz kozotti
komunikacidoban vesz részt, ezzel erdsitve a differenciacids szignalt (Arthur €s mtsai,
2006). A teljes Src aktivaciohoz sziikséges a fehérje katalitikus doménjében (Tyr 416)
bekovetkez6 aktivaldo foszforilacié (Piwnica-Worms ¢€s mtsai, 1987), valamint
egyidejiileg a fehérje C-termindlis végén (Tyr 527) 1évd inaktivald foszatcsoport
eltavolitasa (Cooper és mtsai, 1986; Martin, 2001). A Src inaktivalodasa tobb tton
keresztiil is megvalosulhat. A Src C-terminalis végén talalhato tirozin oldallancon térténd
gatld foszforilaciot (Cheng és mtsai, 1996; 2001) egy specifikus kindz, a Csk (C-
terminalis Src kinadz) katalizalja. Az inaktivacidbhoz a Src fehérje ép SH2- és SH3-
doménekkel kell, hogy rendelkezzen (Superti-Furga és mtsai, 1993). Az aktiv Src

azonban az ubikvitin-proteaszoma uton keresztiil is degradalodhat (Hakak és Martin,
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1999). Munkénk soran ezt az inaktivacids utat géatolva vizsgaltuk a Src jelatviteli
molekula szerepét a PC12 sejtek szignalizacids folyamataiban.

A PI3K-ut az Akt aktivalasa révén elsOsorban a sejtek ttlélését (Ashcroft és mtsai,
1999) kozvetiti. A PI3K tobbszorosen foszforilalt lipidszarmazékok képzodését serkenti.
Ezek a PDK-n (3-foszfoinozitid-fiiggd kindz) keresztiil az Akt foszforilacidjanak és
miikddésének fokozodasdhoz vezetve mozditjak eld a sejttilélést (Wang és mtsai, 2004).
Feltételezik, hogy a Src szerepet jatszhat az NGF-indukalt, PI3K-fiiggd

neuritndvekedésben is (Kremer és mtsai, 1991) (3. abra).

3. abra Az NGF dltal eldidézett neurondlis
differenciacio jelatvitele Az NGF sejtfelszini
receptorahoz kotédve receptor dimerizaciot,
majd auto-/transzfoszforilaciot eredményez. Az
igy létrejovo p-Tyr oldallancokhoz SH2-
doménnel rendelkezé fehérjék kapcsolodnak.
Ilyen pl. a GAP, ami a Ras inaktivacidjaban
jatszik fontos szerepet, kiilonb6z6 adapter
fehérjék (She, Grb2), melyek a GEF-et (Sos)
miitkodésbe hozva aktivaljak a Ras-t. Az aktivalt
Ras egy MAPK-kaszkadot indit be, melynek
tagjai a Raf, MEK és az ERK. Az aktivalt ERK
a sejtmagba is bejut, hogy ott transzkripcios

faktorokat foszforildlva szabalyozza a gének

Génexpresszio

Differenciacio , . .
fenotipusos valtozasai a neuronalis

differenciaci6 iranyaba tolodnak. Egyéb SH2-doménnel rendelkez6 fehérjék még a PLC-y és a PI3K.

expresszidjat. Ennek kovetkeztében a sejtek

Utobbi az Akt utat aktivalja a PDK-n keresztiil és elsGsorban a sejtek talélését serkenti, de a
differenciacioban is szerepet jatszhat. Ebbe az Gitvonalba valosziniileg a Src is bekapcsolodik, ami
szintén egy SH2-domént tartalmazé fehérje, €s ami a Ras-ERK 1t aktivalasaban is részt vesz. Az
abran feltlintetett sejtalkotok a Servier Medical Art felhasznalasaval késziiltek, melyet a Servier

biztosit egy ,,Creative Commons Attribution 3.0 unported license” alatt.

1. 4. Az apoptdzis jelatvitele

Az apoptozis, ami lényegében a sejtek ,,0ngyilkossagat” jelenti, a programozott

sejthalal egyik legalaposabban tanulmanyozott formaja. Ez a folyamat fiziologidsan is
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eléfordul az emberi szervezetben a sejtek, szovetek homeosztazisdnak fenntartdsa, az
embrionalis fejlédés, az immunvalasz szabalyozédsa, vagy az Oregedés soran. Ha az
apoptdzis nem megfeleld mértékii, akkor az betegségek kialakuldsdhoz jarulhat hozza
(Ola és mtsai, 2011). Tazott apoptdzis figyelheté meg neurodegenerativ betegségek,
ischaemias korképek, toxin-indukalta megbetegedések, vagy pl. az AIDS kialakulasa
soran, mig az apoptozis nem elégséges szintje daganatok, autoimmun koérképek vagy
virusfertézések kialakulasahoz vezethet.

Apoptozis soran a sejtmembran végig intakt marad, és a sejt az 6t koriilvevd
szovetek karosodasa, gyulladasos folyamatok eldidézése nélkiill pusztul el. A
programozott sejthalal folyamata kézben a sejtek szdmos morfoldgiai és funkcionalis
valtozason mennek keresztiil. [lyen példaul az apoptotikus testek leflizodése, a kromatin
kondenzacidja, valamint a DNS internukleoszémalis hasitasa endonukleazok altal, amit
a sejtmag fragmentacidja kovet. Fontos valtozas ezeknek a sejteknek a membranjaban a
foszfatidil-szerin externalizicio, mely ezt kdvetden, tigynevezett ,,eat me signal”-ként
szolgél a kornyezd fagocita sejtek szdmara, illetve Annexin V jeldléssel laboratériumi
kortilmények kozott egyszerlien ki is mutathato.

Ezen kiviil fontos jelatviteli valtozasok is bekdvetkeznek az apoptozis soran, mint
pl. a stressz jelatviteli utak elnytjtott aktivacioja, vagy a kaszpaz-3 proteolitikus hasitasa,
ami az enzim aktivacidjdhoz vezet (Goldar és mtsai, 2015). A kaszpdz-3 az apoptdzis
fontos, effektor protedzaként ismert, mivel az altala katalizalt proteolitikus hasitasok
vezetnek az apoptdzisra jellemz0, az el6zdekben ismertetett valtozasokhoz. Az enzim
aktivalasa tobb utvonalon keresztiil is megvalosulhat: (1) az extrinsic apoptotikus uton,
ami sejtfelszini halalreceptorokrdl indul, (2) az intrinsic, vagy mitokondrialis Gton, (3) az
endoplazmatikus retikulum (ER) stressz altal indukalt apoptotikus utvonalon keresztiil,
(4) az apoptozis-indukald protedz, granzim B 4ltal aktivalt Gton, ami az immunrendszer
citotoxikus T limfocitaira és természetes 6ldsejtjeire (NK-sejtek) jellemzd, valamint (5)
a nukledris utvonalon keresztiil, amihez specifikus nukledris organellumok sziikségesek,
de ebben az utvonalban a kaszpaz aktivacié mechanizmusa még nem tisztazott (Mohamed
¢s mtsai, 2017). A felsorolt mechanizmusok koziil az els¢ haromnak van jelentdsége az
altalunk 1s végzett vizsgalatok szempontjabol, ezért a tovabbiakban csak ezeket

részletezzik.
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1. 4. 1. Az extrinsic ut

Az extrinsic Ut (4. abra 1. rész) aktivalodésa sordn a tobbnyire immunsejtek altal
szekretalt haldlligandok (pl. TNF-a = Tumor necrosis factor a, Fas-ligand, TRAIL =
TNF-related apoptosis-inducing ligand) a halalreceptorokhoz kapcsolédnak. A TNF-
receptor 1-hez és 2-hoz (TNFR1/2) a TNF-a, a Fas-hoz a Fas-ligand (FasL), a death
receptor-4-hez és 5-héz (DR4, DRS) pedig a TRAIL képes kapcsolodni (Bertheloot,
2021). Ezt kdvetden a halalreceptorok oligomerizacidja torténik, melyet adapter fehérjék
(TRADD = TNFR-associated death domain protein vagy FADD = Fas-associated death
domain protein) €s az iniciator prokaszpazok (prokaszpaz-8 és -10) megkotése kisér,
létrehozva egy jelatviteli komplexet (DISC = death-inducing signaling complex),
melyben megtorténik a prokaszpazok proteolitikus aktivacidja, és ennek kovetkeztében
tobbek kozott az effektor prokaszpaz-3 aktivaciodja is kozvetlen, vagy kdzvetett iton, ami

az apoptozis mar emlitett valtozasaihoz vezet.

1. 4. 2. Az intrinsic ut

Az apoptozis intrinsic Utjanak (4. abra 2. rész) aktivaloddsa a mitokondriumok
kiils6 membranjanak permeabilizaci6jahoz (MOMP = mitochondrial outer membrane
permeabilization) vezet (Chipuk ¢és mtsai, 2006), ezért nevezik ezt az utvonalat
mitokondridlis utnak is. Ebben az esetben a kivaltd ok a sejten beliil talalhato, mint
példaul a DNS kérosodds, ami a p53 tumorszuppresszor fehérjét aktivalja. A p53
transzkripciés faktorként milkddve befolyasolja kiilonb6z0, az intrinsic ut
szabalyozasaban fontos szerepet jatszd, a Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) csaladba tartozo
fehérjéket kodold gének expresszigjat. A Bcel-2 csaldd magaban foglal pro- és anti-
apoptotikus fehérjéket is (1.tablazat) (Lopez és Tait, 2015; Ghosh Roy és mtsai, 2014).
A sejtek élettartama ezeknek a pro-apoptotikus és anti-apoptotikus Bcl-2 fehérjéknek az
egyensulyan mulik. Ennek a felboruldsa betegségek (pl. daganatok, autoimmun
betegségek, neurodegenerativ korképek) kialakuldsahoz vezethet (Ghosh Roy és mtsai,
2014). A Bcl-2 csalédd tagjai egy vagy tobb Bcl-2 homoldgia (BH) domént tartalmaznak.
Az anti-apoptotikus Bcl-2 csaladtagok 4 BH-doménnel rendelkeznek (BH1-4) és azaltal
blokkoljak az apoptozist, hogy a pro-apoptotikus tarsaikhoz kotddve gatoljak azok
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aktivitasat (Chipuk és mtsai, 2004; Czabotar és mtsai, 2014). Legismertebb képviseldik a
Bcl-2, amirdl maga a csalad is a nevét kapta, valamint a Bcl-xL (Bcl-extralarge). A pro-
apoptotikus Bcl-2 csaladtagok két csoportra oszthatok BH-doménjeik alapjan. Egyrészt
ismeriink pro-apoptotikus multi-domén fehérjéket (Bax = Bcl-2-associated X protein,
Bak = Bcl-2 homologous antagonist/killer), amik BH1, 2 és 3 doménnel rendelkeznek ¢és
a MOMP eldidézésében kozvetleniil részt vesznek, masrészt 1éteznek pro-apoptotikus
,BH3-only” fehérjék, melyek csak BH3 domént tartalmaznak és a multi-domén fehérjék
mukodéséhez jarulnak hozza (Mohamed ¢és mtsai, 2017). A ,,BH3-only” fehérjéket
tovabb oszthatjuk aktivatorokra (Bim = Bcl-2 interacting mediator of cell death, Bid =
BH3 interacting-domain death agonist, Puma = p53 upregulated modulator of apoptosis)
¢s érzékenyitokre (Bad = Bcl-2 associated agonist of cell death, Bik = Bcl-2-interacting
killer, Noxa) (1.tablazat). Az aktivatorok kozvetlentil képesek az effektor Bax-hoz és a
Bak-hoz ko6tédni, ami azok konformacié valtozasat és oligomerizacidjat idézi eld. Ezek a
fehérje komplexek aztan porusokat hoznak 1étre a mitokondriumok kiilsé membranjaban.
Az érzékenyitok pedig ugy jarulnak hozza az apoptozis folyamatahoz, hogy a Bax és Bak

crer

¢s mtsai, 2021; Correia €s mtsai, 2015; Lopez és Tait, 2015; Yip és Reed, 2008).

Bcl-2 csalad
anti-apoptotikus pro-apoptotikus
Bcl-2 multi-domén BH3-only
Bcel-xL Bax aktivatorok | érzékenyitok
Bak Bid Bad
Bim Bik
Puma Noxa

1. tablazat A Bcl-2 csaladba tartozo fehérjék, és azok csoportositasa.

A mitokondriumok kiils6 membranjanak permeabilizalasa -mas molekulak mellett-
citokréom c felszabaduldshoz vezet, ami pedig az Apaf-1(apoptotic protease activating
factor-1) -gyel és prokaszpaz-9 -cel egyiitt az apoptoszomak felépitésében vesz részt. A
komplexben aktivalodo kaszpaz-9 az effektor kaszpéaz-3-at, -6-ot és -7-et hasitja, és ezzel
aktivalja, ami par percen beliil apoptozishoz vezet (Mohamed és mtsai, 2017; Koff JL és

mtsai, 2015; Lopez és Tait, 2015; Ghosh Roy és mtsai, 2014).
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1. 4. 3. Az ER stressz altal kivaltott apoptozis

Az ER stressz az endoplazmatikus retikulum miikodési zavara miatt alakul ki, és
elsdsorban a nem-, vagy rosszul hajtogatott fehérjék felhalmozodésaval jellemezhetd. Ez
az allapot egy ugynevezett ,,unfolded protein response” (UPR)-t valt ki a sejten beliil,
hogy elharitsa a kialakult problémat. Ugyanakkor a kronikus, vagy megoldatlan ER
stressz a sejtek apoptozisat idézi eld (4. abra 3. rész). Az ER stressz altal kivaltott UPR
-amit az ,,unfolded” fehérjék és a chaperonok kozti egyensuly felborulasa aktival- harom
ismert jelatviteli Gton keresztiil valosul meg (Tabas és Ron, 2011). Elészér a PERK
(protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase) kinaz altal kozvetitett titvonal aktivalodik,
ami mindenekel6tt a tovabbi fehérjeszintézist gatolja. Ezt koveti az ATF6 (activating
transcription factor-6) transzkripcidés faktor protedz hasitds altali aktivacidja, ami
elsdsorban az ER chaperon fehérjéinek expresszidjat fokozza, majd a kombinalt nukleaz
¢s kinaz IRE1 (inositol-requiring protein-1) altal kozvetitett titvonalnak kdszonhetden
tovabbi chaperonok, valamint a PERK-inhibitor szintézisén kiviil beindul a
fehérjelebontds is. Ezeknek a folyamatoknak a célja a fiziologids ER funkcid
visszaallitisa a tovabbi fehérjék szintézisének megakadalyozasaval, a mar elkésziilt
fehérjék hajtogatasanak eldsegitése, valamint a képzodott fehérjeaggregatumok
degradacioja (Szegezdi és mtsai, 2006), amiknek nagy jelentdsséget tulajdonitanak pl. a
neurodegenerativ betegségek kialakulasaban is, és amely folyamatban a proteaszomak
mukodése elengedhetetlen.

Ha a karosodas olyan mértékii, hogy mégsem sikeriil visszadllitani a megfeleld ER

funkciot, akkor beindul az apoptozis folyamata. Az ER stressz az anti-apoptotikus Bcl-2

crer

crer

(Tabas és Ron, 2011; Puthalakath ¢s mtsai, 2007). Ezek a valtozasok mind az apoptdzis
folyamatdhoz jarulnak hozza. Az ERK, ami a sejttulélés szabalyozasaban is részt vesz,
képes foszforildlni a Bim-et, ami annak ubikvitindci6jdhoz ¢és proteaszomalis
a Bim-rél ezt a gatldo foszfatcsoportot, igy megakaddlyozva annak proteaszomalis
lebontasat (Puthalakath és mtsai, 2007). ER stressz kovetkeztében a JNK tartos
aktivacioja is megfigyelhetd (Tabas és Ron, 2011; Li és mtsai, 2010). Az IRE1 az ASK1-
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et is képes aktivalni, ami a JNK és a p38 utakat is beinditja. Az aktivalt JNK a Bcl-2 gatlo,
valamint a Bim aktivalod foszforildcigjaval jarul hozza az apoptozis folyamatahoz
(Szegezdi és mtsai, 2006). Ugyanakkor a p38 egy pro-apoptotikus transzkripcios faktort
aktival, ami olyan gének expressziojat fokozza (pl. DRS), amelyek hozzdjarulnak a
sejthalalhoz (Sano és Reed, 2013). Ezeken a hatdsokon kiviil mindkét stressz kindz képes
a p53-at aktivalni, aminek kdvetkeztében beindul az apoptdzis intrinsic utja is (Mielke és

Herdegen, 2000; Ghosh és mtsai, 2011).
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4. dbra Az apoptozis jelatvitele

(1) Az extrinsic apoptotikus ut aktivalodésa soran a sejten kiviilr6l érkez6 halalligandok (TNF, FasL,
TRAIL) a halalreceptorokhoz (TNFR, Fas, DR4/5) kotédve receptor oligomerizaciot valtanak ki,
melyet adapterfehérjék (TRADD, FADD) és iniciator prokaszpazok (prokaszpaz-8/10) megkdotése
kovet, igy kialakitva az tGgynevezett DISC komplexet, melyben megtorténik ezen kaszpazok
proteolitikus aktivacioja (kaszpaz-8/10). (2) Az intrinsic utat a sejten beliili valtozasok inditjak be.
A DNS-karosodas példaul p53 aktivaciot valt ki, ami végsd soron a Bax és Bak pro-apoptotikus Bcl-
2 fehérjék aktivacidja révén, azok oligomerizaciojahoz, a mitokondrialis kiils6 membran
permeabilizaciojanak fokozodasahoz, és kovetkezményes citokrom c felszabadulashoz vezet. A
citokrom ¢ molekulak Apaf-1-gyel és prokaszpaz-9-cel kapcsolodva létrehozzak az apoptoszomat,
melyben megtérténik az iniciator prokaszpaz-9 aktivacioja (kaszpaz-9). Az eddig targyalt két t
kozos végpontja az effektor prokaszpaz-3 iniciator kaszpazok altali proteolitikus hasitisa és

aktivalasa (kaszpaz-3), ami célfehérjéinek hasitasa révén beinditja az apoptozis jellegzetes
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valtozésait a sejtben. (3) Az ER stressz 1ényegében az unfolded fehérjék és a chaperonok kozti
imbalance kovetkeztében alakul ki, melynek megoldasara a PERK aktivacio a fehérjeszintézis
gatlasat, az ATF6 at a chaperon expresszid fokozodasat, mig az IRE1 aktivacid a chaperon- és
PERK-inhibitor szintézisét, a fehérjelebontas fokozodasat, valamint ASK1 aktivaciot valt ki. A
kronikus ER stressz pl. az ASKI1 altali p38 és JNK aktivalasa révén képes apoptozist indukalni
tobbek kozott a pS3 aktivalasa, az anti-apoptotikus Bcel-2 fehérjék gatlasa és a pro-apoptotikus Bcl-
2 csaladtagok aktivitasanak fokozésa, valamint egyéb transzkripcids faktorok aktivalasanak
kovetkeztében pl. a DR5S halalreceptor expresszidjanak fokozasa révén. Az abran feltiintetett
sejtalkotok a Servier Medical Art felhasznalasaval késziiltek, melyet a Servier biztosit egy ,,Creative

Commons Attribution 3.0 unported license” alatt.

1. 5. Az ubikvitin-proteaszéma rendszer (UPS)

A mar sziikségtelenné valt, rosszul hajtogatott, vagy valamilyen modon karosodott
fehérjék precizen szabdlyozott lebontasdra az ubikvitin-proteaszéma rendszer nyujt
megoldast a sejtekben (Ciechanover, 1998). A rendszer jelentdségét mutatja, hogy az
intracellularis fehérjék kb. 80 %-a ezen az Gtvonalon keresztiil bomlik le (Kubiczkova és
mtsai, 2014). A poli-ubikvitinalt fehérjéket a 26S proteaszéma komplex ismeri fel, majd
ezt kovetden proteolitikus aktivitdsanal fogva alkotéelemeire bontja dket (Glickman és
Ciechanover, 2002). Az UPS miikddése (5. abra) soran elsé 1épésként a célfehérjékhez
kovalens kotésekkel ubikvitin molekulak kapcsolodnak (Seufert és Jentsch, 1992;
Rechsteiner, 2004). Az ubikvitin egy erdsen konzervalt, 76 aminosavat tartalmazo
protein, amit egy 3 enzimbdl all6 enzimrendszer kapcsol a lebontandd fehérje lizin
oldalldncaihoz (Hershko ¢s Ciechanover, 1998). A poli-ubikvitindciot végzd
enzimredszer tagjai az ubikvitin-aktivaldo (E1), az ubikvitin-konjugalé (E2) és az
ubikvitin-ligdz (E3) enzimek (Hershko és Ciechanover, 1992; Ciechanover, 1994). Az E1
enzim az ubikvitin monomert ATP jelenlétében aktivalja a C-termindlis glicin és az E1
(Haas és mtsai, 1982). Az aktivalt ubikvitin ezutan attevodik az E2 reaktiv cisztein
oldallancara (Liu és mtsai, 2020). Végiil az E3 enzim az ubikvitint az E2-r6l athelyezi a
szubsztrat fehérje reaktiv lizin oldallancdnak amino csoportjara (Buetow és Huang,
2016). Az el6z6 1épések ismétlodésével és az ubikvitin molekulak izopeptid kotéssel
torténd egymashoz kapcsolodasaval alakulnak ki a poli-ubikvitin lancok, ami azutan a
proteaszomahoz iranyitja a lebontand6 fehérjét. A rendszer specificitasat mutatja, hogy

az E1 enzimekbdl 2 félét, az E2-bdl 60, mig az E3 ubikvitin-ligdzokbol tobb, mint 600
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kiilonb6z0, a szubsztratfehérjére specifikus enzimet ismeriink (Buetow és Huang, 2016).
Ez nagyon fontos a sejtekben végbemend jelatviteli folyamatok szabalyozasaban, mivel
egy bizonyos jelatviteli fehérjét csak a neki megfeleld E3 ubikvitinalhat, ily mdodon
biztositva annak a megfeleld id6ben torténd, precizen szabdlyozott lebontasat a 26S
proteaszoma komplexen keresztiil (Toma-Fukai é¢s Shimizu T, 2021). Egyik legjobban
ismert E3 ubikvitin-ligiz az Mdm2 (mouse double minute 2), amely a p53 tumor
szuppresszor fehérjét képes poli-ubikvitindlni, amit a p53 proteaszomalis lebontasa kdvet
(Yang és Yu, 2003). Az Mdm?2 talzott miikddése ennek megfelelden kiilonféle tumorok
kialakulasanak kedvez (Wade ¢és mtsai, 2013). Biztatdé eredményekkel hasznalnak
2018).

A proteaszomak nagyméretli multienzim komplexek, melyek a sejtek magjaban és
a citoplazmaban helyezkednek el. A komplex proteolitikus magja a 20S proteaszomaként
ismert, tobbszoros peptidaz aktivitassal rendelkezo katalitikus rész (Coux és mtsai, 1996),
amely 4 heptamer gytirtibe (a7, 7, 7, a7) rendez6dott henger alakl struktarat hoz 1étre
(da Fonseca és mtsai, 2012). Az a-alegységek a két kiilsd, a B-alegységek pedig a két
belsd gytirtit alkotjak. A szubsztrat eljutasat a komplex aktiv részéhez az a-alegységek
segitik, melyek csak az ubikvitinalt, térszerkezetiiket elvesztett polipeptideket engedik at
(Goldberg, 2007). A proteolitikus aktivitas a B-alegységekhez kotott. A B1 kaszpaz-szer,
a B2 tripszin-szerli, a PS5 alegység pedig kimotripszin-szerli aktivitassal rendelkezik
(Heinemeyer és mtsai, 1997). A 20S kozponti katalitikus rész egyik, vagy mindkét
oldaldhoz ugynevezett 19S fedd struktira kapcsolddik, ami felismeri a poli-ubikvitin
szignalt és a fehérjét kihajtogatja, mieldtt a katalitikus rész felé tovabbitana (Goldberg,
2007). Az ubikvitin molekuldkat deubikvitindlé (DUB) enzimek vagjék le a lebontando
fehérjérdl, majd az igy felszabadul6 ubikvitin mas proteinekhez kétddve ujrahasznosul
(Reyes-Turcu, 2009) (5. abra).

Az ubikvitin-proteaszoma rendszer fontos szerepet tolt be a sejtciklust,
sejtproliferaciot, differenciacidt, apoptozist és a gyulladast szabalyozo fehérjék
lebontasaban (Hattori és mtsai, 1999), ezzel befolyasolva kiilonb6zo jelatviteli utak
aktivacios allapotat. Emellett példaul oxidativ stressz, vagy mutacid altal létrejott
abnormalis fehérjéket is megsemmisit, igy megeldzve, hogy azok felboritsdk a sejt

homeosztazisat. Az UPS nem megfelelé mitkodése bizonyithaté kiilonb6zd betegségek
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hatterében, mint példaul tumorokban (Petroski, 2008), neurodegenerativ kérképekben
(Ciechanover és Brundin, 2003), vagy autoimmun/gyulladdsos megbetegedésekben

(Mohty és mtsai, 2013).
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5. abra Az ubikvitin-proteaszoma rendszer miikodése

Egy 3 enzimbdl allo enzimrendszer (E1, E2 és E3) ATP felhasznalasaval ubikvitin molekulakat
kapcsol a lebontand6 fehérjéhez. A poli-ubikvitinalt fehérjéket a proteaszoma bontja alkotorészeire,
mig a felszabadul6 ubikvitin molekulakat ujra felhasznalhatja a rendszer. Az MG-132 a proteaszoma

proteolitikus funkcidjat gatolva képes megakadalyozni bizonyos fehérjék specifikus lebontasat.
1. 6. Proteaszéma gatlok

Kiilonbozd tipust proteaszoma gatlokat ismeriink, melyeket kémiai szerkezetiik
alapjan csoportosithatunk. A legismertebbek kozé tartoznak a peptidil-aldehid, peptid-
boronat, epoxiketon €s B-lakton tipust vegytiletek (2.tablazat).

Az els6 azonositott proteaszoma gétld a laktacisztin volt, amely a természetben is
eléforduld, egyes Streptomyces baktériumok altal termelt B-lakton tipust vegyiilet,
melyre neuritogenezist indukalo hatasa miatt figyeltek fel (Omura és mtsai, 1991).

Proteaszéma gétld aktivitasara csak késdbb, 1995-ben deriilt fény (Fenteany és mtsai,
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1995). Biologiailag aktiv forméja a clasto-lactacystin-f-lactone, mas néven omuralid
spontan 4talakulassal jon létre vizes kdzegben, neutrdlis pH-n a tenyészté médiumban
(Dick és mtsai, 1996; Corey ¢€s Li, 1999; Kisselev és Goldberg, 2001). Ez a szarmazék
aztan pszeudoszubsztratként irreverzibilisen gatolja a proteaszoma miikodését ugy, hogy
kovalens kotéssel kapcsolodik a B-alegységek aktiv centruméban 1év6 treoninok hidroxil-
csoportjaihoz (Fenteany és mtsai, 1995; Dick és mtsai, 1996; Lee és Goldberg, 1996).

A jelen munkdban hasznalt MG-132 (mds néven carbobenzoxyl-leucinyl- leucinyl-
leucinal, Z-Leu-Leu-Leu-al, Cbz-LLL vagy z-LLL) a szintetikus, peptidil-aldehid tipusu
proteaszoma gatld vegyiiletek kozé tartozik (Moore és mtsai, 2008). A sejthartyan
konnyedén 4atjutva, reverzibilis modon képes gatolni elsdsorban a proteaszoma
kimotripszin szerl aktivitasat (Lee és Goldberg, 1998), ezzel befolyasolva tobbek kozott
szamos jelatviteli fehérje lebontasat (Ma ¢és mtsai, 2018). A peptidil-aldehid tipusu
proteaszoma gatlok peptidomimetikumként, reverzibilisen kotddnek a proteaszoma aktiv
centrumaban 1évé treonin aminosavakhoz (Moore és mtsai, 2008). Ezen kiviil mas
proteazokat (kalpainokat és bizonyos lizoszomalis cisztein proteazokat) is képesek
gatolni, bar ezeket csak magasabb koncentracioban (Lee és Goldberg, 1998).

Az epoxiketonok csoportjaba tartoz6 epoxomicin kovalensen képes kotddni a
proteaszoma katalitikus -alegységeinek aktiv centrumdban 1€v6 treoninjaihoz (Meng és
mtsai, 1999; Kisselev, 2021), és ily modon irreverzibilisen képes géatolni a proteaszomak
miikodését. Elsdsorban a B5 alegység kimotripszin-szerli aktivitasat gatolja, ami a
legmeghatdrozobb proteaszomalis funkcid. A masik két protedz aktivitas blokkoldsdhoz
100-1000-szeres koncentracié sziikséges (Meng ¢és mtsai, 1999). Mas protedzok
aktivitasat, mint példaul a kalpainét vagy a katepszinét, egészen 50 uM-os koncentracidig
nem befolyasolja (Meng és mtsai, 1999; Kisselev és Goldberg, 2001).

A legismertebb proteaszéma géatlok kozé tartozik a peptid-borondtok legtobbet
vizsgalt képviselbje, a Bortezomib (BTZ, PS-341, Velcade®), amelyet 2003-ban az
amerikai FDA (Food and Drug Administration) myeloma multiplex (plazmocitoma)
kezelésére hagyott jova (Kane és mtsai, 2003), és azota egyre szélesebb korben
a peptidil-aldehidekhez hasonloan peptidomimetikumként, reverzibilis modon gatoljak a
proteaszoma aktivitasat (Adams és Kauffman, 2004). A myeloma multiplex tumorsejtjei

joval érzékenyebbek a proteaszoma gatld kezelésre, mint az egészséges sejtek (Meister
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¢s mtsai, 2007), mivel benniik nagymértékii fehérjeszintézis folyik, valamint fokozott
NF-«B (nuclear factor-kB) aktivitasukat is megfigyelték az egészséges hematopoetikus
sejtekhez viszonyitva (Kubiczkova és mtsai, 2014). A gyors fehérjeszintézis tobb rosszul
hajtogatott fehérjemolekulat eredményezhet, melyek sejtbdl vald eliminacidjdhoz a
proteaszomak megfeleld miikodése elengedhetetlen. Ugyanakkor az NF-xB
aktivalasdhoz is sziikség van a proteaszoémak miikodésére, mivel amellett, hogy azok az
NF-xB transzkripcios faktort inaktivald inhibitor-xB (IkB) lebontasaért feleldsek
(McConkey ¢és Zhu, 2008), az aktiv NF-kB alegységek kialakulasahoz is sziikség van
azok proteaszomalis hasitasara (Palombella és mtsai, 1994, McConkey és Zhu, 2008).
Ennek megfelelden, ha a proteaszoma aktivitds gatolt, a rosszul hajtogatott fehérjék
felhalmozodasa ER-stresszhez és UPR-hoz vezet, valamint az NF-kB aktivitas is
csokken. A proteszoma aktivitas kb. 80%-o0s csokkenése nem befolyasolja az egészséges
sejtek mitkddését, ugyanakkor egy ilyen mértékii gatlas mar a myeloma multiplex sejtek
apoptozisahoz vezet (Kubiczkova és mtsai, 2014).

Sokféle j generacids proteaszoma gatld kiprobalasat és szamos klinikai vizsgélatot
kovetden 2012-ben egy, az epoxiketonok kozé tartozo szert, a Carfilzomibot (PR-171,
Kyprolis®) (Steele, 2013), 2015-ben pedig egy ujabb boronat tipust vegyiiletet, az
Ixazomibot (MLN 9708, Ninlaro®) (Shirley, 2016) is jovahagyta az FDA, szintén a
myeloma multiplex kezelésére. Ez utobbinak nagy elénye, hogy szajon at szedhetd, mig
az el6zdek esetében intravénds (esetleg szubkutdn) adagolas sziikséges (Teicher és

Tomaszewski, 2015).

Proteaszoma gatlé csoport Példa vegyiilet

B-lakton laktacisztin (c/asto-lactacystin-f-lactone)
peptidil-aldehid MG-132

peptid-boronat Bortezomib, Ixazomib

epoxiketon Epoxomicin, Carfilzomib

2. tablazat Proteaszoma gatlo csoportok és ismertebb példa vegyiileteik

Az FDA altal jovahagyott vegyiileteket pirossal jeldltiik.
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2. Célkituzések

Munkénkat Hashimoto és munkatarsai 2000-ben publikalt tanulménya inspiralta,
amelyben a peptidil-aldehid, N-acetil-Leu-Leu-norleucinal és a laktacisztin proteaszéma
gatlokkal végzett kezelések a PC12 sejtek neurondlis differencidcidjat indukaltak. Arra a
kérdésre kerestlik a valaszt, hogy vajon egy masik peptidil-aldehid tipusu proteaszéma
¢s ennek hatterében milyen jelatviteli valtozasokat talalunk? Kisérleteink soran azonban
azt tapasztaltuk, hogy az MG-132 kétfazisu valaszt valt ki ebben a sejtvonalban. A kezdeti
neuritogenezist kovetden a hosszan tartd (24 o6ranal hosszabb) kezelések soran inkabb
mar az apoptozis jelei domindltak, ezért ugy dontottiink, hogy a kétféle folyamatot kiilon
is megvizsgaljuk.

Munkacsoportunk el6z6 munkaibol mar kideriilt, hogy az MG-132 kezelés tartds
ERK aktivaciot és az aktiv ERK nukledaris transzlokaciojat indukalja PC12 sejtekben (lasd
Dr. Berta Gergely PhD dolgozata, PTE AOK, 2013/14), ami ebben a sejtvonalban a
neurondlis differenciacid sziikséges eldfeltétele.

Jelen munkénk elsd felében vizsgalni kivantuk a PC12 sejtek MG-132 altal indukalt
neuritogenezise soran

* a Src tirozin kinaz szerepét,

* amar ismert ERK aktivacié mechanizmusat (a MEK ¢és Ras fehérjék ERK
aktivacioban betoltott szerepét),

* aSrc és ERK jelatviteli fehérjék aktivacidja kozti kapcsolatot,

* anagy affinitasi NGF-receptor, TrkA szerepét ebben a folyamatban,

* az aktiv, megfelelden foszforilalt p-Src ¢és p-ERK intracellularis
elhelyezkedését (kiilonds tekintettel a p-ERK Src-gatlast kovetd
eloszlasara),

* ezek alapjan fel szerettiik volna térképezni azokat a jelatviteli utakat,
melyeknek kitiintetett szerepiik van a neuritndvekedés folyamataban.

Munkank masodik felében vizsgilni kivantuk a PC12 sejtek tartos MG-132
kezelése kovetkeztében megfigyelhetd apoptozisa soran

* asejtek apoptozisanak mértékét kiilonboz6 modszerekkel,
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» asejtek tulélésében (Akt) és apoptdzisaban (p38, INK, c-Jun és kaszpaz-3)
szerepet jatszo néhany jelatviteli molekula aktivaciojanak kinetikéjat,

* ap-p38, p-INK és p-c-Jun intracellularis elhelyezkedését,

* az Akt, p38, JNK és c-Jun aktivacio alakulédsat kiilonb6z6 kinaz gatlok
(LY294002, SB203580, SP600125) jelenlétében, illetve a Ras gatlasa
esetén (M-M 17-26 sejtvonal), valamint

» ezek alapjan megprobaltunk felvdzolni egy jelatviteli haldzatot a vizsgalt

molekulak kozott.

A jelatviteli molekuladk aktivacids allapotat Western blot analizissel, az aktiv fehérjék
intracellularis elhelyezkedését 1ézer pasztazd konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal, a
sejtek morfoldgiai valtozasait az emlitett mikroszkopot faziskontraszt moédban hasznalva
vizsgaltuk, mig az apoptotikus sejtek szadzalékos ardnydnak meghatidrozisara a
magmorfoldgia vizsgalata mellett, aramlasi citometriat és sejtéletképességi vizsgalatokat

végeztiink.
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3. Anyagok és modszerek

3. 1. Reagensek

Minden hasznélt vegyszert a Sigma-t6l (Saint Louis, MO, USA) vésaroltunk,
hacsak azt a modszertani leirasokban masként nem jeleztiik. Az NGF-et és a PP2 Src-
inhibitort az Invitrogen-t6l (Paisley, Scotland, UK) szereztik be. A 2,5 uM
végkoncentracidban alkalmazott MG-132 (Merck, Kenilworth, NJ, USA) egy erds ¢és
szelektiv, sejtpermeabilis, peptidil-aldehid tipusti proteaszéma gatld szer, amely
reverzibilisen blokkolja a proteaszoma enzimatikus aktivitdsdt. A Hoechst 33342
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA) egy fluoreszcens DNS-festék, melyet a sejtmagok
lathatova tételére hasznaltunk. Az AnnexinV-FITC-et (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) ¢és a propidium-jodidot (PI) az apoptotikus sejtek azonositasara hasznaltuk. A
WST-1 (Roche, Mannheim, Németorszag) egy tetrazolium so, melyet a mitokondriélis
dehidrogenazok formazanna alakitanak. A képzodott formazan mennyisége az €10 sejtek
aranyanak meghatarozasara alkalmas. A mérés sordn lényegében a mitokondridlis
dehidrogenazok aktivitasat detektaltuk az €16 sejtekben. Az LY294002 (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) a foszfatidil-inozitol 3 kindz (PI3K) szelektiv
inhibitora, melyet 20 uM koncentracioban alkalmaztunk. Ez a szer gétolja az Akt PI3K-
fliggd serkentését ¢és kindz aktivitasat. A 10 uM koncentracioban hasznalt SB203580
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) egy szelektiv p38-inhibitor, amely az
enzim ATP-ko6té doménjéhez vald kotddésével elnyomja a p38 katalitikus aktivitasat. Az
50 uM koncentracidban hasznalt SP600125 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA) a JNK-1, -2 és -3 er0s ¢és szelektiv ATP-kompetitiv inhibitora. A Western blot
lizispuffer 50 mM Tris bazist (pH 7,4), 150 mM NaCl-ot, 10% glicerint, 1 mM EGTA-t,
I mM Na-ortovanadatot, 5 uM ZnCl>-t, 100 mM NaF-ot, 10 pg/ml aprotinint, 1 pg/ ml
leupeptin-t, 1 mM PMSF-t és 1% Triton X-100-at tartalmazott. A Western blot
mintapuffer 7 ml 4x Tris-HCI/SDS-t (pH: 6.8), 3,8 g (~ 3 ml) glicerint, 1 g SDS-t, 0,93 g
ditiotreitolt (DTT), 1,2 mg brémfenolkéket tartalmazott 10 ml desztillalt vizben oldva. A
Western blothoz hasznalt TBS-Tween a kovetkezo 6sszetevokbdl allt: 10 mM Tris-bazis,

150 mM NaCl, 0,2% Tween-20, (pH 8,0). A Western blothoz hasznalt ellenanyag
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eltavolito (,,stripping”) puffer elkészitésekor 0,2 M glicin-HCI-t (pH 2,5) és 0,05% Tween
20-at oldottunk fel 1 liter desztillalt vizben. A 4x koncentralt Tris-HCI/SDS oldat (pH:
6,8) 6,05 g Tris bazist és 0,4 g SDS-t tartalmazott 100 ml desztillalt vizben. Az
immunfluoreszcens mikroszképidhoz hasznalt PBS puffer (pH 7,4) 1,37 mM NaCl-ot,
0,27 mM KCI-t, 0,43 mM Na,HPO47H,0-t, 0,14 mM KH,POs-ot tartalmazott. A TBS
puffer 50 ml 10x Tris HCI-t és 15 ml 5 M NaCl-t 435 ml desztillalt vizben. A TBS-T
puffer 0,1% Triton X-100-at tartalmazott TBS-ben oldva. A fixdlashoz 4%-os
paraformaldehidet hasznaltunk PBS-ben (pH 7,4) oldva. Az AnnexinV-FITC és PI festést
0,01 M Hepes (pH 7,4), 0,14 M NaCl és 2,5 mM CaCl, tartalmu Annexin-kotoé pufferben

végeztik.

3.2. Sejtek

Vad tipust PC12 és M-M17-26 (dominéans negativ H-Ras fehérjét expresszalo) [12]
patkany feokromocitoma sejteket egy napig 5% magzati borjuszérummal (FBS) és 10%
hével inaktivalt l6szérummal kiegészitett Dulbecco’s modified Eagle’s mediumban
(DMEM) (GIBCO, Paisley, Skocia) tenyésztettiink a megfeleld letapadas érdekében.
Masnap a tapfolyadékot 0,5% loszérumot tartalmazé6 DMEM-re cseréltiik 24 orara, hogy
elcsendesitsiik a szérum altal stimulalt jelatviteli itvonalakat a kezelések eldtt és alatt. A
tenyészeteket 37 °C-on, 5% CO»-ot tartalmaz6 parasitott kornyezetben tartottuk. Mindkét
sejtvonalat G.M. Cooper (Department of Biology, Boston University, MA) biztositotta

szamunkra, Szeberényi Jozsef professzor kozvetitésével.

3. 3. Proteaszdma gatl6 és kinaz inhibitor kezelések

10° sejtet iiltettink ki egyszerhasznélatos Petri-csészékre vagy milanyag
fedélemezekre Thermanox (Nalgene Nunc International, Rochester, NY, USA). Ha ezt
kovetden 1 nappal a sejtek egészséges fenotipust mutattak, és a tenyésztd feliilethez
tapadtak, akkor megkezdtiik a kezelést. Kiilonb6zd hosszisagu (5, 15, 30 perces, 1, 3, 6,
24,) kezeléseket végeztiink a proteaszoma gatlo vegyiiletet (MG-132) 2,5 uM
koncentracioban alkalmazva. A kindz inhibitorokat (LY294002, SB203580, SP600125)
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1 oraval a proteaszoma gatlé hozzaaddsa eldtt adtunk a tenyészetekhez, igy mindkét

vegyiilet jelen volt a 3 6ras MG-132 kezelés alatt.

3. 4. Antitestek

A kovetkezd elsddleges antitesteket hasznaltuk, melyeket -ha azt a szovegben
mashogy nem jeloltiik- a Cell Signaling Technology-tol (Danvers, MA, USA) rendeltiik:
foszfo-p44/42 MAP kinaz a foszfo-ERK1/2 kimutatasara 1:1000 (Western blot) vagy
1:300 (immunfluoreszcencia) higitdsban, ERK-1 (C-16), ERK-2 (C-14) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 1:1000 (Western blot), foszfospecifikus (Tyr 418)
poliklondlis anti-Src (Biosource, Camarillo, CA, USA) 1:1000 (Western blot),
monoklondlis anti-aktiv Src (Invitrogen), amely a Tyr 418-on foszforilalt, de a Tyr 529-
en nem foszforildlt Src-t ismeri fel 1:1000 (Western blot) vagy 1:100
(immunfluoreszcencia) foszfo-TrkA 1:1000 (Western blot), TrkA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) 1:1000 (Western blot), B-aktin 1:1000 (Western blot),

foszfo-Akt (Ser473) (D9E) XP nyual mAb 1:1000 (Western blot), Akt 1:1000
(Western-blot), foszfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) 1:1000 (Western blot) vagy 1:200
(immunfluoreszcencia), p38 MAPK 1:1000 (Western blot), foszfo-SAPK/JINK
(Thr183/Tyr185) 1:1000 (Western blot) vagy 1:200 (immunfluoreszcencia), SAPK/JINK
1:1000 (Western blot), foszfo-c-Jun (Ser73) 1:1000 (Western blot) vagy 1:200
(immunfluoreszcencia), c-Jun (60A8) nytl mAb 1:1000 (Western blot), hasitott kaszpaz-
3 (Asp175) 1:1000 (Western blot), GAPDH (D16H11) XP Rabbit mAb 1:5000 (Western
blot) higitasban.

Masodlagos antitestként tormagyokér-peroxidazzal (HRP)-konjugalt kecske anti-
nyul IgG-t (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) alkalmaztunk 1:10 000 aranyu
higitdisban a Western blothoz és Cy3-konjugalt kecske anti-nyul IgG-t (Jackson
ImmunoResearch  Laboratories, Cambridgeshire, UK) 1:600 higitasban az

immunfluoreszcencidhoz.
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3. 5. Faziskontraszt mikroszkdpia

A fent emlitett koriilmények kozott tenyésztett PC12 sejtek fenotipusos valtozésait
Olympus FluoView-1000 lézer pasztazdé konfokalis fluoreszcencia mikroszkoppal

elemeztiik &tmend fényben, vagy fluoreszcenciaval kombinalt faziskontraszt modban.

3. 6. Magfestés

4%-o0s paraformaldehidben torténd fixalast és TBS-T-ben torténd permeabilizalast
kovetden a sejteket Hoechst 33342-vel inkubaltuk 10 percig szobahdmérsékleten. A
magmorfolégiat Olympus FluoView-1000 lézer péasztazd konfokalis fluoreszcens
mikroszkoppal dokumentaltuk. Apoptotikus jelnek tekintettiik a kromatin kondenzaciot
¢s a nuklearis fragmentaciot. Mintanként és latoterenként 100 sejtet vizsgaltunk meg, és

ebbdl szamitottuk ki az apoptotikus sejtek szazalékos ardnyat.

3. 7. Aramlasi citometria

A letapado PC12 sejteket tripszin segitségével gyiijtottiik 0ssze. Kétszeri PBS-ben
torténd mosast kovetden AnnexinV-FITC ¢és PI festést végeztiink a gyartd utasitasai
szerint az apoptotikus és €16 sejtek elkiilonitése céljabol. Roviden Osszefoglalva a
modszert: 10° sejtet inkubaltunk 5ul AnnexinV-FITC-el 15 percig 100ul Annexin-k6td
pufferben. Ezutan a mintdkat 400ul Annexin-koto pufferrel higitottuk, és kozvetleniil az
aramlasi citometrias analizis el6tt 1ul PI-t adtunk a mintakhoz. A mintakat FACS Calibur
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) dramlasi citométerrel analizaltuk a Cell Quest (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) szoftver segitségével. Az AnnexinV-PI-, AnnexinV*PI"
¢s AnnexinV*PI" sejtpopulaciokat FL1/FL2 fluoreszcenciajuk alapjan kiilonboztettiik

meg, és €l6-, korai apoptotikus- vagy késoi apoptotikus sejtekként azonositottuk.

33



3. 8. A sejtek ¢életképességi vizsgalata WST-1 méréssel

A sejtek ¢€letképességének meghatdrozasara a WST-1 kolorimetrids esszét a gyartd
utasitdsai szerint alkalmaztuk. Réviden osszefoglalva: 2x10* sejtet az MG-132 kezelés
utdn tovabb inkubdltunk WST-1 jelenlétében 4 oOrdn at 37 °C-on. Az ¢él6 sejtek
mitokondrialis enzimeikkel a tetrazélium soét szines formazan termékké alakitjak. A
termelt formazan mennyisége korrelal a tenyészetben 1évé metabolikusan aktiv/€lo sejtek
szamaval. A mintak optikai denzitasat (O.D.) 450 nm-en mértiik BMG Labtech Fluostar

Optima mikrolemez-leolvasoval (BMG Labtech, Offenburg, Németorszag).

3. 9. Western blot

A Western blothoz a sejteket a tenyésztd médiumba kaparva gy(ijtottiik ossze. 4 °C-
on 1000 fordulat/perccel végzett 5 perces centrifugalast kovetden a médiumot ledntottiik,
¢s a pelletet 100 ul jéghideg lizispufferben szolubilizaltuk 30 percig. A mintékat ez utdn
13 500 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk 30 percig 4 °C-on, hogy eltavolitsuk az
Compatible Protein Assay Kit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA), ¢és SDS-tartalmu
mintapuffert adtunk azonos mennyiségli fehérjékhez, majd 5 percig forraltuk azokat a
fehérjék denaturicidja érdekében. A mintakat SDS-t tartalmazd, 10%-os poliakrilamid
gélben fehérjeméret szerint valasztottuk el, majd PVDF membranra (Hybond-P, GE
Healthcare, UK) elektro-blottoltuk. A membranokat TBS-Tweenben oldott 3-5%-os
zsirmentes tejjel, vagy 3%-os BSA-val blokkoltuk, majd ezt kovetden az elsédleges
antitesteket a blokkol6 oldathoz adva éjszakan 4t 4 °C-on inkubéltuk. Otszdri mosas utan
a membranokat 1 6ran at szobahdémérsékleten inkubaltuk a torma-peroxidazzal konjugalt
masodlagos antitestekkel, melyeket ismét a megfelelé blokkolo oldatban higitottunk. Az
immunkomplexeket ECL reagenssel (Millipore Immobilon Western Chemiluminescent
HRP szubsztrat) tettiik lathatova. A kemilumineszcens jeleket G:Box géldokumentacios
rendszer (Syngene, Cambridge, UK) segitségével detektaltuk. A megkotott antitestek
eltavolitasa érdekében a membréanokat forrd ,.stripping” pufferrel mostuk 2x20 percig,
majd a jelatviteli molekuldk nem foszforilalt formdi, vagy a B-aktin, illetve a GAPDH

elleni primer antitestek felhasznalasaval Gjra elohivtuk a mintak egyenletes betoltésének
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igazolasa érdekében. A denzitometriat az Imagel] szoftverrel (National Institutes of

Health, MD, USA) végeztiik.

3. 10. Immunfluoreszcencia és konfokalis mikroszkopia

A sejteket miianyag Thermanox feddlemezeken (Nalgene Nunc International,
Rochester, NY, USA) tenyésztettiik. A kezeléseket 37 °C-os PBS-ben torténd oblitéssel
allitottuk le, majd a mintdkat szobahdmérsékleten 1 6ran 4t fixaltuk PBS-ben oldott 4%-
os paraformaldehidben. A felesleges fixaloszert haromszori PBS-sel és haromszori TBS-
sel torténd mosassal tavolitottuk el a mintakrol, majd a sejteket 1 6ran at permeabilizaltuk
TBS-T-ben. A nem specifikus kotohelyek blokkolasat TBS-T-ben oldott 3%-0s BSA-val,
vagy 5%-os zsirmentes tejjel végeztiik 4 °C-on, 1 6ran at, enyhe razas mellett. A primer
antitestekkel valo inkubalas (€jszakan at, 4 °C-on) utan a mintakat 6tszor mostuk TBS-
T-ben, majd a Cy3-konjugélt masodlagos antitestekkel inkubaltuk sététben 1 6ran at,
4°C-on. TBS-T-ben torténd OtszOri mosassal ismét eltavolitottuk a nem kotddott
antitesteket. A sejtmagokat Hoechst 33342-vel festettiik. Végiil a prepardtumokat
Vectashield-del (Vector Laboratories, Burlingame, CA) fedtiik le. A fluoreszcens jeleket
lézeres pasztazd konfokalis mikroszkoppal detektaltuk, Olympus FluoView-1000

rendszer segitségével, 40-szeres kombindlt fluoreszcencia és fazisobjektivvel.

3. 11. Statisztikai analizis

A kezelések hatasai kozotti kiilonbségek kimutatasara egyutas ANOVA tesztet
alkalmaztunk, az els6faji hiba kikiiszobolésére minden esetben Bonferroni post hoc
tesztet hasznaltunk. Az adatokat atlag és szoras (SD) megadasaval abrazoltuk. A 0,05-nél
kisebb p-értéket szignifikansnak tekintettiik. A statisztikai elemzéseket az IBM SPSS
Statistics v 24.0 szoftvercsomaggal (IBM’s Corporate, New York, USA) végeztiik.

A nuklearis és citoplazmatikus foszfo-ERK1/2 aranyokat, ahol alkalmazhato volt,
ugy hataroztuk meg, hogy a megfeleld atlagos pixelintenzitast elosztottuk, és paratlan t-

teszt elemzésnek vetettiik ala (P-érték <0,0001).
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4. Eredmények

4. 1. A PC12 sejtek tartos MG-132 kezelés soran tapasztalt morfologiai valtozasai

Annak eldontése érdekében, hogy az MG-132 proteaszoma gatlo vegytilet képes-e
vizsgaltuk a sejtek morfologiai valtozasait tartos MG-132 kezelések soran. A kezeletlen
PC12 sejtek kerek formdajtiak (6. abra, a), azonban 6 6ras MG-132 kezelést kovetden mar
kis membran nyulvanyok voltak megfigyelhetdk a felsziniikon a kezd6dd neuritogenezis
jeleként (6. abra, b). A kezelés 24. 6rajaban hosszabb nyulvanyok (neuritok) is lathatok
voltak a legtdbb sejten (6. abra, c), mig ezt kdvetden a neuronalis differenciacio jelei
mérséklédni kezdtek (a nytalvanyok hossza csokkent), és a sejtek kitapadasa a tenyésztd
lemezekhez fokozatosan gyengiilt. 30 ora elteltével a proteaszoma gatld jelenlétében a
sejtek mar csoportosan lebegtek a tenyésztdé médiumban (6. abra, d). Az észlelt
megjelenésbeli valtozasokbdl kiindulva arra kovetkeztettiink, hogy az MG-132 kezelés
kétfazisu valaszt valt ki PC12 sejtekben. Ezeknek a morfologiai véltozasoknak a
molekularis hatterét szerettiik volna megvizsgalni, igy munkank sordn el6szor a kezdeti
neuritndvekedés (6. abra, ¢) (ehhez tartoz6 eredmények az ,,A. NEURITOGENEZIS”
részben), majd az azt kdvetd sejtpusztulas (6. abra, d) (ehhez tartozoé eredmények a ,,B.
APOPTOZIS” részben) hatterében meghtizodd jelatviteli torténéseket kiilon-kiilon

vizsgaltuk.

6. abra A PCI2 sejtek morfologiai
vizsgalata kiilonbozé ideig tartéo MG-
132 kezelés  hatasara  dtmend
fényben,  faziskontraszt — mikrosz-
képiaval.

A reprezentativ  faziskontraszt
mikroszkopos  felvételek  PCI12
sejteket mutatnak 0 (a), 6 (b), 24 (¢),
és 30 (d) oras MG-132 (2,5 puM)

kezeléseket kovetden. A (d) panelen
1év6 1épték (200 um) minden képre

vonatkozik (a-d). A b és ¢ abran nyilak mutatjak a neuritogenezis jellegzetes formait.
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A. NEURITOGENEZIS

4. 2. Az MG-132 kezelés hatasara bekovetkezo ERK- és Src-aktivacio kinetikaja

.....

szerep jut az ERK és a Src kindzok aktivitasanak, ezért eldszor arra voltunk kivéancsiak,
hogy az MG-132 kezelés hatasdra bekovetkezd neuritndvekedés kapcesan is
megfigyelhet6-e ezeknek a molekuldknak az aktivacigja? Munkacsoportunk mar
korabban ismertette (lasd Dr. Berta Gergely PhD dolgozata, PTE AOK, 2013/14,
valamint Tarjanyi és mtsai, 2013), viszont az itt targyalt jelenségek megértéshez is
sziikséges megemliteni, hogy az MG-132 kezelés, kb. 6 6ranal tapasztalt maximalis

jelerdsodéssel, idoben elhuzodo kinetik4ju ERK aktivaciot és a foszforilalt ERK nuklearis

crer

rrrrrr

1994; Marshall, 1995).

A Src enzim differenciacioban betoltott kulcsszerepe is ismert az irodalombol
ebben a sejtvonalban (Alema ¢és mtsai, 1985), és a proteaszomalis lebontas
mechanizmusat is leirtak ennek a tirozin-kinaznak a szabalyozasaban (Hakak €s Martin,
1999). Ezért a kdvetkezd 1épésben a Src fehérje aktivacidjanak idokinetikdjat vizsgaltuk
az MG-132 kezelések soran. A Src tirozin kinaz MG-132 altal indukalt aktivaciojat
immunoblotokon detektaltuk poliklonalis, foszfo-specifikus (Tyr 418) anti-Src antitest
alkalmazaséaval. A kezelések sordn erds Src aktivacid volt megfigyelhetd 30 perc és 9 6ra
kozott, és a Src-foszforilacio még 24 éra multan is az alapaktivitas felett maradt (7. abra,
A és grafikon). Tekintettel az elhuz6dd6 MG-132 kezelések sordan a teljes Src
mennyiségében bekdvetkezett esetleges valtozdsokra (Hakak and Martin, 1999), a
vizsgalt mintak gélbe toltési egyenletességeit itt anti-aktin antitest hasznalatdval
ellendriztiik (7. abra, B). Hogy csokkentsiik a lehetdségét annak, hogy a Src foszforilacio
valtozésait az MG-132 proteaszomat gatlo hatdsan kiviili mas, esetleges ,,mellékhatasai”
(pl. kalpain inhibitor hatas) okoztak, a kezeléseket 10 nM epoxomicinnel, a proteaszéma
egy masik specifikus inhibitordval megismételtiik, és igy is hasonlé eredményekhez

jutottunk. Ez esetben is kimutathatd volt a Src tartos foszforilacidja és a PC12 sejtek

.....
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7. abra Az MG-132 kezelés dltal

kDa
60- —
p-Src| — ‘M kivaltott Src Jfoszforilacio

idokinetikajanak vizsgalata Western

B
Actin | 45“.“ blot analizissel

A

&"259_132 E 5 15 30° 60° 3h 6h 9h 24h A: A PC12 tenyészeteket MG-132-vel
(25 1M) (2,5 uM) kezeltiik a jelzett ideig, és a
s Src  foszforilacidjat immunoblottal
elemeztilk. A membrant poliklonalis

2,5 |- mp-Sre p-Src elleni antitesttel teszteltiik. B:

Az antitestek eltavolitasat kovetden a

*

*
* membrant Gjra elShivtuk aktinra
specifikus antitest hasznalataval a
- | mintdk egyenlé fehérjetartalmanak
igazolasa céljabol. A grafikon a p-Src
relativ intenzitasat mutatja a kezeletlen
kontrollhoz  képest, a  betoltési

6h  9h 24h

kontrollra normalizélva. A feltiintetett

15

05

x ok =
- 5 15" 30" 60 3h

értékek négy fiiggetlen kisérlet atlag £ S.D. értékeit mutatjak. A kezeletlen kontrollhoz képest
szignifikdnsan (*P<0.05) kiilonb6z6 értékeket jeldltiik.

Az MG-132-vel kezelt PC12 sejtekben tehat kimutattuk az Src fokozott

aktivitasat, mely az ERK-éhez hasonld, elhuzodo kinetikdval mutatkozott.

4. 3. Az ERK MG-132 altal kivaltott foszforilacioja MEK- és Ras fiiggo folyamat

.....

az ERK aktivacidja a Ras, Raf, MEK utvonalon keresztiil valosul meg. Kovetkezd
1épésként arra kerestiik a valaszt, hogy az altalunk tapasztalt, MG-132 altal kivaltott ERK
aktivaciohoz is szlikséges-e ennek az utvonalnak a miikodése?

Ennek eldontésére a MEK -az ERK-et kozvetleniil aktivald kindz- szerepét kémiai
MEK-inhibitor eldkezeléssel, a Ras funkcidjat pedig az M-M17-26 PCI12 klon
hasznélataval -amely a H-Ras dominans gatlé6 mutans verzidjat stabilan expresszalja-
vizsgaltuk.

A MEK-gatlo vegyiiletet (PD98059) 30 perccel a proteaszoma gatlo kezelés
megkezdése eldtt, 20 pM-os koncentracidban alkalmazva az MG-132 4ltal indukalt ERK
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aktivacio nem volt megfigyelhetd (8. abra, A). A MEK-gatlas erdsségét mutatja, hogy
mind az MG-132 altal kivaltott, mind a proteaszoéma gatléval nem kezelt mintdkban a
foszfo-ERK jelek az alap aktivitas ald keriiltek PD98059 jelenlétében (8. abra, A). Az
ERK1/2 minden forméjat felismerd antitestekkel tijra eléhivva a blotot kizarhat6 volt a
betoltési egyenetlenség a foszfo-specifikus jelek megfigyelt valtozasai mogott (8. abra,

B).

A kDa 8. abra Az ERK foszforilaciohoz sziikséges az intakt MEK
p-ERK1| 44-"s : - .,
SERK2| 42w Sfunkcio.

B A: A PCI12 tenyészeteket MG-132-vel (2,5 uM) kezeltiik 2

ERKA1 44
ERK2 42~ oran at MEK-inhibitor vegyiilet (PD98059, 20 pM)

jelenlétében, vagy annak hianyaban, majd az ERKI1/2

time - 2h 2h 2

?g%:jf) foszforilaciojat immunoblottal elemeztiik. A MEK-inhibitort

239835)39 s - + + 30 perccel az MG-132 kezelések megkezdése el6tt adtuk a
v

tenyészetekhez. B: Ezt kvetéen a membranrdl eltavolitottuk
a foszfo-specifikus antitesteket, és ujra eléhivtuk az ERKIl-re ¢és ERK2-re specifikus
ellenanyagokkal a betoltési egyenletesség vizsgalata céljabol. A kisérletet haromszor ismételtiik

meg, hasonld eredménnyel.

A Ras funkcidjanak vizsgalatdhoz id6kinetikai kisérleteket végeztiink az M-M17-
26 sejtvonalat hasznalva (9. abra). Az ERK foszforilaci6 alapszintje eleve gyengébb volt
ebben a sejtvonalban mint a kontroll PC12-ben, és azt nem is lehetett fokozni egyetlen
MG-132 kezelési idopontban sem (9. abra, A). A blotot ezt kdvetden tjra eldhivtuk az
ERK1-re és 2-re specifikus antitestek hasznalataval (9. abra, B).

A kDa 9. abra Az ERK foszforilacio fiigg a
p-ERKT  44- t ) o
p-ERK2 42 NS " normal Ras funkciotol.

ERK1 ’ ! A: A PCI2 varidns M-M17-26
ERK2

tenyészeteket MG-132-vel (2,5 pM)

thnﬂmser - 15' 60’ 3h 6h 24h kezeltik a jelzett ideig, és az ERK
(25 M) foszforilaciojat immunoblottal elemeztiik.

B: Ezt kovetden a foszfo-specifikus antitesteket eltavolitottuk, és a blotot ujra eléhivtuk az ERK1-
re és ERK2-re specifikus antitestek hasznalataval az egyes mintak egyenld fehérjetartalmanak

igazolasa céljabdl. A kisérletet haromszor ismételtiik meg, hasonl6 eredménnyel.

39



Ezek az eredmények alatdmasztjak, hogy az ERK MG-132 altal indukalt
foszforilacigja, az NGF kezeléssel kivaltotthoz hasonléan, MEK- és Ras-fliggd mdodon

megy végbe a proteaszoma gatloval kezelt PC12 sejtekben is.

4. 4. A Src-gatlas hatdsa a Src- és ERK foszforilacidjara

A Src szerepének tovabbi vizsgélatira 10 uM PP2-t alkalmaztunk, amely a Src
tirozin-kindzok erds ¢€s szelektiv inhibitora (Hanke és mtsai, 1996). Hatasmechanizmusat
tekintve ez a vegyiilet megakadalyozza a Src aktivald autofoszforilaciojat a 416-os
pozicidban 1évé Tyr aminosavon. A PP2 eldkezelések mindig 30 perccel a proteaszéma
gatl6 kezelések eldtt kezdddtek. A kisérletekben a proteaszoma gatlo kezelés iddtartamait
a korabbi kisérletek alapjan Ggy valasztottuk meg, hogy azok maximalis Src foszforilaciot
indukaljanak. A Src-inhibitor igy is teljes mértékben képes volt blokkolni az MG-132 Src
aktivalo hatasat (10. abra, A és grafikon). A membrdn anti-aktinnal torténd wjboli

el6hivasa a mintak kozel egyenletes betoltését igazolta (10. abra, B).

A kDa 10. abra Az MG-132 hatasa a Src
p-Src| 60- W - - -— -_— -

foszforildacidjara a Src gatlasa nélkiil és a

? o] 4s) - Src PP2-vel torténd gatlasa mellett.
Iy o o ¢ L A: A PC12 tenyészeteket MG-132-vel (2,5
e . . . uM) kezeltiik a jelzett ideig. A PP2-t 30
(13?\4) ‘ _ - perccel az MG-132 kezelések megkezdése
3,5 eldtt adtuk a tenyészetekhez. Az aktiv p-Src

3 = p-Src

* jelenlétét monoklonalis antitest

25
hasznalataval vizsgaltuk. B: Az antitestek

*
2
1.5 v‘ eltavolitasait ~ kovetéen a  betoltési
o.; . | I . . egyenletesség igazolasa céljabol a blotot
0 ujra elShivtuk anti-aktin antitesttel. A
o q’bg ’1:;50 QQ’I« n;]/‘bé n_,'lto:’(\

grafikon az aktiv-Src relativ intenzitasat

I

N> N N

o o o o
= = N = mutatja a kezeletlen kontrollhoz képest, a
betoltési  kontrollra  normalizalva. A
feltiintetett adatok négy fliggetlen kisérlet atlag = S.D. értékeit mutatjak. A kezeletlen kontrollhoz

képest szignifikansan (*P<0.05) kiilonb6z6 eredményeket jeloltiik.

Miutan megbizonyosodtunk roéla, hogy PP2 jelenlétében az aktiv-Src mennyisége

MG-132 kezelés hatdsdra sem haladja meg az alap szintet, a Src szerepét kivantuk
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vizsgalni az ERK MG-132 altali aktivacigjdban (11. abra). A PP2 jelenléte nem gétolta
teljesen az ERK foszforilacid novekedését, de csokkentette az MG-132 4ltal kivaltott
csucsintenzitast (11. abra, A és grafikonok). Ezen kiviil -ellentétben a Src-gatlas nélkiili
esettel- 24 6ranal a foszforilalt ERK jel mar az alap aktivitas al4 csokkent, igy az ERK
aktivacid valamivel atmenetibb jelleglivé valt PP2 jelenlétében (11. abra, A és

grafikonok). A membran ERK1-et és 2-t felismerd antitestek alkalmazasdval torténd

Ujboli eléhivasa igazolta a mintak kozel egyenld fehérjetartalmat (11. abra, B).

A kDa 11. abra Az MG-132 hatasa az ERK-
]p ERK1‘ 44-
[PERKZ| 42- -— P - . foszforilaciora Src-gatlas nélkiil és
PP2-vel végzett Src-gatlast kévetoen
[ERK2  42-
ERK2 ‘ A: A PC12 tenyészeteket MG-132-vel
time - 60 6h 24h - 60° 6h  24h
MG-132 . . o
(2.5 uM) (2,5 uM) kezeltik a jelzett ideig. A
(1';*’?\4 ; - + i Sl PP2-t 30 perccel az MG-132 kezelések
1]
16 megkezdése elott adtuk a
14 | =p-ERK1
12 tenyészetekhez. A membranon
10
8 megvizsgaltuk a kétszeresen, treoninon
6
4 ¢és tirozinon foszforilalt/aktiv p-ERK
0 jelenlétét. B: Az antitestek eltavolitasat
0 \,,J ,L ,;b U\,,J 58 ,,31«""‘;\\ kovetéen a blotot ujra elShivtuk az
¥ \x@ x&’ Y @0 ERKI1-et és -2-t felismerd antitestek
LA LA v .
&g hasznalataval a bet6ltési egyenletesség
12 igazolasa érdekében. A felsd diagram a
10 up-ERK2 1
8 p-ERK1, mig az als6 a p-ERK2 relativ
6 intenzitdsat mutatja a kezeletlen
4 .
- kontrollhoz képest, és a betdltési
; ﬂ - - .
0 kontrollra normalizalva. A feltlintetett
‘(‘ N
,{5 S 's '1, ,\A_, \,,,q,"’b‘ értékek ot fiiggetlen kisérlet 4tlag+S.D.
o <
L \“0 q’x‘& o ‘& \* értékeit mutatjék. A kezeletlen (*) vagy
$ ¢ % PP2 kezelt (#) kontrollhoz képest

szignifikdnsan (P<0.05) kiilonb6z6 értékeket jeloltiik.

A Src-inhibitor vegyiilet jelenlétében az MG-132-vel elérhetd csokkent foszfo-

ERK csucsintenzitasok ¢és az ERK foszforilacié tranziensebb jellege is azt mutatja, hogy

crer
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4. 5. A TrkA MG-132 altal kivaltott foszforildacioja és annak gatlasa Src-inhibitorral

Ugy gondoltuk, hogy ha az ERK MG-132 altal kivéltott aktivaciéjihoz sziikséges
a Src miikodése, és mindkét kinaz aktivaciojaban szerepet jatszhat a TrkA receptor, akkor
az aktivaciojuk kozotti kapcesolat az altalunk hasznalt kisérletes elrendezésben maga a
TrkA lehet. Ennek eldontése érdekében megvizsgaltuk a TrkA szerepét az MG-132 altal
kivaltott jelatviteli eseményekben. A 490-es tirozin aminosavon foszforilalt aktiv TrkA-t
specifikusan felismerd antitest alkalmazasaval, Western blot segitségével detektaltuk a
receptor aktivalodasat MG-132-vel kezelt PC12 sejtekben (12. abra, A, bal oldali
Western blot és grafikon). A membran ezt kdvetd Gjboli el6hivasa TrkA-ra specifikus
antitesttel megerdsitette a mintak megkozelitdleg egyenld fehérjetartalmat (12. abra, B,
bal oldali Western blot).

A TrkA MG-132 altal indukalt aktivalasa az egyik lehetséges kiinduldsi pontja
annak a jelnek, amely ezt kovetden a Ras-on keresztiil aktivalja a MEK-et és az ERK-et.

30 perccel az MG-132 kezelések el6tt inditott, PP2-vel torténd Src-gatlast kovetden
a proteaszoma gatlo mar nem volt képes a TrkA foszforilacidjat az alapaktivitas folé
emelni (12. abra, A, jobb oldali Western blot és grafikon). A membran nem-foszforilalt
TrkA-ra specifikus antitest alkalmazasaval torténd 0jboli eldhivasa ez esetben is
gyakorlatilag egyenld fehérjemennyiségeket igazolt az egyes mintdkban (12. abra, B,
jobb oldali Western blot).

12. abra Az MG-132 hatasa a

A kDa )
[p-TrkA] 140 . - ' t"“ ol ‘ TrkA  foszforilacicjara a Src
B
) . gatlasa nélkiil és PP2 Src-
] o P
140 ' - . inhibitor hasznalataval.

time - 3h 6h & 3h 6h
|\I,1"(]3_132 A: A PC12 tenyészeteket MG-
(2,5 pM) .
. i i ) i i i 132-vel (2,5 uM) kezeltik a
AouM) . jelzett  ideig. A PP2,
7
6 - mp-TrkA up-TrkA alkalmazasa esetén, 30 perccel az
Z MG-132 kezelések megkezdése
3 l l el6tt adtuk a tenyészetekhez. Elsé
2
lépésként a 490-es tirozinon
1 p
- MG-132 MG 132 pp2+ ppas  foszforildlt  TrkA  jelenlétét
ah M%,:?’Z M%,:sz vizsgaltuk. B: Az antitest

eltavolitasa utan a blotot tjra
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eléhivtuk a foszforilalatlan TrkA-ra specifikus antitest hasznalatdval a mintdk egyenletes
betoltésének ellendrzése céljabol. A grafikon a foszfo-TrkA relativ intenzitasat mutatja a kezeletlen
kontrollhoz képest, a betdltési kontrollra normalizalva. A feltlintetett értékek harom fiiggetlen
kisérlet atlag + S.D. értékeit mutatjak. A kezeletlen kontrollhoz képest szignifikansan (*P<0.05)
kiilonbozo értékeket jeloltiik.

Az atény, hogy TrkA foszforilacio indukéalhatdé MG-132-vel kezelt PC12 sejtekben,
de a Src kémiai gatlasa esetén ez kivédhetd volt, aldtdmasztja, hogy a Src aktivitdsa

sziikséges a TrkA proteaszoma gatlo altal kivaltott fokozott foszforilacidjahoz.

4. 6. A Src-, TrkA- és ERK aktivitds vizsgalata TrkA-gatolt PC12 sejtekben

Az MG-132-vel torténd aktivalasuk soran a TrkA ¢és a Src kapcsolatanak tovabbi
vizsgalata érdekében a PC12 sejteket a proteaszoma gatlo kezelés megkezdése eldtt 30
perccel a K252a, TrkA-inhibitor vegyiilettel inkubaltuk, ami azutan a kezelés teljes
id6tartama alatt jelen volt a tenyésztd médiumban. A K252a nem tudta megakadalyozni
az MG-132 altal kivaltott Src foszforilaciot (13. abra, A), viszont meggatolta a TrkA
foszforilacigjat (13. abra, C). K252a jelenlétében az ERK aktivacié mérhetd volt ugyan,
de intenzitasa elmaradt a TrkA-gatloval nem kezelt mintdkhoz képest (13. abra, E és
grafikonok). Ennek a mértéke rdadasul dsszevethetd volt a kordbban PP2 jelenlétében
mért ERK aktivacios intenzitdsokkal, melyeket a Src-gatlast kdvetden mértiink (lasd 11.
abra). A blotok Ujboli el6hivasa aktint (13. abra, B), TrkA-t (13. abra, D), ERK1-et és
2-t (13. abra, F) felismerd antitestek hasznélataval igazolta a mintak kozel egyenletes

betoltését.
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kDa

Aose =™ HR W ——
Blan = pentba . -
Clorical 140- - - i ae BB
D

o o - ---
E P-ERK1] 44 - -
p-ERK2] 424 -
F ERK1| 44

[ERK2| 42

time W 3h 6h - 3h 6h
MG-132
(2.5 uM)
K252a - - - + + +
(200 nM)
18 18
16 =~ mp-ERK1 16 mp-ERK1
14 14
12 12
10 10
8 8
6 6 %k *
: “ =
2 2
0 — 0 —— -
- MG-132 MG 132 K252a K252a + K252a +
3h MG-132 MG-132
3h 6h
16 16
14 u p-ERK2 14 = p-ERK2
12 12
10 10 - Kk
B 8 T
6 6
4 4 *
2 : e
o - ——— o0 E——
- MG-132 MG 132 K252a K252a + K252a +
3h MG-132 MG-132
3h 6h

13. abra Az MG-132 hatasa a Src, TrkA
és ERK foszforilacidjara TrkA-gatlds
nélkiil, illetve annak K252a-val torténd

gatlasa mellett.

A PC12 tenyészeteket MG-132-vel (2,5
uM) kezeltiik a jelzett ideig. A K252a-t
(200 nM) 30 perccel az MG-132
kezelések megkezdése el6tt adtuk a
tenyészetekhez az abran jelzett mintak
esetében. A membranokat az aktiv Src
(A), TrkA (C) és ERK1/2 (E) jelenlétére
vizsgaltuk. Az antitestek eltavolitasat
kovetden a blotokat ujra el6hivtuk aktinra
(B), illetve a foszforilalatlan TrkA-ra (D),
valamint ERK1-re és 2-re (F) specifikus
antitest hasznalataval a mintak egyenletes
betdltésének igazolasa érdekében. (A bal
¢és a jobb oldali grafikonok a foszfo-ERK1
és 2 relativ intenzitdsat mutatjdk a
kezeletlen, vagy csak K252a-val kezelt
kontrollokhoz képest, és a teljes ERK1/2-
re normalizdlva. Az értékek harom
fiiggetlen kisérlet atlag + S.D. értékeit
mutatjak. A bal oldali két grafikonon # =

szignifikdnsan kiilonbozik a kezeletlen

kontrolltol. Jobb oldali két grafikonon * = szignifikansan kiilonbozik a csak K252a-val kezelt

kontrolltdl.

Ezek az adatok egyiittesen arra utalnak, hogy PC12 sejtekben az MG-132 4ltal

kivaltott ERK aktivaci6 sordn a Src a TrkA-t6l proximalisan, tehat ,,upstream”

helyezkedik el. Ezen kiviil alatdmasztjak azoknak az ERK-aktivalé mechanizmusoknak

a létezését, amelyek fiiggetlenek a TrkA-rdl induld utvonalaktdl, és amelyeket mas -a

Ras-t6l és MEK-tdl is ,,upstream” elhelyezked6- MG-132 4ltal stimulalt jelatviteli

komponens(ek) kozvetithetnek.
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4. 7. A foszforilalt Src és -ERK intracellularis lokalizacioja és a PC12 sejtek fenotipusos
valtozasai

Mivel a Src és az ERK aktivacidja kulcsfontossdgiinak bizonyult a PC12 sejtek
fehérjék aktiv alakjainak intracelluldris eloszlasara és a sejtek morfoldgiai valtozasaira is
kivancsiak voltunk MG-132 és/vagy PP2 kezeléseket kovetden.

A foszforilalt Src és -ERK sejten beliili megoszlasat 1ézer pasztazo konfokalis
mikroszkoppal detektaltuk. A kezeletlen tenyészetek sejtjeiben (14. abra, A) a
foszforilalt Src jel alig volt kimutathatd a sejtek citoplazmdjdban. A kizardlag
proteaszoma gatloval végzett maximalis stimuldciot kdvetden 30 perc és 9 ora kozott a
jel intenzitdsa nétt, de tilnyomodrészt citoplazmatikus maradt (14. abra, B). Kezelés
nélkiil a gyenge p-ERK jel is tobbnyire citoplazmatikus elhelyezkedésiinek bizonyult (14.
abra, C). Az MG-132-vel végzett kezelés hatdsara a p-ERK jel intenzitdsa megndétt, és a
maximumot 6 6ra elteltével érte el, amikor az mar a citoplazmatikus lokalizaci6é mellett a
sejtmagban is detektalhato volt (14. abra, D).

Onmagéban a Src PP2-vel valo gatldsa nem volt hatassal a p-ERK jel intracellularis
eloszlasara és szintjére PC12 tenyészetekben (sajat, nem kozolt, és itt sem mutatott
megfigyelésiink), de gyengitette az MG-132 kezelések altal kivaltott maximalis
jelintenzitast (14. abra, E). A p-ERK immunreaktivitas tilnyomorészt a Src-gatolt sejtek
citoplazmajaban maradt még 6 6ras MG-132 kezelés utan is (14. abra, E és grafikon).

A sejtek fenotipusos valtozasait a mar emlitett mikroszkopot faziskontraszt médban
hasznélva vizsgaltuk, és a kovetkezd eredményekre jutottunk: kezelés nélkiil a PC12
sejtek kerek, esetleg enyhén szogletes morfologiat mutattak (14. abra, F). Az MG-132
kezelés elorehaladtaval egyre hosszabb nyulvanyokat ndvesztettek, amelyek az els6é nap
végén voltak a leghosszabbak (14. abra, G). Az MG-132-vel gatolt sejtek jellemzden
egy-két hosszabb neuritot ndvesztettek néhany révidebb nyulvany kiséretében. A Src
mutatott megfigyelésiink), ugyanakkor 30 perces PP2 el6kezelés hatdsira az MG-132
altal kivaltott nytlvanyndvekedés mar nem volt megfigyelhetd. (14. abra, H). Ebben az

esetben a neuritok ndvekedése még 24 ora elteltével sem volt detektalhato (14. abra, H).
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14. abra Lézer pdsztazo konfokdlis fluoreszcencia mikroszkopia onmagdban (A-E), vagy

faziskontraszt mikroszkopiaval kombindlva (F-H).

A és B: A foszforilalt Src intracellularis eloszlasa. A foszforilalt Src (piros) elhelyezkedése
kezeletlen PC12 sejtekben (A) és 60 perces 2,5uM MG-132 kezelés utan (B). A foszforilalt Src
tulnyomorészt citoplazmatikus elhelyezkedésii. C—E: A foszforilalt ERK intracellularis eloszlasa.
Gyenge ERK foszforilacio (piros) a kezeletlen PC12 sejtek citoplazmajaban (C) és az ERK-
foszforilacié ndovekedése nuklearis transzlokacioval az enzim 2,5 pM MG-132-vel 6 oran keresztiil
torténd maximalis stimulalasat kovetden Src-inhibitor hianyaban (D), vagy 10 uM PP2 Src-inhibitor
jelenlétében (E). Ez utdbbi gyengébb altalanos jelintenzitast és az aktivalt enzimek nuklearis
tettiik lathatova. A nuklearis enzim transzlokacio kovetkeztében a zold és a vords jelek
kolokalizacioja sarga szinnel jelenik meg. A grafikon 6sszehasonlitja a D és E panelek nuklearis- és
citoplazmatikus foszfo-ERK (voros jel) intenzitasat. * = szignifikdnsan kiilonbozik a kizarélag MG-
132-vel kezelttél. F—H: Differencialodasi morfologia. A PC12 sejtek kezelés nélkiil (F), vagy 24
oras MG-132-vel (2,5 uM) vald expoziciot kovetéen (G). Az Src gatlasa onmagaban 10 uM PP2-
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itt sem mutatott megfigyelésiink), de gatolta az MG-132 differencialé hatasat (H). A sejtmagokat
Hoechst 33342-vel (kék) tettiik lathatova.

B. APOPTOZIS

4. 8. Az MG-132-vel 24 oran at, vagy hosszabb ideig kezelt PC12 sejtek apoptozisa

Ahogy azt mér az eldzdekben emlitettiik, a PC12 sejtek MG-132 kezelése sordn a
differencidloddsnak indult sejtek morfologiaja 24 ora elteltével kifejezetten megvaltozott,
a sejtek a hanyatlds jeleit kezdték mutatni. A megfigyelt jelenségek arra késztettek
benniinket, hogy tovabb vizsgaljuk, mi torténik a PC12 sejtek hosszan tarté proteaszéma
gatld kezelése sordn, kiilonds tekintettel a stressz- és apoptozis jelatvitelére.

Eldszor meghatdroztuk az apoptotikus sejtek aranyéat kiilonbozé modszerek
alkalmazaséaval. Elsé 1épésként Hoechst 33342 festést végeztlink, és lézer pasztdzo
A). A PC12 sejtek magjai 24 6rds MG-132 kezelés erejéig tobbnyire egészséges
megjelenést mutattak (15. abra, Ab), azonban 28 vagy 30 6ras kezeléseket kovetden a
kromatin kondenzacioja és a magfragmentacié egyre hangsulyosabba valt (15. abra Ac
magfragmentéciot latva apoptotikus valtozasokat sejtettliink a torténések hatterében. A
nukledris elvaltozasok szdmszerlsitéséhez mintanként 100 sejtet szdmoltunk meg, €s
eloreheladtaval jelentdsen emelkedett (15. abra, B). 48 6ras MG-132 kezelést kovetden
sajnos mar nem tudtuk értékelni az apoptotikus sejtmagokra vonatkoz6 szémszeri
adatokat, mert az olyan mértékben érintette a sejteket, hogy azok a mikroszkopos mintak
elokészitése soran, minden igyekezetiink ellenére letisztak a targylemezekrdl. Ebbdl
kovetkezden a mikroszkdpban lires, vagy csaknem iires mezoket tudtunk csak detektalni,
ami nem tette lehetové az eredmények konzisztens kiértékelését ¢s a megfeleld
statisztikai elemzését. Ez az oka annak, hogy az 15. abra A és B. részén nem lathat6 a 48
ords MG-132 kezeléshez tartozo apoptotikus sejtmagok képe és szamszerli ardnya sem.

A fenti morfologiai elemzést dramlasi citometrias mérésekkel egészitettiik ki. Az

AnnexinV ¢és propidium-jodid (PI) kombindlt alkalmazasa megbizhaté modszer az
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apoptotikus sejtszdm aramlési citometriaval torténd meghatarozasara. A PC12 sejteket
Annexin V-FITC/PI-vel festettiik meg 0 (15. abra, Ca), 24 (15. abra, Cb), 30 (15. abra,
Cc) és 48 (15. abra, Cd) 6ras MG-132-kezeléseket kovetden. Az Annexin V'PI" kettds
pozitiv sejteket, az irodalommal 6sszhangban, késoi apoptotikusnak (nem életképesnek)
tekintettiik. Az elhalt sejtek szazalékos aranyat egyedi ,,dot-plot”-okban hatdroztuk meg,
amihez 3 fliggetlen kisérlet adatait gylijtottiik 0ssze. 24, 30 vagy 48 oras MG-132 kezelés
utan szignifikansan megnétt az Annexin VPI" kett6s pozitiv sejtek aranya (15. abra, D).
Ahogy az vérhato volt, az aramldsi citometridval nagyobb ardnyban detektaltunk
apoptotikus sejteket, mint a konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal (15. abra, A és B),
mert itt nem csak a letapadt sejtek vettek részt az elemzésben, hanem a mar a tapoldatban
lebegd sejtek is.

Végiil, annak érdekében, hogy még teljesebbé tegyiik a PC12 sejtek apoptotikus
valtozésainak értékelését a hosszan tart6 MG-132 kezelés soran, sejtéletképességi tesztet
is végeztiink a WST-1 sejtproliferacios esszé segitségével (15. abra, E). Az €16 sejtekben
a WST-1 tetraz6lium so6t a mitokondridlis dehidrogendzok formazdnnd alakitjdk,
amelynek mennyisége korreldl a tenyészetben 1év6 metabolikusan aktiv sejtek szaméaval.
Erdemes figyelembe venni, hogy a WST-1 vizsgalat protokolljanak eléirasa miatt az MG-
132 kezelések befejezése utan a tdpoldatot eltavolitottuk. Ezutan a sejteket tovabbi 4 6ran
at inkubaltuk a tetrazolium soval egy Ujonnan hozzdadott pufferben, amely nem
tartalmazott ugyan MG-132-t, de az ekkorra mar bekertilt a sejtekbe, és a tetrazolium
soval valo tovabbi 4 oras inkubacids igény miatt, gyakorlatilag az MG-132 sejteken beliil
kifejtett hatdsanak a teljes iddtartama is meghosszabbodott 4 6raval. Ez a koriilmény nagy
valdszinliséggel magyarazza a mitokondridlis aktivitas dramai csokkenését a 24 6ran at
MG-132-vel kezelt mintdban a kezeletlen kontrollhoz képest. Megmértiik a formazan
optikai denzitasat (OD) a 0, 24, 30 és 48 6ran keresztiil MG-132-vel kezelt mintakban
(15. abra, E). A korabbi Hoechst ¢s Annexin V/PI festéssel kapcsolatos
eredményeinknek megfelelden, és talan még hangstlyosabban, a metabolikusan aktiv
sejtek aranya jelentdsen csokkent az MG-132 kezelés 24., majd 30. és 48. drajaban (15.
abra, E).
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15.4bra A hosszan tarto (legalabb 24 oras) MG-132 kezelés apoptozist indukal PC12 sejtekben.

A: Reprezentativ lézer pasztazdé konfokalis fluoreszcens mikroszkopos képek a PC12 sejtek
magjairdl 0 (Aa), 24 (Ab), 28 (Ac) és 30 (Ad) 6ras MG-132 (2,5 uM) kezeléseket kovetden. A
sejtmagokat fluoreszcens, DNS-koto festékkel (Hoechst 33342) festettik meg. Apoptotikus
lathato6 1épték (20 pm) minden fluoreszcens magot abrazolo képre (a-d) vonatkozik. Megjegyzés: 48
ora elteltével a legtobb sejt feliszott a lemezekrdl, ami technikailag Iehetetlenné tette informativ
képek készitését. B: A Hoechst 33342 festéssel vizsgalt apoptotikus sejtek kvantitativ analizise a

kisérlet kiilonboz6 id6pontjaiban (1asd a képeket az ,,A” panelen). Az apoptotikus sejtek szazalékos
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aranyat az abnormalis és a még egészséges kromatin szerkezetii sejtek aranyaként hataroztuk meg.
Az oszlopdiagram harom filiggetlen kisérlet adataibol szamitott atlag £ SD értékeit mutatja. A
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeloltik (+P<0,05). C: MG-132 kezelés altal kivaltott
apoptozis aramlasi citometrids analizise PC12 sejtekben. A sejteket Annexin V-FITC/Pl-vel
festettiik 0 (Ca), 24 (Cb), 30 (Cc) és 48 (Cd) oras MG-132 (2,5 uM) kezeléseket kdvetéen. Az
Annexin V*PI* kett6s pozitiv sejteket (a reprezentativ ,,dot-plot”-okon a jobb felsé negyedben) késoi
apoptotikusnak (nem életképesnek) tekintettiik. Az elhalt sejtek szazalékos aranya az egyes panelek
jobb felsd sarkaban lathato. D: Az oszlopdiagram az Annexin V'PI" kettds pozitiv sejtek harom
fiiggetlen kisérlet aramlasi citometrias analizisébdl (lasd C) szamitott atlagos arany + SD értékekeit
mutatja. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeloltik (#P<0,05). E: A sejtek
életképességének vizsgalata WST-1 méréssel. A kisérlet végén a mintakban 1év6 formazan festék
mennyisége korrelal a tenyészetekben 1évo €16 sejtek szamaval. Az oszlopok a formazan optikai
denzitasat mutatjak (450 nm-en mérve) MG-132-vel (2,5 uM) végzett kiilonb6z6 inkubaciods

periddusok utan. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeldltiik (#P<0,05).

4. 9. Az MG-132 kezelés hatasara bekovetkezo Akt-, p38-, INK-, c-Jun foszforilacio és a
kaszpaz-3 aktivacio idokinetikaja

Miutan azt tapasztaltuk, hogy 24 6rat meghalado MG-132 kezelés hatsara a PC12
sejtek egyre nagyobb hanyadat érinti az apoptozis, vizsgalni kivantuk az észlelt torténések
molekularis hatterét is. Mivel a proteaszoma szamos jelatviteli molekula szabalyozasaban
részt vesz, elemeztiink néhany kulcsfontossdg Utvonalat, amelyek befolyasoljdk a
talélést (Akt), kozvetitik a sejtek stressz valaszat (p38, INK és c-Jun), vagy akar azok
apoptozisahoz vezetnek (kaszpaz-3).

Eldszor az Akt foszforilacio kinetikdjat vizsgaltuk, melynek soran az MG-132
jelerdsodést indukalt (16. abra). A p-Akt jel maximuma 3 oras kezelést kdvetden volt
megfigyelhetd, ezutan intenzitdsa fokozatosan csokkend tendenciat mutatott (16. abra).

A stressz jelatviteli Utvonalak szintén fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zd
sejttipusok (Chuang ¢és mtsai, 2019), koztik a PCI12 sejtek apoptdzisanak
szabalyozasiban (Aminzadeh, 2017). Igy kovetkezonek a p38, valamint a JNK és
szubsztratja, a c-Jun (az abrdkon Jun-ként feltiintetve) foszforilacigjat vizsgaltuk MG-
132 kezelés hatasara (16. abra). A p38 foszforilacio fokozodasa 3-6 6ras MG-132
kezelést kovetden mutatkozott a legkifejezettebbnek, majd 24 6ras kezelést kdvetden
mérsékelt gyengiilése volt megfigyelhetd (16. abra). A JNK aktivalodasa mar az elsé 30

perc utan nyilvanvalo volt, és az MG-132 kezelés 24 oras iddtartamaig még tovabb
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novekedett (16. abra). Hasonld mintazat volt kimutathatd a c-Jun-nal is, aminek a
foszforilalatlan véltozata is ugyanazt az er6s6do jelkinetikat mutatta (16. abra).

A kaszpaz-3 aktiv, hasitott formaja kizarélag a 24 6ras MG-132 kezelést kdvetden
volt megfigyelhetd (16. abra), ami egybeesett a kezd6dd apoptodzis egyéb

megnyilvanuldsainak jelentkezésével.

16. abra Az MG-132

p-Akt S ———|—60 kD& gi1a] indukdlt Aki, p38,
A G G e s — 60 kD
Akt —— ‘ 2 JNK, c-Jun foszforilacio

p-p38| C i — — — — = |—40KkDa , y
és kaszpaz-3  hasitds

p38’——-----‘-‘. —40 kDa

idokinetikdja.

e e |— 54 kDa
p-JNK S e e W |16 kDa A reprezentativ Western
NK| ——————— —— —54 kDa  blot vizsgalatok az Akt,

B —— — —— — J—
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p-Jun —— —— ,’ :jg :EB: foszforilacios
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GAPDH’— — — — — — — — ‘—37 kDa 15, 30 perc, valamint 1,
MG-132 - 5' 15' 30' 1h 3h 6h 24h 3, 6 és 24 6ra MG-132

(2,5 uM) kezeléseket kovetden. A blotokat (a kaszpaz-3 kivételével) elészor a megfeleld foszfo-
specifikus antitestekkel vizsgaltuk (fels6 panelek), majd az antitestek eltavolitasat kovetden a
membranokat tjra eléhivtuk a fehérjék nem foszforilalt formaival is reagald, specifikus antitestek
hasznalataval (als6 panelek). A GAPDH jel a hasitott kaszpaz-3 esetében szolgalt a betdltési
egyenletesség ellendrzésére. A reprezentativ blotok hasonld eredményeket add, tobbszor ismételt

kisérleteket szemléltetnek.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy PC12 sejtekben tartds MG-132 kezelés hatésara
a tulélést kozvetitd Akt aktivacio a kezdeti emelkedést kovetden fokozatosan csokkent,
mikdzben az apoptdzist kivalto stressz jelatviteli utak egyre aktivabba valtak, végiil a
hasitott kaszpaz-3 mennyiségének erdteljes emelkedése is megfigyelhetd volt (16. abra).
E véltozasok mind hozzajarulhatnak a PC12 sejtekben hosszan tarto6 MG-132 kezelést

kovetden tapasztalt apoptotikus valtozdsok magyarazatahoz.
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4. 10. A stressz jelatviteli fehérjék sejten beliili eloszlasa MG-132 kezelés soran

A p38, INK ¢és c-Jun stressz jelatvitelben fontos szerepet jatszo szignalizacids
molekuldk proteaszoma gatlo altal indukalt foszforilacids valtozasait latva kivancsiak
voltunk ezen fehérjék aktiv formainak intracellularis elhelyezkedésére MG-132 kezelést
kovetden (17. abra, D-F), illetve annak hidnyaban (17. abra, A-C). Immunfluoreszcens
festést kovetden 1ézer pasztazo konfokalis fluoreszcens mikroszkdppal gyakorlatilag nem
volt kimutathat6 p-p38 és p-c-Jun jel a kezeletlen PC12 sejtekben (17. abra, A és C), mig
minimdlis foszforilalt JNK immunreaktivitdas kezelés nélkiill is mutatkozott a
citoplazmaban (17. abra, B). Ezutan a jelatviteli fehérjék maximalis aktivacidjanak
kivaltasara alkalmas MG-132 kezeléseket alkalmaztunk, amelyek a 16. abra alapjan a
p38 esetében 6 oranak, JNK és c-Jun esetében pedig 24 6ranak feleltek meg. 6 6ras MG-
132 kezelés utan a foszforilalt p38 jel tulnyomorészt a PC12 sejtek citoplazmdjdban, és
kismértékben a sejtmagokban jelentkezett (17. abra, D). 24 o6rds MG-132 kezelést
kovetden a kezeletlen kontrollhoz képest erdsebb p-JNK jel volt megfigyelhetd mind a
sejtek citoplazmajaban, mind pedig a sejtmagokban (17. abra, E), mig a p-c-Jun esetében
a kezeletlen kontrollhoz képest jelentésen megndvekedett immun jel szinte kizardlag

nuklearis lokalizaciot mutatott (17. abra, F).

17. abra Az MG-132 kezelés hatdsa a foszforilalt p38-, JNK- és c-Jun fehérjék sejten beliili

elhelyezkedésére PC12 sejtekben lézer pasztazo konfokdlis fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva.
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A reprezentativ mikroszkopos képeken p-p38 (A, D), p-JNK (B, E) és p-c-Jun (C, F) jelek lathatok
kezeletlen (A, B, C) vagy 2,5 uM MG-132-vel 6 6ran at (D), illetve 24 oran at (E, F) kezelt mintak
esetében. A foszforilalt p38, JNK és c-Jun jelek piros szinben jelennek meg, mig a sejtmagokat
Hoechst 33342-vel (kék) tettiik lathatova. Az (A) panelen 1év6 1épték (10 pm) minden képre (A-F)

vonatkozik.

4. 11. Specifikus kindz inhibitorok hatdsainak vizsgadlata az MG-132 kezelés altal kivaltott
Akt-, p38-, INK- és c-Jun aktivaciora

A fentiekben vizsgélt kinazok szerepének jobb megértése, és a proteaszoma gatlas
soran felmeriild funkcidjuk/kapcsolataik tisztazasa érdekében a PC12 sejteket 1 oran at
specifikus kinaz inhibitorok jelenlétében tenyésztettilk, majd 3 oran 4t MG-132-vel
kezeltiik, melynek soran a kindz gétlok is végig jelen voltak a tenyészetekben (18. abra).
Kivancsiak voltunk ezen kiviil a kiilénb6z0 kinaz inhibitorok proteaszéma gatlas altal
indukalt jelatviteli valtozasokra gyakorolt hatasaira is.

Az 1.Y294002 a PI3K nagy fokban szelektiv inhibitora, ami igy kozvetetten gatolja
az Akt foszforilaciojat. Az SB203580 a p38 specifikus inhibitora, mig az SP600125 egy
erds és szelektiv INK-inhibitor.

Az 1.Y294002-vel végzett elokezelés hatékonyan csokkentette mind az alap szintd,
mind az MG-132 altal kivaltott Akt foszforilaciot (18. abra, A és B) PCI12 sejtekben,
ugyanakkor némileg novekedett jelenlétében (bar statisztikailag nem szignifikdns
mértékben) a p38 foszforilacioja (18. abra, A és C). A szer hatdsa a JNK és a c-Jun
foszforilacigjara nézve elhanyagolhat6 volt (18. abra, A, D és E).

Az SB203580 jelzésii p38-inhibitorral végzett eldkezelés érdekes modon
megakadalyozta az MG-132 altal kivaltott Akt foszforilaciot, és csokkentette az Akt alap
aktivitasat is (18. abra, A és B), de némileg ndvelte a p38, JINK ¢és c-Jun fehérjék MG-
132 kezelés altal kivaltott foszforilaciojat (igaz, hogy az utobbi kettdt statisztikailag nem
szignifikansan) (18. abra, A, C, D és E).

Végiil az SP600125 jelti INK-inhibitorral végzett el6kezelés megakadalyozta az
MG-132 altal eloidézett INK, c-Jun és Akt, foszforilaciot, valamint csokkentette az Akt
alap aktivitasat (18. abra, A, B, D és E), de novelte (bar statisztikailag nem szignifikans
mértékben) a p38 alap szintli és MG-132 altal indukalt foszforilacidjat is (18. abra, A és
O).
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18. abra Kindz
inhibitorok hatdsa az
Akt, p38, JNK és c-Jun
MG-132 altal indukalt
foszforilacidjara.
A: Az Akt, p38, INK és
c-Jun foszforilacio
immunoblot analizise
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(20 uM), p38-inhibitor
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vagy 3 oOrdn at MG-
132-vel (2,5 wuM)

kezeltiik. Ahol
jeleztiik, ott a
megfeleld
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jelen voltak a sejtek
feliilluszojaban. A
diagramok az Akt (B),
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mintazatat mutatjak. Az oszlopok harom fiiggetlen kisérlet adataibol szamitott atlag + SD értékeket

mutatnak. A statisztikailag szignifikéns kiilonbségeket jeldltiik (*#P<0,05).
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Ezek alapjan az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a kiilonbozé kinaz
inhibitorok képesek gyengiteni, vagy bizonyos esetekben felerdsiteni az MG-132 4ltal

eldidézett aktivitasbeli valtozasokat a vizsgalt molekulak esetében.

4. 12. Az Akt-, p38-, JNK- és c-Jun foszforilacioja vad tipusu PC12 sejtekben és M-M17-
26 mutansokban 3 ordas MG-132 kezelést kévetoen

Mivel a Ras a jelatvitel kozponti szabélyozdja kiilonféle sejttipusokban, beleértve
a PC12 sejteket is, megvizsgaltuk az MG-132 4ltal kivaltott foszforilacios eseményeket a
dominéns negativ H-Ras mutédnst expresszalé PC12 sejtvonalban (M-M17-26, 1d fenn a
4.3. részt is) (19. abra). Ezek a sejtek MG-132 kezelés hatisara nem mutattdk a
neurondlis differenciacid jeleit, valamint benniik mér rovidebb kezelést kovetden
megfigyelhetdk voltak az apoptotikus valtozasok (sajat, nem publikalt, és itt sem mutatott
eredményeink), mint a vad tipusit PC12 sejtek esetében. A neuritogenezis elmaradasa
ebben a sejtvonalban magyardzhatd -legalabbis részben- ezen mutansok gétolt ERK
foszforilacidjaval (lasd 9. abra).

MG-132 kezelés hatdsara nem tudtunk szignifikdns kiilonbséget kimutatni az
el6zéekben, kinaz gatlokkal vizsgalt jelatviteli molekuldk (Akt, p38, JNK és c-Jun)
foszforilacids allapotaban a vad tipust PC12 és az M-M17-26 sejtek kézott. Bar mind a
kezeletlen, mind az MG-132-vel kezelt M-M17-26 tenyészetekben emelkedett volt a p-
Akt szintje (19. abra, A és B), a p38 és a INK alap aktivitdsa valamivel alacsonyabbnak
tiint az M-M17-26 sejtekben (19. abra, A, C és D), mig az MG-132 4ltal indukalt p38
foszforilacié hasonld mértékiinek bizonyult, mint a vad tipustt PC12 sejtvonalban (19.
abra, A és C). Erdekes modon a Ras-funkcid hianya csokkentette a JNK, masrészrol
viszont novelte a c-Jun foszforilaciot MG-132 kezelés hatasara (19. abra, A, D és E).

Tehat a Ras-funkcio gétldsa megvaltoztatja egyes altalunk vizsgalt jelatviteli
fehérjék alapaktivitasat amellett, hogy az MG-132 kezelés altal indukalt aktivitas
fokozodas mértékét is képes befolydsolni PC12 sejtekben, bar ezeket nem szignifikans

mértékben teszi.
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19. abra Az Akt, p38, JNK és c-Jun MG-132 dltal indukalt foszforilacidja vad tipusu és domindns
negativ H-Ras-t expresszalo (M-M17-26) PCI2 sejtekben.

A: Az Akt, p38, INK és c-Jun foszforilacio Western blot analizise vad tipusa és M-M17-26 PC12
sejtvonalon. A sejteket kezelés nélkiil tenyésztettiik, vagy 3 oran at MG-132-vel (2,5 uM) kezeltiik.
A diagramok az Akt (B), p38 (C), INK (D) és c-Jun (E) aktivalodasat mutatjak MG-132 kezeléssel
vagy anélkiil. Az oszlopok harom fiiggetlen kisérlet adataibol szamitott atlag + SD értékeket

mutatnak.
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5. Megbeszélés

Fobb eredménveink osszefoglalasa:

Az MG-132 proteaszéma gétloval végzett kezelés kétfazisu valaszt valt ki PC12
sejtekben. Kezdetben (kevesebb mint 24 h) neuritndvekedést indukal, de a

hosszabb kezelések (tobb mint 24 h) a sejtek apoptdzisahoz vezetnek.

Neuritogenezis:

Az MG-132 4ltal eldidézett -és a PCI12 sejtek differenciacidjaban
kulcsfontossagu- iddben elhtizodd ERK aktivacio Ras és MEK fiiggd folyamatok.
Az MG-132 kezelés Src és TrkA aktivaciot is eléidéz PC12 sejtekben, amik
szintén sziikségesek a proteaszoma gatlo altal kivaltott neuritndvekedéshez.

A PC12 sejtek Src-gatld vegyiilettel (PP2) torténd elokezelését kovetden az MG-
132 altal eldidézett Src és TrkA aktivacio ndvekedése nem volt megfigyelhetd, az
ERK foszforilacié mértéke csokkent és atmeneti jellegiivé valt, valamint az aktiv
ERK nuklearis transzlokacigja 1is mérséklédott, a kovetkezményes
neuritndvekedés pedig elmaradt.

A TrkA-gitld (K252a) eldkezelés a TrkA aktivacidjanak kivédése mellett nem
befolyasolta a Src foszforilacigjat, de - a Src-gétloval dsszevethetd mértékben -
csOkkentette az ERK aktivaciot az MG-132-vel kezelt PC12 sejtekben.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Src megfeleld mitkddése sziikséges az
MG-132 altal indukélt TrkA foszforilacidhoz, melyet a Ras és MEK fiiggo,
elnytjtott ERK aktivacié és az aktiv ERK nuklearis transzlokacidja kovet, ami
pedig beinditja a PC12 sejtek neuritnovekedését. Ugyanakkor feltételezik mas
ERK-aktival6 mechanizmusok létezését is, amelyek fliggetlenek a Src-t6l és a
TrkA-tol, és valamely, az MG-132 éltal stimulalt -a Ras-t6l és MEK-tdl is
,upstream” elhelyezkedd- jelatviteli komponens(ek) altal kozvetitettek (lasd

késdbb a 20. dbrat).
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Apoptozis:

* A 24 o6rat meghalado MG-132 kezelés soran a jelatvitel fokozatos eltolodasa
¢észlelhetd a kezdeti, talélést kozvetitd Akt (¢s ERK) stimuldciojatdl a stressz-
kinazok (p38 és JNK), valamint a kaszpaz-3 fokozodo aktivalddasa felé.

* A PI3K-, p38- és JNK-inhibitorok képesek modositani az MG-132 4ltal kivaltott
jelatviteli valtozasokat.

« A Ras-ERK Ut inaktivicidja megvaltoztatja bizonyos jelatviteli fehérjék
alapaktivitasat épp ugy, mind azok MG-132 kezelést kovetden detektalhato
foszforilacidjanak a mértékeét.

* Kinaz gétlokkal és a dominans negativ H-Ras-t expresszalo M-M17-26 sejtekkel
végzett kisérleteink alapjan komplex szabdlyozéasi haldzatot taldltunk PC12
sejtekben az Akt, p38, JNK és a Ras kozott, amit a proteoszéma aktivitasa

jelentdsen befolyasol.

A neuritogenezis- és apoptozis jelpalydinak tanulmdnyozasa fontos lehet olyan
betegségek megértésében, mint a Parkinson-, vagy Alzheimer koér és mas
neurodegenerativ korképek. Ezeknek a jelatviteli utaknak a pontosabb feltérképezése in
vitro sejtes modellrendszerekben végezhetd el legegyszeriibben. A proteaszoma szerepe
mar korabban is felmeriilt a neurondlis differenciacio- és apoptdzis jelatvitelének
szabalyozasaban. Miutan a proteaszéma gatlokat mar a klinikumban is hasznéljék - féleg
hematologiai megbetegedések kezelésében - ezért kiilondsen relevans annak felderitése,
hogy milyen egyéb hatasokat valthatnak ki ezek a vegyiiletek. Jelen munkankban ezekre
a kérdésekre kerestiink valaszt.

A PC12 sejtek normal médiumban tenyésztve lekerekitett formajuak, mig az MG-
132-vel végzett proteaszoma gatlo kezelés hatisara nyulvanyokat kezdenek ndveszteni
(neuritogenezis), hasonldan a Fenteany és munkatarsai altal megfigyeltekhez (1994), akik
Neuro 2A egér neuroblasztoma sejteket kezeltek laktacisztinnel. Az altalunk hasznalt
MG-132 vegyiilet alacsony koncentracidja a kezelések elsé 24 drajaban még nem volt
citotoxikus (Song ¢és mtsai, 2009), azonban a 24 oOrandl hosszabb kezelések a
sejtmorfoldgia fokozatos megvaltozasdhoz vezettek a programozott sejthalal (apoptozis)
beinditasa révén (Rideout és mtsai, 2001). Ez a koriilmény sajnos kizarta a hosszabb

differencidcios periodusok vizsgalatanak lehetdségét a proteaszéma gétld jelenlétében,
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ugyanakkor médot adott a hosszabb kezelések hatdsara bekovetkezd, masfajta bioldgiai
¢s jelatviteli valtozasok elemzésére. Az ERK-et aktivald, a Src-ot stabilizalé és a
neuritogenezist beinditod hatasan til az MG-132 stressz-utvonalakat is képes aktivalni (a
JNK-n és a p38-on keresztiil) PC12 sejtekben (Giasson €s mtsai, 1999) és mas, példaul
prosztatardksejtekben is, (Yang és mtsai, 2006). Az UPS szadmos, rovid- és hosszu
¢lettartamu  fehérje intracellularis szintjét szabalyozza, amelyek koziil sok a
sejtproliferacid, -differencidcid vagy -apoptozis fontos regulatora (Ciechanover, 1998;
Lee és Goldberg, 1998). A programozott sejthaldl kivaltasa sordn gyakran észlelhetd a
JNK- és p38-utvonalak aktivalodasat el6idézo (Sang €s mtsai, 2002) és az inhibitor kappa
B (IxkB) lebomlasat gatld mechanizmusok (McDade és mtsai, 1999; Sasaki és mtsai.,
2005) feler6sodése, melyeket a proteaszoma gatlok alkalmazasa esetén is
tapasztalhatunk.

Az ERK kiilonboz6 dgensek (pl. NGF) altal kivaltott foszforilacidja jol dokumentalt

.....

crer

ERK az ott talalhato transzkripcids faktorokat képes foszforilalni, minek kdvetkeztében
a gének atirddasanak mintazatat tudja a neurondlis differencidcionak kedvezd irdnyba
eltolni. (Boglari és mtsai, 1998; Marshall, 1995; Traverse és mtsai, 1992). A proteaszoma
gatlok, mint az N-acetil-Leu-Leu-norleucindl és a laktacisztin, szintén elhtizodé6 ERK
foszforilaciot és neuritndvekedést indukalnak PCI12 sejtekben (Hashimoto és mitsai,
2000). Az MG-132 hasznalataval mi is tobb oran at tartd, elhuzoddé ERK aktivaciot
figyelhettiink meg, melyet az aktiv ERK nukleéris transzlokacioja kisért. A proteaszoma
gatlasa altal kivaltott neuritogenezis mar néhany ora elteltével nyilvanvald, mig az NGF-
nek napokra van sziiksége ahhoz, hogy hasonld hatast fejtsen ki (Greene és Tischler,
1976). A PC12 sejtek proteaszoma gatld jelenlétében megfigyelt kezdeti fenotipusos
valtozasai megfelelhetnek a neuronalis differenciacid korai 1épéseinek. A proteaszoma
gatlok neuritogén hatdsanak atmeneti jellege (Saito és Kawashima, 1989) arra utal, hogy
a proteaszéma gatlok neurit ,,indit6” faktorként hathatnak inkabb, mig a neurotrofinok a
differencialt allapot stabilizalasara és hosszl tavu fenntartasara is képesek.

mtsai, 1985), illetve a Src csalddba tartozd kindzok gatldsa is gyengitheti az ERK
aktivalodasat és csokkentheti az NGF-indukalta neuritndvekedést (Dey és mtsai, 2005).
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Ezen kiviil a proteaszomalis lebontas mechanizmusat is leirtak ennek a tirozin-kinaznak
a szabalyozasaban (Hakak és Martin, 1999), amely soran a Src aktiv formait ubikvitin
molekuldk jelolik meg, hogy aztan a 26S proteaszoma proteolitikus aktivitasa révén azok
lebontasra keriiljenek. gy, mint azt Obin és munkatarsainak a tanulmanya is alatdmasztja
(1999), a neuritok ndvekedése egybeeshet (legalabbis részlegesen) az ubiquitin-fiiggd
proteolizis gatlasaval PC12 sejtekben. Ebben a sejttipusban rdadasul a differenciacio
soran a Src jellemzden a nyulvanyok ndvekedési kupjaiban lokalizalédik (Sobue és
Kanda, 1988).

Az ERK MG-132 éltal indukalt foszforilacidja, ahogy az vérhatd volt, MEK- és
Ras-fligg6 modon valdsul meg PC12 sejtekben, ami 6sszhangban van Hashimoto és
munkatarsainak az eredményeivel (2000). Az 6 munkacsoportjuk az ERK-aktivacid
hasonlé mechanizmusat mutatta ki ebben a sejtvonalban, bar az altalunk hasznalttol eltérd
tipusti proteaszoma gatlok (N-acetil-Leu-Leu-norleucinél és laktacisztin) alkalmazasa
esetén.

A Src-inhibitor vegylilet jelenlétében tapasztalt MG-132 kezelés altal kivaltott
csOkkent foszfo-ERK cstcsintenzitasok és az ERK foszforilacio d&tmenetibb, gyorsabban
lecsengd karaktere is azt jelzik, hogy az ERK aktivacio - legalabbis részben - fligg az Src
nem genomialis 0sztrogén jelatvitel egyik legkorabbi aktivalt komponense, ami az ERK
fokozott foszforildcidjahoz vezet organotipikus, egér neokortex tenyészetekben. A
proteaszoma gatloval kezelt PC12 sejtekben azonban elséként mi mutattuk ki, hogy a Src
foszforilacigja megemelkedett, és kulcsszerepet jatszhat a tartos ERK aktivacioban.

Maias munkacsoportok arrdl szamoltak be, hogy az MG-132 képes a TrkA
foszforilacigjat indukalni PC12 sejtekben, és hogy ez fokozhatja az NGF hat4sat ebben a
sejtvonalban (Song és mtsai, 2009; Song és Yoo, 2011). A TrkA MG-132 altal indukalt
aktivitas ndvekedése vezethet a Ras és MEK kozvetitésével, végiil az ERK aktivalasahoz
is. Src-gatlast kovetden azonban az MG-132 mar nem volt képes a TrkA foszforilaciojat
az alap aktivitési szint folé emelni, ami alatdmasztja, hogy a Src miikddése sziikséges a
TrkA proteaszoma gatlo 4ltal kivaltott fokozott foszforilacidjdhoz. Shi €s munkatarsai
(2010) Src-fiiggd TrkA transzaktivaciorol is beszamoltak a PC6 és PC12 sejtek PACAP

(pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide) altal kozvetitett neurondlis

.....
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¢s a TrkA kozott az MG-132 4ltal kivaltott aktivalasuk sordn, mivel azonban a TrkA egy
transzmembran receptor, a Src-nak pedig ismert képessége, hogy kapcsolddjon olyan
membran struktirdkhoz, mint amilyenek példaul a fokalis adhézidk, igy mindkét tirozin-
kinaz sejten beliili elhelyezkedése -legalabbis fizikai szempontbol- tAmogathatja ilyen
jellegli kdlesonhatasukat.

A TrkA transz-/autofoszforilaciojat gatld, ATP kompetitiv inhibitoraval, a K252a-
val (Angeles és mtsai, 1998; Berg és mtsai, 1992; Tapley és mtsai, 1992) végzett
kisérleteink eredményei - mas kutatocsoportok (Song €s mtsai, 2009; Song és Yoo, 2011)
munkdival 6sszhangban - egy olyan jelatviteli mechanizmusra utalnak, amely szerint a
proteaszoma gatlasa a nagy affinitdsi NGF-receptor, a TrkA aktivald foszforilaciojat
valtja ki, amelyet az ERK-nek a Ras- ¢s MEK-fiiggd tartds aktivaladsa kovet. Ennek
elofeltétele az aktiv Src jelenléte a sejtben, mivel a Src kémiai gatlasat kovetden a TrkA
foszforilacid fokozodasa elmaradt, és az ERK-¢ is gyengébbé, valamint atmenetibb
jelleglivé valt. Ez a jelenség feltételezi tovabba mas ERK-aktivaldé mechanizmusok
1étezését is, amelyek fliggetlenek a TrkA-rol induld utvonalaktdl, és amelyeket mas -a
Ras-t6l és MEK-tdl is ,,upstream” elhelyezked6- MG-132 altal stimulalt jelatviteli
komponens(ek) kozvetitenek.

Az aktiv Src- és ERK-alakok intracelluléris lokaliz4cigjat vizsgélva elmondhatjuk,
hogy az MG-132 kezelés hatdsdra felszaporodé aktiv Src molekuldk a citoplazmaban
voltak megtalalhatok, mig a foszfo-ERK jel a sejtmagban és a citoplazmaban is jelen volt
maximalis aktivaciot kivalto proteaszoma gatld kezeléseket kdvetden. A Src- vagy TrkA-
aktivitasukban gatolt PC12 sejtekben a foszfo-ERK nuklearis transzlokdcioja nem volt
kifejezett, és a sejtek neuritogenezise is elmaradt, ami az intakt Src- és TrkA-funkcio
fontossagat mutatja ezekben a folyamatokban.

A sejtek morfologiai vizsgalataibol arra kovetkeztethetiink, hogy az Src, a TrkA, a
ezek koziil barmelyik molekula gatlasa a neuritogenezis elmaraddséhoz vezetett.

Kiilonbozd kindz gatld vegyiiletek (PP2, K252a, PD98059), valamint a dominans
negativ Ras-t expresszalé PC12 (M-M17-26) sejtvonal hasznélataval végzett kisérleteink
eredményei alapjan Osszeallitottunk egy jelatviteli modellt az MG-132 altal indukalt
neuritogenezis mechanizmusara PC12 sejtekben (20. abra). Ennek 1ényege a Src altal

kozvetitett TrkA-foszforilacid fokozodasa, melyet a Ras- és MEK-fliggd tartés ERK
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aktivacio, valamint az aktiv ERK nuklearis transzlokacidja kovet, ami végiil a sejtek
neuritogeneziséhez vezet (20. abra, folyamatos nyilak). Ezen kiviil az MG-132 a Src és
TrkA megkeriilésével, de a Ras és MEK kozvetitésével is képes az ERK foszforilaciot
bizonyos mértékig fokozni, viszont ebben az esetben az aktivalt ERK nuklearis
transzlokacioja nem kifejezett és a neuritogenezis folyamata sem figyelhetd meg (20.

abra, szaggatott nyilak).

20. abra Az MG-132 ERK-aktivalo és

known stimulation
e

unidentified Z
mechanism . > PPZ—{; Src ,/" ;

neuritogén hatdsainak eddigi

eredményeink alapjan javasolt modellje

e v : ,
inhibition / 2. Mo dominant negative , . ,
et} oroteasome[iliaL-028 IHFeRes miteat Az ERK MG-132 kezeléssel indukalt,
|prote
X | = uncertain (inhibitor ! 1. - i1s .
‘ “signalingl |(MG-132) v elhtizodé aktivalasa a Ras-tdl (ez a PC12
component | M

sejtek  domindns  negativ  H-Ras-t

1
iy expresszald M-M17-26  variansaban

gatolt) és a MEK-t61 (amelyet a PD98059

vegylilet kémiailag blokkol) fligg. A tartos
ERK aktivacidénak, az ERK nuklearis

plasma membrane

crer

ERK1/2 transzlokacidjanak és a
nuclear

translocation

neuritndvekedésnek is sziikséges
elofeltétele az ép Src-funkcid (melyet a
PP2 kémiailag gatol), ami viszont a TrkA
foszforilacidja (ez a K252a vegyiilettel

gatolhatd) révén aktivalja az emlitett Gitvonalat.

A proteaszoéma gatlok klinikai alkalmazasa, elsésorban apoptozis-indukalod
képességiiket kihasznalva, egyelére fOleg rosszindulati hematoldgiai daganatok
kezelésére korlatozodik. Az elsd proteaszoma gatld vegyiilet, amit széles korben
vizsgaltak, a Bortezomib volt, melynek apoptdzis-indukald képessége mogott négy
kiilonb6z6 sejtszintli folyamatot azonositottak. Ezek szerint a vegyiilet: (1) gatolja az NF-
kB utvonalat, (2) kozvetleniil indukal apoptozist a JNK-n és p53-on keresztiil, (3)
megakaddlyozza a pro-apoptotikus fehérjék (mint a Bim, Bid, Bik, Noxa) lebontasat és
(4) endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt és unfolded protein vélaszt (UPR) valt ki
(Nunes és Annunziata, 2017).

Munkéank masodik részében az MG-132 altal kivaltott apoptdzis molekularis

hatterét vizsgalva az Akt (a sejttulélést kozvetitd kindz) és a stresszvalaszt kozvetitd
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jelatviteli fehérjék (p38, INK, c-Jun) elhtizodo aktivalddasat figyelhettiik meg 24 oraig
tartd6 MG-132 kezelés soran. 24 ora elteltével az ERK (lasd Dr. Berta Gergely PhD
dolgozata, PTE AOK, 2013/14, valamint Tarjanyi és mtsai, 2013) és az Akt aktivacidja
mar csOkkent, mig a p38, INK és c-Jun stressz jelatviteli molekuldk esetében még mindig
kifejezett foszforilacid volt megfigyelhetd, és az apoptdzis jelei is egyre inkabb
kimutathatok voltak a tenyészetekben. A legfontosabb azonban, hogy a 24 6ran at MG-
132-vel kezelt mintakban a kaszpdz-3 aktivalo hasitasa is nyilvanvalova valt. Wu és
munkatérsai (2020) kordbbi eredményei is megerdsitették, hogy a JNK tartés — nem
atmeneti — aktivalddasa hozzajarulhat az apoptozis folyamatahoz. Ez 6sszhangban van a
fenti megfigyelésiinkkel, miszerint PC12 sejtekben az MG-132-kezelés hatdsara a JNK
tartos foszforilacidja jon 1étre, miel6tt és mialatt a sejthalal folyamata zajlik.

Megvizsgaltuk az aktivalt stressz jelatviteli molekuldk sejten beliili lokalizaciojat
is az MG-132 kezelés soran. Az aktivalt MAPK-k (p38 ¢és JNK) mind a citoplazmaban,
mind pedig a sejtmagban detektilhatok voltak, a p-c-Jun transzkripcids faktor ezzel
szemben kizardlag a proteaszoma gatloval kezelt PC12 sejtek magjaiban volt
megfigyelhetd.

A hatdsmechanizmussal kapcsolatban fontos szempont, hogy a proteaszéma gatlo
kezelés hogyan novelheti a jelatviteli molekuldk expresszios szintjét vagy aktivitasat?
Altaldnossagban elmondhaté, hogy egyrészt megakadalyozhatja maganak a foszforilalt,
tehat aktiv jelatviteli molekuldnak a proteaszémalis lebontasat és/vagy emellett hasonlo
hatassal lehet azok ,,upstream” aktivatorara/aktivatoraira. Irodalmi adatok alapjan, az
Osszes jelatviteli molekulat, amelyet ebben a kisérletsorozatban vizsgaltunk (de ezeken
kiviil az aktivalasukban vagy inaktivalasukban részt vevd szdmos tovabbi molekulat is,
amelyeket kisérleteinkben nem vizsgaltunk) a proteaszoma lebonthatja. Jelen
eredményeink azt tdmasztjadk ald, hogy PCI12 sejtekben az Akt, p38, JNK és c-Jun
foszforilalt formai a proteaszomadlis szabalyozas célpontjai. A tartds proteaszoma gatlas
az aktivalt p38, JNK ¢és kaszpaz-3 felhalmozodasahoz vezethetett, ami a sejtek
apoptozisat idézte eld. Irodalmi adatok alapjan mind a p38, mind a JNK részt vesz a pro-
apoptotikus Bcl-2 csalddtagok (pl. Bax ¢és Bim) aktivaldsiban, valamint az anti-
apoptotikus Bcl-2 izoformak (pl. Bcl-2) inaktivdldsdban, ami végiil citokrém c

felszabadulashoz és kaszpaz aktivacidhoz vezet (Nguyen €s mtsai, 2006).
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A hosszan tartd proteaszoéma gatldo kezelés altal kivaltott PC12 sejt apoptdzis
vizsgalata hozzdjarulhat a proteaszoma gatlokkal kezelt betegeknél megfigyelhetd
neuroldgiai mellékhatasok jobb megértéséhez. Ezen kiviill egyes neurodegenerativ
betegségekben, példaul a Parkinson kérban, a proteaszoma csokkent miitkodését figyeltek
meg, ami hibasan feltekeredett fehérjék felhalmozdodasat eredményezi, €s a neuronok
pusztulasdhoz vezet (Cao és mtsai, 2020). Az elsé klinikai terapidban hasznalt
proteaszoma gatlo, a Bortezomib kezelés egyik jol dokumentilt szovédménye a
Bortezomib-indukalta periférids neuropathia (BIPN), ami a kezelt betegek mintegy 30-
60%-anal kialakul (Velasco és mtsai, 2019). Korabbi tanulmanyok az ER stresszt, a
mitokondridlis  diszfunkciot, a gyulladasos valaszt, a DNS-karosodast ¢és a
mikrotubulusokkal kapcsolatos elvaltozasokat azonositottak a BIPN hatterében (Velasco
¢s mtsai, 2019). Eredményeink alapjan a neuronalis apoptozis egyéb folyamatai is
hozzajarulhatnak a neuropatia kialakuldsdhoz, azonban ennek a kozvetlen
megerdsitéséhez még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A proteaszoma gatldo és kindz inhibitor kezelések kombinalasaval betekintést
nyerhettiink az Akt, p38, JNK és c-Jun kozotti, potencidlisan fennalldé kapcsolatok
rendszerébe is. A bemutatott kisérleti eredményeink és a vonatkozo szakirodalombol vett
tovabbi adatok alapjan a 21. abran foglaljuk 6ssze ezeknek a kdlcsonhatdsoknak az

altalunk javasolt modelljét.
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21. abra Az dltalunk javasolt

M-M17-26 hdlézat az MG-132 kezelés sordn
Ras végbemend jelatviteli

eseményekrol kinaz inhibitorok,

| v vagy Ras-gatlas egyiittes

Jjelenlétekor PC12 sejtekben.
l Az aktivalast z6ld nyilak, a gatlast
piros vonalak jelzik. A szaggatott
vonalak a bemutatott

LY294002  SB203580 eredményeink alapjan felvetddott

0j kapcsolatokat, a folyamatos

p38 vonalak az irodalomban maér
megerdsitett Osszefiiggéseket
i / .

> Ak’[‘ jelolik. A munkank apoptozissal

foglalkozd  részében  vizsgalt

jelatviteli molekulakat fekete

A 4
A

Proteasome feliratt  fehér négyszogek, az

altalunk nem vizsgalt
komponenseket pedig sziirke
négyszogek jelzik fehér felirattal. Az ERK-et a kisérleteink neuritogenezissel kapcsolatos részében

vizsgaltuk, ezért keret nélkiil tiintettiik fel az abranak ezen a valtozatan.

Ahogy az vérhatd volt, a PI3K-inhibitor LY294002 teljesen megsziintette az Akt
aktivaciot (18. abra). Erdekes modon a PI3K gatldsa fokozta az MG-132 altal indukalt
p38 foszforilaciot, ami arra utal, hogy a PI3K vagy Akt normalis esetben gatld hatdssal
lehet a p38 aktivalasara (18. és 21. abra). Mas tanulmanyok arrol szadmoltak be, hogy az
Akt gatolja az MKK4-et, az ASK1-et és az MLK3-at (Fey és mtsai, 2012), amelyek a p38
¢s a JINK ,,upstream” aktivatorai. Habar ismert, hogy az Akt gatl6 hatassal bir a JNK-ra a
téle ,,upstream” irdnyban taldlhatd kindzokon keresztiil (Fey és mtsai, 2012), PCI12
sejtekben mi nem tudtuk kimutatni a JNK és c-Jun-aktivacio szignifikans novekedését az
LY294002 és MG-132 kettds kezelések hatasara a kizarolag proteaszéma gatloval kezelt
mintakhoz képest (18. abra). Az ATP kompetitiv p38-inhibitor, az SB203580 viszont
negativ hatassal volt az Akt foszforildciojara, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a p38
szerepet jatszik az MG-132 altal kivaltott Akt aktivacioban PC12 sejtekben (18. és 21.
abra). Az Akt SB203580 altali kozvetlen gatlasarol is beszamoltak mar (Lali és mtsai,
2000). Az SB203580 kapcsolodik a p38 ATP-kotéhelyéhez, és igy gatolja annak kindz-
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aktivitdsat, de az enzim ,upstream” kinazok 4&ltali foszforilacigjat nem befolyasolja.
Szignifikdnsan megndvekedett p38 foszforilaciot figyeltiink meg SB203580 és MG-132
kombinalt kezeléek soran, 6sszehasonlitva a kizarolag MG-132-vel kezelt mintakkal (18.
abra). Az MG-132 altal kivaltott INK és c-Jun foszforilacié is megemelkedett az
SB203580-nal torténd kombinalt kezelés hatdsara. Ennek a jelenségnek tobb magyarazata
is lehetséges (21. abra): (1) maga a p38 gatolja a JNK foszforilaciojat, vagy (2) az Akt
kiilonbozo szinteken [pl. ASK1, MLK3 (MAPKKKSs), MKK4/7 (MAPKK) vagy JNK]
gatolja a JNK aktivalodasat. Igy amikor az SB203580 inaktivalja az Akt-ot kozvetleniil
vagy kozvetve, a p38 inaktivalasan keresztiil, az Akt nem képes gatolni a JNK utvonalat.
(3) Kimutattdk tovabba, hogy az SB203580 fokozza a JNK foszforilacigjat az MLK3
aktivaldsa révén, amely utobbi a JNK aktivaldsaban szerepet jatsz6 MAPKKK
(Muniyappa és Das, 2008). Végiil érdemes megemliteni, hogy az SB203580 altal kivaltott
MLK3 foszforilacié a kordbban emlitett SB203580 altal eldidézett Akt inaktivéacio
kovetkezménye is lehet, mivel ebben az esetben az Akt nem képes az MLK3-at gatolni
(21. abra).

Az SP600125 egy ATP kompetitiv JNK-inhibitor, amely a JNK minden
izoformdjanak kinaz aktivitdsat képes gatolni. Az SP600125 eldkezelés jelentdsen
csokkentette az MGG-132 altal kivaltott Akt foszforilaciot (18. abra), ami arra utal, hogy
a JNK aktivitasa sziikséges az MG-132 kezelés hatasara bekovetkezd Akt aktivacidhoz
PC12 sejtekben (21. abra). Az MG-132 4ltal kivaltott p38 foszforilacid6 megemelkedett
a JNK-inhibitor el6kezelés hatdsira (18. abra), ami pedig azt jelzi, hogy a JNK -
kozvetlen vagy kozvetett modon - gatld hatassal bir a p38 aktivaciora (21. abra). A INK
példaul aktival egy E3 ubiquitin ligdzt, az Itch-et, amely részt vesz az MKK4
inaktivalasaban (Ahn és Kurie, 2009), és ha ezt a gatld Gitvonalat az SP600125 blokkolja,
akkor az MKK4 aktivalhatja a p38-at. A csokkent c-Jun foszforilaci6 azt mutatja, hogy a
JNK aktivitasat blokkolja az SP600125 (18. abra), de ezzel parhuzamosan maga a JNK
foszforilacigja is csokkent a JNK-inhibitor el6kezelés hatasara (18. abra), ami viszont
arra utal, hogy vagy egy pozitiv visszacsatoldsi hurok lehet ebben az Gtvonalban, vagy a
JNK autofoszforilacidja a felelds ezért a jelenségért. Fey és munkatarsai emlitik
munkéjukban, hogy a INK pozitiv feedback-en keresztiil képes aktivalni sajat ,,upstream”
kinazait, az ASK-t ¢s MLK-t (Fey ¢és mtsai, 2012). Ezen kivil a JNK2

autofoszforilacigjarol is beszamoltak mar (Cui és mtsai, 2005). A fent emlitett két
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folyamaton kiviil mas lehetdségek is vannak annak magyardzatara, hogy az SP600125
elékezelés hogyan csokkentheti a JNK foszforilacigjat. A kordbbi kovetkeztetések
alapjan, miszerint az SP600125 noveli a p38 aktivitast, a p38 pedig aktivalja az Akt-ot,
ami viszont inaktivalja a JNK ,,upstream” kindzait (ASK/MLK, MKK4/7), igy ez az egész
folyamat a JNK foszforilacidjanak a csokkenéséhez is vezethet (21. abra).

Végiil megvizsgaltuk a Ras, monomer G-fehérje lehetséges szerepét is a fent vazolt
folyamatokban. Miik6dd Ras hidnyaban a proteaszoma gétld kezelés lényegesen eltérd
kovetkezményekkel jart. A domindns negativ Ras-mutanst expresszal6 M-M17-26 PC12
sejtekben az MG-132 altal kivaltott ERK foszforilacio6 teljesen elmaradt (9. abra) és a
sejtek neuritogenezise sem volt kimutathatd (sajat, nem publikdlt megfigyelésiink).
Azonban ezek a mutans sejtek is mutattdk az apoptozis jeleit hosszan tarto6 MG-132
kezelés hatdsdra, valdjaban valamivel gyorsabban is, mint a normal/vad tipustt PC12
sejtek (sajat, nem publikalt eredményiink). Ez a megfigyelés is alatdmasztja, hogy a Ras-
ERK tutvonal funkcidja sziikséges ahhoz, hogy érvényesiiljenek az MG-132 kezelés korai
fazisaban tapasztalt morfologiai valtozasok, azaz a PC12 sejtek neuritogenezise. A tartds
proteaszoma gatlo kezelés soran fellépd késdbbi, apoptozist kivaltdé eseményeket azonban
a Ras-gatlas nem befolyasolta.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az MG-132 proteaszéma gatloval végzett
kezelés kétfazisu valaszt indukal a PC12 sejtekben: kezdetben neuritogenezist valt ki, de
a hosszabb kezelések mar apoptdzishoz vezetnek. A kezelés korai fazisaban (elsé 24 o6ra)
az MG-132 fokozza a TrkA foszforilacigjat, melyet a neuronalis differenciacio
elofeltételének tartott, idoben elhtizodd ERK aktivacid kovet a Ras, Raf, MEK utvonalon
keresztiil. Ezekben a folyamatokban fontos szerepe van az aktiv Src stabilizalasanak,
melyet proteaszomalis lebontdsanak gatlasdval értiink el. Src-inhibitorral (PP2) térténd
elokezelés hatdsara ugyanis a proteaszoma gatlo altal eldidézett TrkA foszforilacid
elmaradt, az ERK aktivacié kisebb mértékiinek bizonyult és elobb lecsengett, az aktiv
ERK nuklearis transzlokacioja mérséklodott, és a kovetkezményes neuritnovekedés sem
volt megfigyelhetd. Hasonlo valtozdsokat észleltiink K252a (TrkA-inhibitor) elokezelés
alkalmazasa esetén is. A proteaszoma gatld kezelés masodik szakaszédban (24 6ra utan)
inkabb az apoptdzis jelei domindltak, melynek hatterében a stressz-kindzok (JNK és p38)
¢s a kaszpaz-3 fokozott, valamint a tulélést kozvetité Akt és ERK csokkent aktivitasa volt

megfigyelhetd. A kiilonbozo kinaz gatlokkal végzett kisérleteink alapjan kimutattuk a
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Src, a TrkA és a MEK fehérje szerepét az MG-132 4ltal kivaltott neuritogenézisben,
valamint feltérképeztiik egy komplex szabalyozasi halozat részleteit a stressz-kindzok és
a tulélésben szerepet jatszo jelatviteli molekuldk (Akt és ERK) kozott. Végiil kimutattuk,
hogy egyes kinaz inhibitorok képesek gatolni, vagy potencirozni az MG-132 altal
kivaltott jelatviteli valtozasokat.

Ugy gondoljuk, hogy kisérleti adataink hozzajarulhatnak a proteaszoma gatlok,
mint komoly klinikai terapias potenciallal rendelkezd szerek hatasanak a jobb
megértéséhez. Ezeknek a vegyiileteknek mind a differenciaciot indukald, mind a sejtek
apoptozisat kivalto hatasa elonyds lehet a tumorterapiaban, ugyanakkor eredményeink 1j
informaciokkal szolgalhatnak a proteaszoma gétlok altal kivaltott periférids neuropatia,
illetve kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségek molekularis hatterének megértését
illetden is. Az e téren egyre boviild ismeretek remélhetdleg szelektivebb és kevesebb
mellékhatassal jaro, vagy akar Ujszerli, kombinacids terdpidk kidolgozdsdhoz is

hozzasegithetnek a jovOben.
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The PC12 (rat pheochromocytoma) cell line is a popular model system to study neuronal differentiation.
Upon prolonged nerve growth factor (NGF) exposure these tumor cells stop to divide, become polygonal,
grow projections and start to look and behave like sympathetic neurons. Differentiation of PC12 cells can
also be induced by peptidyl-aldehyde proteasome inhibitors, such as Z-Leu-Leu-Leu-al (also known as
MG-132) or via infection of the cells with Rous sarcoma virus. The signal transduction pathways under-
lying process formation, however, are still not fully understood. The liganded NGF receptor initiates a

;(?;vzvocredﬁ:lme protein kinase cascade a member of which is Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK). Active ERK1/
Proteasome inhibition 2 enzymes phosphorylate various cytoplasmic proteins and can also be translocated into the nucleus,
MG-132 where they regulate gene expression by activating key transcription factors. Using immunological meth-
ERK1/2 ods we detected phosphorylation of TrkA, prolongedactivation of Src, and ERK1/2 with nuclear transloca-

Src tion of the latter during MG-132-induced process formation of PC12 cells. Activated Src remained
Neuronal differentiation predominantly cytoplasmic. MG-132-induced sustained ERK1/2 activation, nuclear translocation and
neuritogenesis required the intact function of Src since these phenomena were markedly reduced or

failed upon chemical inhibition of Src tyrosine protein kinase activity.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

PC12 cells are derived from a tumor of the rat‘s adrenal medul-
la. Upon prolonged exposure to nerve growth factor (NGF) these

Abbreviations: Cy3, a fluorophor cyanin dye; DMEM, Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium; DMSO, dimethyl-sulfoxyde; EDTA, ethylenediaminetetraacetic
acid; EGTA, ethylene glycol tetraacetic acid; ERK1/2, extracellular signal-regulated
kinase 1 and 2; H-Ras, an isoform of the small guanine nucleotide-binding protein
Ras named after Harvey; IxB, inhibitor of kappa B; JNK, c-Jun N-terminal kinase;
MAP Kinase, mitogen-activated protein kinase; MEK, mitogen-activated protein
kinase/ERK kinase; MG-132, a peptidyl-aldehyde proteasome inhibitor, also known
as Z-Leu-Leu-Leu-al; M-M17-26, a variant PC12 clone that stably expresses a
dominant negative H-Ras mutant; NGF, nerve growth factor; nnr5, a TrkA-
deficient PC12 variant clone; p38MAPK, a MAP kinase with the molecular weight of
38 kDa; PBS, phosphate buffered saline; PC12, rat pheochromocytoma cell line;
PD98059, a chemical compound that inhibits MEK; PMSF, phenylmethanesulfonyl
fluoride; PP2, 4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-d]pyrimidine,
an inhibitor of Src; PVDF, polyvinylidene difluoride; Ras, a monomeric G-protein;
Src, a non-receptor tyrosine kinase; SDS, sodium dodecyl sulfate; TBS, Tris-
buffered saline; TrkA, tropomyosin-related kinase.
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cells stop to proliferate, grow in size and develop processes,
becoming similar to sympathetic neurons both in appearance
and behavior (Greene and Tischler, 1976). Complex signaling
events are initiated behind these phenomena by the binding of
NGF to its high affinity receptor, tropomyosin-related kinase (TrkA)
(Chao and Hempstead, 1995; Esposito et al., 2001). Activation of
the monomeric G-protein Ras is then followed by the induction
of a cytoplasmic protein kinase cascade, with MEK (mitogen-
activated proteinkinase/ERK kinase) and ERK1/2 (extracellular sig-
nal-regulated kinase 1 and 2) being its main downstream effectors
(Segal and Greenberg, 1996; Szeberényi and Erhardt, 1994; Vaudry
et al.,, 2002). Prolonged activation and nuclear translocation of ERK
1/2 is a necessary requirement of neuronal differentiation in PC12
cells, whereby nuclear ERK can alter gene expression through
phosphorylation of key transcription factors (Boglari et al., 1998;
Marshall, 1995; Traverse et al., 1992).

Additional pathways can also play a role in PC12 cell differenti-
ation (Szeberényi, 1991). One of these is mediated by the tyrosine
protein kinase Src. Expression of the v-src oncogene’s protein prod-
uct in PC12 cells induces neurite outgrowth similar to that result-
ing from NGF treatment (Alema et al., 1985; Rausch et al., 1989;
Thomas et al., 1991). In the active form Src is not phosphorylated
on its C-terminal tyrosine, another tyrosine in the catalytic domain
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will, however, be at the same time maximally phosphorylated
(Smart et al., 1981).

The ubiquitin-proteasome system plays an important role in
the degradation of proteins regulating the cell cycle, apoptosis
(Hattori et al.,, 1999) and cellular metabolism (Doherty et al.,
2002; Pickart, 2001). NGF-induced neurite outgrowth coincides
with elevated levels of endogenous ubiquitin and ubiquitinated
proteins (Obin et al., 1999). Various signal transduction molecules,
among them Src can become the victim of proteasome-mediated
degradation as the active form of this kinase is broken down
through the ubiquitin-proteasome pathway (Hakak and Martin,
1999). The role of the proteasome in protein degradation is well
established (Hershko and Ciechanover, 1998; Verma et al.,
2004).In addition, the proteasome has been implicated in a number
of biological processes, like receptor internalization, protein sort-
ing, subnuclear trafficking, gene expression or neuronal differenti-
ation (Pickart, 2001; Rubinsztein, 2006).

Proteasome inhibitors have been shown to induce neurite out-
growth (Fenteany et al., 1994; Inoue et al., 2004; Maclnnis and
Campenot, 2005; Momose et al., 2002; Obin et al., 1999) and en-
hance the differentiation of oligodendroglial cells (Pasquini et al.,
2003). MG-132 is a peptidyl-aldehide, peptidomimetic type pro-
teasome inhibitor (Lee and Goldberg, 1998). Consequently it is in
a position to reduce the degradation of various signaling proteins,
including that of active Src.

In this study, we investigated the possible role and intracellular
localization of Src and ERK1/2, well known components of the dif-
ferentiative signaling of PC12 cells. Our attention was focused onto
the involvement of Src in the MG-132-induced differentiation pro-
cesses of PC12 cells as we chemically inhibited the negative regu-
latory pathway of Src mediated by the proteasome or,
alternatively, we blocked the activity of Src itself.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

All chemicals used were from Sigma-Aldrich (Budapest, Hun-
gary) unless otherwise stated. NGF and the Src inhibitor PP2 were
purchased from Invitrogen (Paisley, Scotland, UK). The peptidyl-
aldehyde proteasome inhibitor MG-132 has been selected based
on its relatively good membrane permeability (Saito and Kawashi-
ma, 1989; Saito et al., 1990) and the studies of Giasson et al. (1999)
analyzing the stress inducing effect of this compound. Safe concen-
tration (2.5 pM) and treatment times to avoid possible toxic effects
were determined based on the schemes of Song et al. (2009) and
Song and Yoo (2011) and were further supported by healthy cell
and nuclear morphology during our experiments, also documented
on confocal images using fluorescence labeling or a combination of
it withphase contrast detection (for examples see Fig. 9). Pilot
experiments repeatedly confirmed that dimethyl-sulfoxyde
(DMSO), the vehicle of non-water-soluble chemicals had no effect
on the examined parameters of the experiments at the concentra-
tions applied (0.025 v/v % for single and 0.05 v/v % for combined
treatments, not shown).

2.2. Tissue culture

PC12 rat pheochromocytoma cells and their variant clones (M-
M17-26 that stably expresses a dominant negative H-Ras mutant
or the TrkA deficient nnr5 cells, all three PC12 cell lines kindly pro-
vided by G.M. Cooper) passage number 5-15 were plated onto
plastic Petri dishes or Thermanox (Nalgene Nunc International,
Rochester, NY, USA) coverslips (at 50% or 30% confluence, respec-
tively) and maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) complemented with 5% fetal bovine and 10% horse serum,

for a day to achieve sufficient adhesion. The cultures were kept at
37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. Next day the
media were replaced by 0.5% horse serum-containing DMEM for
24 h to silence serum-stimulated pathways before and during
treatments.

2.3. Western blotting

Upon completion of the treatments the cultures were scraped
into ice-cold lysis buffer (50 mM Tris-base, pH 7.4, 150 mM Nacl,
10% glycerol, 1 mM EGTA, 1 mM Na-orthovanadate, 5 uM ZnCl,,
100 mM NaF, 10 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, 1 mM PMSF,
1% Triton X-100) and stored frozen. On the day of processing sam-
ples were thawed and homogenized by vortexing for 20s. The
homogenates were centrifuged at 40,000xg at 4°C for 30 min
and the protein concentration of the supernatants was determined
(Lowry’s method, Detergent Compatible Protein Assay Kit, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Samples containing equal amounts of protein
(50 pg in case of Src/p-Src or TrkA/p-TrkA and 25 pg for therest)
were mixed with 4x Laemmli buffer (25 ml 1 M Tris-HCl, pH 6.8,
40 ml glycerol, 8 g SDS, 10 ml 100 mM EDTA, 10 ml 100 mM EGTA
and 1 ml 1% bromophenol blue brought up to 100 ml with distilled
water), and boiled for three minutes. Subsequently, they were
loaded onto 10% polyacrylamide gels to perform size-based separa-
tion. The gels were electro-blotted onto PVDF membranes (Hy-
bond-P, GE Healthcare, UK).

Immunodetection of the protein of interest was carried out by
blocking the membrane in 3% nonfat dry milk dissolved in TBS-
Tween (10 mM Tris-base, 150 mM Nacl, 0.2% Tween-20, pH 8.0), fol-
lowed by addition of the primary antibody [anti-TrkA (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), anti-B-actin, phospho-TrkA and phospho-
p44/42 MAP Kinase to detect phospho-ERK1/2 (Cell Signaling Tech-
nology, Beverly, MA, USA), ERK-1 (C-16), ERK-2 (C-14) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), phosphospecific (Tyr 418)
polyclonal anti-Src (Biosource, Camarillo, CA, USA), monoclonal
anti-active Src recognizing Src that is phosphorylated at Tyr 418
but unphosphorylated at Tyr 529 (Invitrogen)] diluted in the block-
ing solution 1:1000 and incubated overnight. Methodical control
samples prepared by the omission of the primary antibodies pro-
duced no immune signal as determined in pilot experiments. (The
reliability of TrkA and phospho-TrkA antiserahas also been con-
firmed by the lack of specific signals in lysates of the TrkA-deficient
PC12 variant nnr5 cells.) Excess antibody was removed by five
washes of TBS-Tween. Membranes were incubated with a horserad-
ish-peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody (Pierce, Ther-
mo Fischer Scientific, Rockford, IL, USA) diluted 1:50,000 in blocking
solution. Five washes in TBS-Tween were followed by detection of
the enhanced chemiluminescent signal (Immobilon Western, Milli-
pore Corporation, Billerica, MA, USA). Densitometry was carried out
using the Image] software (National Institutes of Health, USA).

2.4. Data presentation of Western blots

Representative photos are from series with similar results. Den-
sitometric values are the mean + S.D. for the indicated repeat num-
ber of independent experiments. Significance of differences was
determined using ANOVA testing applying Bonferroni corrections
for multiple samples. P values <0.05 were considered to be signif-
icant. Significant differences relevant to major findings are marked
in the graphs and their corresponding P values are indicated in the
figure legend.

2.5. Fluorescence microscopy

Treatments were stopped by rinsing in 37 °C PBS (1.37 mM
NaCl, 0.27 mM KCl, 0.43 mM Na,HPO47H,0, 0.14 mM KH,PO,,
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pH 7.4) followed by fixation at room temperature for 1h in 4%
paraformaldehyde dissolved in PBS, pH 7.4. Excess fixative was
washed out in three changes of PBS, and three changes of TBS
(50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NacCl). The blocking of nonspe-
cific binding sites was carried out by incubating the samples in
5% nonfat dry milk dissolved in TBS-Triton (50 mM Tris-HCIl, pH
7.4, 150 mM Na(l, 0.1% Triton X-100), at 4 °C for 1 h under gentle
rocking. The primary antibodies phospho-ERK1/2 (Cell Signaling
Technology) and anti-active Src (recognizing Src that is phosphory-
lated at Tyr 418 but unphosphorylated at Tyr 529, Invitrogen) were
diluted 1:300 and 1:100, respectively, in the blocking solution and
incubated with the samples at 4 °C under gentle rocking overnight.
Five washes in TBS-Triton followed to remove the nonspecifically
bound antibodies. The fluorescent signal was generated by adding
a Cy3-conjugated secondary antibody from Jackson Immuno Re-
search (Cambridgeshire, UK) diluted 1:600 in the blocking solution.
At this dilution rate methodical control samples prepared by the
omission of the primary antibody produced no immune signal
using the applied microscope settings. Nuclei were counterstained
with Hoechst 33342 (Calbiochem, La Jolla, CA).

2.6. Data presentation of confocal micrographs

All experiments have been performed at least three times.
Micrographs are representative of series with similar results. Con-
focal images were generated using an Olympus FV-1000 laser scan-
ning system. Single optical sections were taken with a 40x, long
distance phase objective at zoom setting 4 for fluorescent captures
and setting 2 for fluorescent images combined with phase contrast
optics.

Nuclear to cytoplasmic phospho-ERK1/2 ratios, where applica-
ble, were determined by dividing corresponding average pixel
intensities and subjecting them to unpaired t-test analysis (P value
<0.0001).

3. Results and discussion

3.1. The kinetics of ERK activation elicited by the proteasome inhibitor
MG-132

Inspired by the study of Hashimoto and colleagues (2000) in
which they induced PC12 cell differentiation using the proteasome
inhibitors N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal and lactacystin we first
tested the MG-132-induced kinetics of ERK phosphorylation by
Western-blot and an anti-phospho-44/42 MAPK antibody (Fig. 1,
panel A). Unlike described by their group a moderate increase of
ERK2 activation was detectable in our system already after
15 min of MG-132 treatment, but a more robust rise in the strength
of both phospho-specific (ERK1/2) signals was visible only around
30-60 min. ERK1/2 phosphorylation intensity peaked at the sixth
hour but stayed above baseline for several hours afterwards. The
total ERK content of each sample detected on the same membrane
with anti-ERK1 and anti-ERK2 antibodies (Fig. 1, panel B) was used
for normalization of the phosphorylated ERK1/2 signals during
densitometric analysis of the data (Fig. 1, graphs). To reduce the
possibility that the observed effects of MG-132 on ERK phosphor-
ylation were caused by the compound per se and not through the
inhibition of the proteasome we repeated the experiment using
10 nM epoxomicin, another specific inhibitor of the proteasome
and recorded similar results of sustained ERK1/2 phosphorylation
accompanied by PC12 cell differentiation (see figure in electronic
supplementary material, Western blot panels A, B with top two
graphs and the micrograph in panel E). Prolonged ERK activation
is a requirement of neuronal differentiation in PC12 cells (Traverse
et al.,, 1992; Young et al., 1994).
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Fig. 1. Time course of ERK phosphorylation induced by MG-132. Panel A: PC12
cultures were treated with MG-132 (2.5 pM) for the indicated time periods and
ERK1/2 phosphorylation was studied by Western blotting. The membrane was
probed for the presence of doubly phosphorylated/active p-ERK1 and p-ERK2. Panel
B: Subsequently the membrane was stripped and reprobed for total ERK1/2 as
loading control. The graphs demonstrate relative intensities of p-ERK1 and 2 (upper
and lower diagramms, respectively) compared to the untreated control and
normalized against the loading control. The values shown are mean + S.D. of three
independent experiments. * = significantly different from the untreated control.
(P-values of pairwise lane comparisons numbered left-to-right for p-ERK1 are: P;_
4=0.0364; P;_5<0.0001; P;_6<0.0001; P;_7 <0.0001; P;_g <0.0001; P;_g=0.0005;
and for p-ERK2 are: P;_3=0.0101; P;_4=0.0425; P;_5=0.0027; P;_¢=0.0001;
P;_7<0.0001; P;_g <0.0001; P;_g =0.0002).
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3.2. The kinetics of Src-phosphorylation induced by MG-132

The known involvement of Src in PC12 cell differentiation
(Alema et al., 1985) and that of the proteasome in the regulation
of this tyrosine kinase (Hakak and Martin, 1999) made Src another
logical target of analysis during the MG-132-induced differentia-
tive signaling events. Indeed, we could detect the MG-132-induced
activation of Src on immunoblots using a polyclonal phosphospec-
ific (Tyr 418) anti-Src antibody. Strong Src activity was detectable
between 30 min and 9 h during treatments. Even at 24 h we could
measure Src-phosphorylation above the baseline (Fig. 2, panel A
and graph). In view of possible alterations in the amount of total
Src during prolonged MG-132 treatments (Hakakand Martin,
1999) reprobing of the membrane was performed with an anti-ac-
tin antibody and proved equal loading of the lanes (Fig. 2, panel B).
A similar, sustained phosphorylation of Src could also be detected
during treatment of PC12 cells with 10 nM of the specific protea-
some inhibitor compound epoxomicin (see figure in electronic
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Fig. 2. Time course of Src phosphorylation induced by MG-132. Panel A: PC12
cultures were treated with MG-132 (2.5 uM) for the indicated time periods and Src
phosphorylation was analyzed by immunoblotting. The membrane was probed for
the presence of phosphorylated/active p-Src with a polyclonal antibody. Panel B:
Subsequently the membrane was stripped and reprobed for actin as loading control.
The graph demonstrates relative intensities of p-Src compared to the untreated
control and normalized against the loading control. The values shown are
mean = S.D. of four independent experiments. * = significantly different from the
untreated control. (P-values of pairwise p-Src lane comparisons numbered left-to-
right are: P;_, = 0.003; P;_3 = 0.0017; P;_4 < 0.0001; P;_s5 < 0.0001; P;_s < 0.0001; P;_
7<0.0001; P;_g <0.0001; P;_¢<0.0001).

supplementary material, Western blot panels C, D with bottom
graph). This observation reduces the likelihood of that the effects
seen were elicited by the applied different compounds per se and
not as proteasome inhibiting agents.

Differentiation of PC12 cells is accompanied by the activation of
numerous pathways including ERK1/2, and pp60c-Src is localized
to the growth cones of processes (Sobue and Kanda, 1988). Highly
active forms of Src family kinases are marked by ubiquitination for
degradation by the 26S proteasome and MG-132 treatment is
known to inhibit the degradation of active Src (Hakak and Martin,
1999). We could detect the increased activity of Src in MG-132-
treated PC12 cells and it showed sustained kinetics similar to that
of ERK1/2.

3.3. The MG-132-induced phosphorylation of ERK is MEK-dependent

Testing the role of MEK, the activating kinase of ERK1/2 in the
MG-132-induced phosphorylation of ERK, the MEK-inhibitor
PD98059 (20 uM added 30 min before the start of specific treat-
ments) blocked ERK1/2 activation. The MG-132-induced and
unstimulated phospho-ERK signals both went below baseline in
the presence of PD98059 (Fig. 3, panel A). Reprobing of the mem-
brane for total ERK1/2 excluded loading differences behind the ob-
served alterations of the phospho-specific signal (Fig. 3, panel B).
This observation indicates that the MG-132-induced phosphoryla-
tion of ERK1/2, as expected, occurs in a MEK-dependent way in
PC12 cells.
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Fig. 3. The dependence of ERK1/2 phosphorylation on intact MEK function. Panel A:
PC12 cultures were treated with MG-132 (2.5 uM) for 2 h in the presence or
absence of the MEK inhibitor compound PD98059 (20 uM) and the phosphorylation
of ERK1/2 was analyzed by immunoblotting. The MEK inhibitor was added to the
cultures 30 min before the start of MG-132 treatments. Panel B: Subsequently the
membrane was stripped and reprobed for total ERK1/2 as loading control. The
experiment was repeated three times with similar results.
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Fig. 4. The dependence of ERK1/2 phosphorylation on intact Ras function. Panel A:
PC12 variant M-M17-26 cultures were treated with MG-132 (2.5 uM) for the
indicated times and the phosphorylation of ERK1/2 was analyzed by immunoblot-
ting. Panel B: Subsequently the membrane was stripped and reprobed for total
ERK1/2 as loading control. The experiment was repeated three times with similar
results.

3.4. The role of Ras in the MG-132-induced phosphorylation of ERK

In order to see if the MG-132-induced phosphorylation of ERK
depended on the function of Ras we performed time-course exper-
iments using the PC12 variant clone M-M17-26 that expresses a
dominant negative mutant of H-Ras in a stable fashion. The base-
line level of ERK phosphorylation was weak in this cell line and
it could not be further increased at any treatment timepoint
(Fig. 4, panel A). The blot was subsequently reprobed for total
ERK1/2 to be used as loading control (Fig. 4, panel B). These data
support the Ras-dependence of MG-132-induced ERK1/2 phos-
phorylation in PC12 cells. This observation, together with the effect
of PD98059 under Section 3.3 is in line with the report of Hashim-
oto et al. (2000), who also found the Ras- and MEK-dependent acti-
vation of ERK1/2 in PC12 cells using N-Acetyl-Leu-Leu-norleucinal
and lactacystin, both being specific inhibitors of the proteasome.

3.5. The effect of Src inhibition on Src phosphorylation

To further investigate the role of Src we applied 10 M PP2 (4-
amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl) pyrazolo [3,4-d]pyrimi-
dine), a potent and selective inhibitor of the Src family of tyrosine
kinases (Hanke et al., 1996; Liu et al., 1999; Maruyama et al., 2004;
Nagao et al,, 1998). During MG-132 treatments accompanied by
PP2 pretreatments the latter always started 30 min before the
addition of the proteasome inhibitor. Experiments were carried
out for durations that induced maximal Src phosphorylation in
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Fig. 5. The effect of MG-132 on Src phosphorylation without and with the
inhibition of Src using PP2. Panel A: PC12 cultures were treated with MG-132
(2.5 uM) for the indicated time periods. PP2, where applicable, was added to the
cultures 30 min before the start of MG-132 treatments. The membrane was probed
for the presence of phosphorylated/active p-Src using a monoclonal antibody. Panel
B: Subsequently the blot was stripped and reprobed for actin as loading control. The
graph demonstrates relative intensities of p-Src compared to the untreated control
and normalized against the loading control. The values shown are mean + S.D. of
four independent experiments. *=significantly different from the untreated
control. (P-values of pairwise p-Src lane comparisons numbered left-to-right
are:P;_ = 0.0049; P;_3 = 0.0008).

preceding time-course studies. The Src inhibitor could completely
block the Src activating effect of MG-132 (Fig. 5, panel A and
graph). Reprobing of the membrane with anti-actin verified equal
loading over the lanes (Fig. 5, panel B).

3.6. The effect of Src inhibition on ERK1/2 phosphorylation

Next we examined the effect of Src inhibition on the activation
of ERK1/2 by MG-132. Like above, in Section 3.5, the cells’ incuba-
tion with the Src inhibitor started 30 min before treatments with
MG-132. The presence of PP2 did not block the increase in ERK1/
2 phosphorylation completely but reduced its peak intensities elic-
ited by MG-132. Moreover, unlike without Src inhibition, at 24 h
the phosphorylated ERK1/2 signal was already below baseline,
thus ERK activation has become somewhat more transient in the
presence of PP2 (Fig. 6, panel A and graphs). Reprobing the mem-
brane for total ERK1/2 verified equal loading over the lanes
(Fig. 6, panel B). The reduced peak levels and more transient nature
of ERK1/2 phosphorylation achieveable with MG-132 in the pres-
ence of the Src-inhibitor compound is indicative of, at least partial
dependence of ERK1/2 activation on the intact function of Src.
Nethrapalli and colleagues in the Toran-Allerand laboratory
(2001) have already desribed Src as one of the earliest activated
component of novel estrogen signaling leading to increased phos-
phorylation of ERK1/2 in the mouse neocortex. In proteasome
inhibitor-treated PC12 cells, however, we are the first to show that
Src phosphorylation is elevated and that it might play a pivotal role
in sustained ERK activation.
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Fig. 6. The effect of MG-132 on ERK phosphorylation without and with the
inhibition of Src using PP2. Panel A: PC12 cultures were treated with MG-132
(2.5 uM) for the indicated time periods. PP2, where applicable, was added to the
cultures 30 min before the start of MG-132 treatments. The membrane was probed
for the presence of doubly phosphorylated/active p-ERK1/2. Panel B: Subsequently
the blot was stripped and reprobed for total ERK1/2 as loading control. The graphs
demonstrate relative intensities of p-ERK1 and 2 (upper and lower diagramms,
respectively) compared to the untreated control and normalized against the loading
control. The values shown are mean+S.D. of five independent experiments.
* = significantly different from the untreated control. # = significantly different from
PP2 treatment alone. (P-values of pairwise lane comparisons numbered left-to-right
for p-ERK1 are: P;_=0.0009; P;_3<0.0001; P;_4=0.0062; Ps_¢=0.0049; Ps_
7<0.0001 and for p-ERK2 are: P;_»=0.0278; P;_3<0.0001; P;_4=0.0007; Ps_
6=0.0222; Ps_7 <0.0001).

3.7. The role of TrkA in MG-132-induced phosphorylation of ERK1/2

Song et al. (2009) and Song and Yoo (2011) have reported the
ability of MG-132 to induce phosphorylation of TrkA in PC12 cells
and that it could potentiate the effect of NGF in this cell line. In or-
der to find a possible link between the activation of Src and ERK1/2
in our system we decided to test the involvement of the high affin-
ity NGF receptor in these signaling events. Using an antibody that
specifically recognizes active TrkA phosphorylated on tyrosine 490,
we too could detect the activation of the receptor in PC12 cells by
means of Western blotting (Fig. 7, panel A left three lanes and
graph). Subsequent reprobing of the membrane for TrkA verified
equal loading of the lanes (Fig. 7, panel B, left three lanes). MG-
132-induced activation of TrkA is one feasiblepoint of origin of
the signal that, subsequently, through Ras activates MEK and
ERK1/2.
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Fig. 7. The effect of MG-132 on TrkA phosphorylation without and with the
inhibition of Src using PP2. Panel A: PC12 cultures were treated with MG-132
(2.5 uM) for the indicated time periods. PP2, where applicable, was added to the
cultures 30 min before the start of MG-132 treatments. The membrane was probed
for the presence of TrkA phosphorylated on tyrosine 490. Panel B: Subsequently the
blot was stripped and reprobed for total TrkA as loading control. The graph
demonstrates relative intensities of phospho-TrkA compared to the untreated
control and normalized against the loading control. The values shown are
mean = S.D. of three independent experiments. * = significantly different from the
untreated control. (P-values of pairwise lane comparisons numbered left-to-right
for p-TrkA are: P;_ = 0.0199; P;_3 =0.0281).

3.8. The effect of Src-inhibition on MG-132-induced phosphorylation of
TrkA

Upon inhibition of Src with PP2 starting 30 min before MG-132
treatments the proteasome inhibitor could no longer increase the
phosphorylation of TrkA above baseline (Fig. 7, panel A, right three
lanes and graph). Reprobing of the membrane for total TrkA veri-
fied equal loading across the lanes (Fig. 7, panel B, right three
lanes). The fact that without Src inhibition TrkA phosphorylation
could be induced in MG-132-treated PC12 cells, but upon chemical
inhibition of Src it failed is supportive of that Src activity is neces-
sary for successful phosphorylation of TrkA elicited by the protea-
some inhibitor. Shi et al. (2010) have also reported Src-dependent
TrkA transactivation during PACAP-mediated neuronal differentia-
tion of PC6 and PC12 cells. Currently we can not tell the exact rela-
tionship between Src and TrkA during their activation elicited by
MG-132. Nevertheless, TrkA being a transmembrane receptor and
Src’s known ability to associate with membrane structures, like fo-
cal contacts, brings both tyrosine kinases into a spatial relationship
that might be in favor of their interaction, at least from the physical
perspective.

3.9. Activation of Src in TrkA-inhibited PC12 cells

To further evaluate the relationship of TrkA and Src during their
activation by MG-132 we treated PC12 cells with the indolocarbaz-
ole inhibitor compound K252a (Berg et al., 1992; Tapley et al.,
1992) that acts as a competitive inhibitor of TrkA trans-/autophos-
phorylation with respect to ATP (Angeles et al., 1998). While
incubation of the cells with this compound starting 30 min before
MG-132 treatments blocked MG-132-induced phosphorylation of
TrkA (Fig. 8, panel C) it could not prevent Src phosphorylation elic-
ited by the proteasome inhibitor (Fig. 8, panel A). ERK1/2 activation
could also be measured, although its intensity was weaker
(Fig. 8,panel E and graphs) than without inhibitors, being compara-
ble to that measured earlier in the presence of PP2, the compound

blocking Src (see Fig. 6). Reprobing of the membranes for actin,
TrkA and ERK1/2 verified equal loading of the lanes. These data,
collectively, suggest that Src is positioned upstream of TrkA during
the MG-132-induced activation of the ERK cascade in PC12 cells.
They are also supportive of the existence of ERK activating mecha-
nisms that are independent of pathways originating from TrkA and
are mediated by other signaling component(s) stimulated by MG-
132 upstream of Ras and MEK.
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Fig. 8. The effect of MG-132 on Src, TrkA and ERK1/2 phosphorylation without, and
with inhibition of TrkA, using K252a. PC12 cultures were treated with MG-132
(2.5 uM) for the indicated time periods. K252a (200 nM), where applied, was added
to the cultures 30 min before the start of MG-132 treatments. The membrane was
probed for the presence of TrkA phosphorylated on tyrosine 490 (Panel C).
Subsequently the blot was stripped and reprobed for total TrkA as loading control
(Panel D). Phospho-TrkA signal intensities of K252a- and MG-132-treated samples
compared to the control treated with K252a alone and normalized against the TrkA
loading control showed no significant differences (graph not shown). Phosphory-
lation of Src and that of ERK1/2 is demonstrated by panels A and E, respectively. The
left and right graphs represent relative intensities of phospho-ERK1/2 compared to
controls left untreated or treated with K252a alone, respectively, and normalized
against total ERK1/2 (panel F). The values are mean +S.D. of three independent
experiments. Left two graphs: ¥ = significantly different from the untreated control.
(P-values of pairwise lane comparisons numbered left-to-right for p-ERK1 are:
P;_2=0.0031; P;_3=0.008 and for p-ERK2 are: P;_; = 0.0078; P;_3 = 0.0047) Right
two graphs: * = significantly different from the control treated with K252a alone.
(P-values of pairwise lanecomparisons numbered left-to-right for p-ERK1 are:
P;_>=0.0028; P;_3 =0.0049 and for p-ERK2 are: P;_, = 0.0062; P;_3 = 0.005).
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Our Western blot data suggest a model of signal transduction
according to which, in line with the findings of Song et al. (2009)
and Song and Yoo (2011) inhibition of the proteasome elicits the
activating phosphorylation of the high affinity NGF-receptor TrkA
followed by Ras- and MEK-dependent sustained activation of
ERK1/2. A precondition of it is the stabilization of active Src since in-
creased phosphorylation of TrkA failed and that of ERK1/2 has also
become weaker and more transient after chemical inhibition of Src.

3.10. The intracellular localization of phosphorylated Src and
phosphorylated ERK1/2

In cells of untreated cultures (Fig. 9, panel A) or in the presence
of PP2 (not shown) the phosphorylated Src signal was barely

detectable in the cytoplasm of single cells. Following maximal
stimulation with the proteasome inhibitor alone, between 30 min
and 9 h the signal intensity increased but remained predominantly
cytoplasmic (Fig. 9, panel B).

Without treatment the weak phospho-ERK1/2 signal was
mostly cytoplasmic (Fig. 9, panel C). Upon treatment with MG-
132 the signal intensity increased, and reaching its maximum at
6 h was both cytoplasmic and nuclear (Fig. 9, panel D). NGF-in-
duced sustained ERK1/2 activation is accompanied by nuclear
translocation of the enzyme (Boglari et al., 1998; Marshall, 1995;
Traverse et al., 1992). Activated ERK1/2 can phosphorylate tran-
scription factors in the nucleus, this way adjusting the pattern of
gene transcription in favor of neuronal differentiation. Prolonged
activation of ERK1/2 elicited by the proteasome inhibitor MG-132
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Fig. 9. Confocal fluorescence laser scanning and phase contrast microscopy. A and B: The intracellular distribution of phosphorylated Src is predominantly cytoplasmic.
Phosphorylated Src (red) in untreated PC12 cells (Panel A) and following stimulation of the enzyme with 2.5 pM MG-132 for 60 min (Panel B). Nuclei were counterstained
with Hoechst 33342 (green). C-E: The intracellular distribution of phosphorylated ERK1/2. Weak ERK1/2 phosphorylation (red) in the cytoplasm of untreated PC12 cells
(Panel C) and its increase with nuclear translocation following maximal stimulation of the enzyme with 2.5 uM MG-132 for 6 h without (Panel D) or after the inhibition of Src
with 10 uM PP2. The latter resulted in weaker overall signal intensity and marked reduction of nuclear translocation of the activated enzymes (Panel E). Nuclei were
counterstained with Hoechst 33342 (green). Colocalization of the green and red signals as a result of nuclear enzyme translocation appears in yellow. The graph inset
compares nuclear to cytoplasmic phospho-ERK1/2 (red signal) intensities of panels D and E. * = significantly different from treated with MG-132 alone. F-H: Differentiation
morphology. PC12 cells without treatment (Panel F) or following their exposure to MG-132 (2.5 uM) for 24 h (Panel G). The inhibition of Src with 10 uM PP2 did not alter the
morphology of the cells (not shown) when compared to the untreated control but blocked the differentiative effect of MG-132 (Panel H). Nuclei were counterstained with

Hoechst 33342 (blue).
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was followed by nuclear translocation of the enzyme in our cul-
tures as well, as detected by laser scanning confocal microscopy.

Inhibition of Src family kinases can weaken the activation of
ERK and decrease NGF-induced neurite outgrowth (Dey et al.,
2005). The inhibition of Src alone with PP2 had no effect on the
intracellular distribution (not shown) and level of the phospho-
ERK1/2 signal in PC12 cultures but weakened the achievable signal
intensities induced by MG-132 treatments (Fig. 6, panel A and
graphs). The phospho-ERK1/2 immunoreactivity remained pre-
dominantly in the cytoplasm of the Src-inhibited cells even after
MG-132 treatment for 6 h (Fig. 9, panel E and graphs). Similarly,
the intracellular distribution of the residual phospho-ERK1/2 signal
elicited by MG-132 in the presence of the TrkA inhibitor exhibited
cytoplasmic dominance (not shown).

3.11. Phenotypical changes of MG-132-treated PC12 cells without and
with inhibition of kinases or H-Ras

Without treatment PC12 cells showed a round or polygonal
morphology (Fig. 9, panel F). In the presence of MG-132 they grad-
ually developed projections that was maximal at around the end of
the first day (Fig. 9, panel G) similar to that observed by Fenteany
et al. (1994) in Neuro 2A mouse neuroblastoma cells treated with
lactacystin. Our MG-132-inhibited cells typically developed one or
two longer neurites accompanied by few shorter processes. The
low concentration of MG-132 used by us and others (Song et al.,
2009) is not cytotoxic for the first 24 h of the treatments and its
safety was further supported by the healthy appearance of cell
bodies under phase contrast optics, and that of nuclei on fluores-
cence images (Fig. 9, panels F-H). MG-132 treatments longer than
24 h, however, led to the gradual deterioration of cellular morphol-
ogy, most likely due to initiation of programmed cell death (Ride-
out et al., 2001, Borbala Stark, unpublished observations). This
circumstance, unfortunately, excluded the possibility of longer dif-
ferentiation periods in the presence of the proteasome inhibitor.
Beyond its ERK activating, Src stabilizing and differentiation stim-
ulating effect MG-132 can also initiate stress (e.g. through JNK and
P38MAPK) pathways in PC12 cells (Giasson et al., 1999) and other
cell types as described, for example, in prostate cancer cells (Yang
et al., 2006). Proteolysis regulates the intracellular level of several
short- and long-lived proteins, many of which are important
regulators of cell proliferation, differentiation or apoptosis (Ciecha-
nover, 1998; Lee and Goldberg, 1998). The activation of JNK- and
p38MAPK-pathways (Sang et al., 2002) and mechanisms blocking
inhibitor of kappa B (IxB) degradation are frequently detected dur-
ing induction of programmed cell death (McDade et al., 1999; Sasa-
ki et al., 2005).

Inhibition of Src alone by PP2 had no effect on the cells’ undif-
ferentiated morphology (not shown). On the other hand, upon
exposure of the cells to PP2, 30 min before the addition of MG-
132, process formation induced by the proteasome inhibitor was
no longer observable. In most cases the outgrowth of neurites
was completely missing even at 24 h (Fig. 9, panel H).

A similar, differentiation-inhibiting effect could be seen in PC12
cells expressing a dominant inhibitory H-Ras mutant (M-M17-26)
and in the presence of the TrkA or MEK-inhibitor, where MG-132
could no longer induce neuritogenesis (not shown).

The phosphorylation of ERK1/2 induced by various agents is
well documented during differentiation of this cell type, where
sustained activation of ERK1/2 is necessary for nuclear transloca-
tion of the enzyme and sympathetic neuronal-like morphological
alteration of the cells (Boglari et al., 1998; Marshall, 1995; Traverse
et al., 1992). Proteasome inhibitors like N-Acetyl-Leu-Leu-norleuc-
inal and lactacystin can also induce prolonged ERK phosphoryla-
tion and neurite extention in PC12 cells (Hashimoto et al., 2000).
Using MG-132 we too could observe sustained ERK activation that

lasted for several hours and was accompanied by nuclear translo-
cation of ERK1/2. Neuritogenesis elicited by proteasome inhibition
is apparent within hours, whereas NGF requires days to have a
similar effect (Greene and Tischler, 1976). The phenotypical
changes of PC12 cells observed in the presence of the proteasome
inhibitor could therefore correspond to early steps of neuronal dif-
ferentiation. The transitory nature of the neuritogenic effects of
proteasome inhibitors (Saito and Kawashima, 1989) suggests that
proteasome inhibitors might have an effect as neurite “initiating”
factors, while neurotrophins are responsible for the stabilization
and long-term maintenance of the differentiated state.

Among their numerous targets proteasome inhibitors could reg-
ulate the turnover of proteins like Src. As supported by the study of
Obin et al. (1999) the outgrowth of neurites can coincide with (at
least partial) inhibition of ubiquitin-dependent proteolysis and
neurite outgrowth induced in PC12 cells. In our experiments the
chemical inhibition of Src blocked phosphorylation of TrkA and
compromised the ability of the proteasome inhibitor MG-132 to in-
duce prolonged ERK1/2 phosphorylation. The remaining ERK1/2
phosphorylation could not be accompanied by robust nuclear
translocation of the enzyme and the formation of neurites also
failed. Based on these observations we conclude and show for
the first time that intact Src function is a necessary requirement
of TrkA phosphorylation, followed by Ras- and MEK-dependent
sustained ERK1/2 activation with nuclear translocation of the latter
and neurite induction during MG-132-treatment of PC12 cells, as
summarized schematically in Fig. 10 (shown by solid arrows).

In view of the plethora of proteins regulated by the proteasome
ERK can most likely be activated via multiple different pathways in
proteasome inhibitor-treated cells. After the chemical blockade of
Src or TrkA with PP2 or K252a, respectively, the MG-132-induced
activation of ERK1/2 was still possible with more transient kinetics
and the nuclear translocation of the enzyme was also inhibited
(dashed arrows via uncertain signaling component upstream of
Ras in Fig. 10). Investigations to identify mechanism of ERK1/2
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Fig. 10. Our proposed model of MG-132’s ERK1/2-activating and neuritogenic
effects. Activation of ERK1/2 by MG-132 is dependent on Ras (inhibited in the
dominant negative H-Ras-expressing M-M17-26 variant of PC12 cells) and MEK
(chemically blocked by the compound PD98059). Sustained ERK1/2 activation,
nuclear translocation and neurite extension requires the intact function of Src
(chemically inhibited by PP2) and is preceded by the phosphorylation of TrkA.
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activation in Src- or TrkA-inhibited cells are currently underway in
our laboratory. Nevertheless, neuronal differentiation was no long-
er detected under such conditions in PC12 cells, underlying the
importance of intact Src function and that of the TrkA-Ras-MEK-
ERK pathway in this context.

We believe that our experimental data contribute to the better
understanding of how proteasome inhibitors, agents with great
clinical potential act, and through that might help the development
of therapeutics that are more selective and have fewer side effects.
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Prolonged treatment

with the proteasome inhibitor
MG-132 induces apoptosis in PC12
rat pheochromocytoma cells
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Rat pheochromocytoma (PC12) cells were treated with the proteasome inhibitor MG-132 and
morphological changes were recorded. Initially, neuronal differentiation was induced but after

24 h signs of morphological deterioration became apparent. We performed nuclear staining, flow
cytometry and WST-1 assay then analyzed signal transduction pathways involving Akt, p38 MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase), JNK (c-Jun N-terminal Kinase), c-Jun and caspase-3. Stress
signaling via p38, JNK and c-Jun was active even after 24 h of MG-132 treatment, while the survival-
mediating Akt phosphorylation declined and the executor of apoptosis (caspase-3) was activated by
that time and apoptosis was also observable. We examined subcellular localization of stress signaling
components, applied kinase inhibitors and dominant negative H-Ras mutant-expressing PC12 cells
in order to decipher connections of stress-mediating pathways. Our results are suggestive of that
treatment with the proteasome inhibitor MG-132 has a biphasic nature in PC12 cells. Initially, it
induces neuronal differentiation but prolonged treatments lead to apoptosis.

Abbreviations

Akt A protein kinase, also known as Protein Kinase B (PKB)
ASK1 Apoptosis Signal-regulated Kinase 1, it is a MAPKKK that can activate the JNK pathway
Bcl-2 B-cell lymphoma 2, an antiapoptotic protein

Bax Bcl-2-associated X, a proapoptotic protein

Bid BH3 interacting domain death agonist, a proapoptotic protein
Bik Bcl-2 interacting killer, a proapoptotic protein

Bim Bcl-2 interacting mediator of cell death, a proapoptotic protein
BIPN Bortezomib-induced peripheral neuropathy

c-Jun A transcription factor, a substrate of JNK

Cy3 A fluorophore cyanine dye

DMEM Dulbeccos Modified Eagle’s Medium

DMSO Dimethyl sulfoxide

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylene diamine tetraacetic acid

EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid

ER Endoplasmic reticulum

ERK1/2 Extracellular signal-regulated kinase 1 and 2

E3 A ubiquitin ligase enzyme

FACS Fluorescence-activated cell sorter

FITC Fluorescein isothiocyanate
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FL1/FL2 Fluorescence channel 1/2
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

HRP Horseradish-peroxidase

Itch A HECT domain-containing Nedd4-like ubiquitin protein ligase, it can be activated by JNK
JNK C-Jun N-terminal kinase, also known as stress-activated protein kinase (SAPK)

LY294002 A highly selective inhibitor of phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MAPKK MAPK kinase
MAPKKK  MAPKK kinase

MEK Mitogen-activated protein kinase/ERK kinase, it is a MAPKK

MG-132 A peptidyl-aldehyde type proteasome inhibitor

MKK4 MAPK kinase 4, it can activate JNK and/or p38 MAPK

MKK4/7 MAPK kinase 4/7

MLK3 Mixed lineage kinase 3, it is a MAPKKK, it can activate the JNK and/or p38 MAPK pathway(s)
M-M17-26  Dominant negative H-Ras protein-expressing PC12 cell line

NF«B Nuclear factor k B

NGF Nerve growth factor

NOXA Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, a proapoptotic protein
p38 MAPK A MAP kinase with the molecular weight of 38 kDa

PBS Phosphate buffered saline

PC12 Rat pheochromocytoma cell line

PI Propidium-iodide

PI3K Phosphatidylinositol 3 kinase

PMSF Phenyl methane sulfonyl fluoride

PVDF Polyvinylidene difluoride

p53 A tumor suppressor protein with the molecular weight of 53 kDa

Ras A monomeric G-protein, it can activate the ERK pathway

S Centrifugal sedimentation constant, named after Svedberg

SAPK/JNK  Stress-activated protein kinase, also known as JNK
SB203580 An ATP-competitive p38 MAPK inhibitor

SDS Sodium dodecyl sulfate

SP600125 An ATP-competitive pan-JNK inhibitor

TBS Tris-buffered saline

TBS-T 0.1% Triton X-100 dissolved in TBS

TBS-Tween  0.2% Tween-20 dissolved in TBS

UPS Ubiquitin—proteasome system

WST-1 A tetrazolium salt used to determine the ratio of living cells

Rat pheochromocytoma (PC12) cells are a popular model to study neuronal differentiation, survival and apop-
tosis. They are round-shaped and proliferate readily under normal culturing conditions. Upon exposure to
nerve growth factor (NGF) they stop to divide, grow projections (neurites) and differentiate into a sympathetic
neuron-like phenotype. Besides NGF other agents can also induce neuritogenesis in these cells, for example the
proteasome inhibitor MG-132 within approximately 24 h'. However, longer treatments with this compound do
not cause further differentiation, on the contrary, the morphology of the cells quickly deteriorates. The signaling
mechanisms behind the morphological alterations are not yet fully understood.

The ubiquitin-proteasome system (UPS) plays a critical role in the breakdown of unnecessary, misfolded or
damaged proteins® and it regulates the activation or inactivation of various signaling molecules involved in cell
cycle control, inflammation, apoptosis or differentiation®. Around 80% of intracellular proteins are degraded
by this mechanism in a well-regulated manner. Poly-ubiquitinated proteins are recognized and broken down
by a cylindrical multicatalytic proteinase complex called the 26S proteasome. It consists of a 20S catalytic core
and two 19S regulatory caps. The 20S catalytic core is organized into two a and two B rings. Three subunits of
the B-rings (B1, B2, B5) are responsible for the proteolytic activities of the proteasome®. The dysfunction of the
UPS is involved in numerous pathological conditions such as inflammation’, tumors® or neurological diseases®.

Several inhibitors have been developed to block the function of the proteasome either in a reversible- or
irreversible fashion'’. Some of these compounds have already been approved for the treatment of hematological
malignancies and their field of indication is likely to broaden further. At the same time, in case of some protea-
some inhibitors, peripheral neuropathy was reported as a therapeutic side effect'’, although the exact mechanism
of it is still not understood.

In our previous work! we treated PC12 cells with 2.5 uM MG-132 for various time periods and examined the
morphological and intracellular signaling events induced. Initially, we could see neuronal differentiation (neu-
ritogenesis) but after 24 h of MG-132 treatment substantial morphological changes occurred to the cells fairly
rapidly: the neurites shrank, the cells were getting again rounder, their adherence to the culture dish became
weaker and an increasing number of cells tended to float in groups in the culturing medium. In the present study
we focused our attention onto the process of possible cellular stress and apoptosis in PC12 cells as a result of
MG-132 treatments longer than 24 h (prolonged treatment).

Here we report that prolonged exposure of PC12 cells to the proteasome inhibitor MG-132 causes cell death
by apoptosis. At the molecular level—besides the previously reported differentiative signaling events'—we iden-
tified a slow but sustained phosphorylation of the signaling components Akt, p38 MAPK (Mitogen-Activated
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Protein Kinase), JNK (c-Jun N-terminal Kinase) and c-Jun. After 24 h of treatment the survival signals declined,
while stress signaling via p38 and JNK was still highly active. Additionally, caspase-3 cleavage is also detectable
upon 24 h of MG-132 treatment of the cells. The observed shift towards stress signaling and the consequential
caspase-3 activation is likely to contribute to the programmed death of PC12 cells induced by prolonged protea-
some inhibitor treatment.

Materials and methods

Reagents. All fine chemicals were purchased from Sigma (Saint Louis, MO, USA) unless indicated other-
wise. MG-132 (Merck, Kenilworth, NJ, USA Cat. # 474790) used at a final concentration of 2.5 uM is a potent
and selective, cell permeable, peptidyl-aldehyde type proteasome inhibitor that blocks the enzymatic activity of
the proteasome reversibly. Hoechst 33342 (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) is a fluorescent DNA-dye used to
visualize the nuclei of cells. AnnexinV-FITC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA Cat. # 556419) and propidium-
iodide (PI) are used to identify apoptotic cells. WST-1 (Roche, Mannheim, Germany, Cat. # 11 644 807 001) is
a tetrazolium salt used for the determination of the ratio of living cells in samples based on the activity of mito-
chondrial dehydrogenases which convert WST-1 to formazan. LY294002 (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA, Cat. # 9901) used at a concentration of 20 pM is a highly selective inhibitor of phosphatidylinositol
3 kinase (PI3K). It blocks the PI3K-dependent phosphorylation and kinase activity of Akt. SB203580 (Cat. #
$8307) used at 10 uM concentration is a selective p38 MAPK inhibitor that blocks the catalytic activity of p38 by
interfering with the ATP binding pocket of the enzyme. SP600125 (Cat. # S5567) used at 50 pM concentration
is a potent and selective ATP-competitive inhibitor of JNK-1, -2 and -3. The Western blot lysis buffer contained
50 mM Tris base (pH 7.4), 150 mM NaCl, 10% glycerol, 1 mM EGTA, 1 mM Na-orthovanadate, 5 mM ZnCl,,
100 mM NaF, 10 mg/ml aprotinin, 1 mg/ml leupeptin, 1 mM PMSF and 1% Triton X-100. The Western blot
sample buffer contained 7 ml 4 x Tris-HCI/SDS (pH: 6.8), 3.8 g (~ 3 ml) glycerol, 1 g SDS, 0.93 g dithiothreitol
(DTT), 1.2 mg bromophenol blue dissolved in 10 ml distilled water (dH,O). TBS-Tween for Western blotting
contained: 10 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 0.2% Tween-20, pH 8.0. The Western blot stripping buffer con-
tained 0.2 M glycine-HCI (pH 2.5), 0.05% Tween 20 dissolved in 1 L dH,O. The 4x-concentrated Tris-HCI/SDS
solution (pH: 6.8) contained 6.05 g Tris base, 0.4 g SDS dissolved in 100 ml dH,O. For immunofluorescence
the TBS buffer contained 50 ml 10x Tris HCI, 15 ml 5 M NaCl dissolved in 435 ml dH,O. The TBS-T buffer
contained 0.1% Triton X-100 dissolved in TBS. The PBS buffer (pH 7.4) contained 1.37 mM NaCl, 0.27 mM KCl,
0.43 mM Na,HPO, 7H,0, 0.14 mM KH,PO,. For fixation, 4% paraformaldehyde was dissolved in PBS (pH 7.4).
AnnexinV-FITC and PI staining was performed in Annexin-binding buffer containing 0.01 M Hepes (pH 7.4),
0.14 M NaCl and 2.5 mM CaCl,. The proteasome activity was measured by the 20S Proteasome Activity Assay
Kit (Merck, Darmstadt, Germany, Cat. # APT280). Lysis buffer for the Proteasome Activity Assay Kit contained
50 mM HEPES (pH 7.5), 5 mM EDTA, 150 mM NaCl and 1% Triton X-100.

Cells. Wild type PC12 and M-M17-26 (dominant negative H-Ras protein-expressing)'? rat pheochromo-
cytoma cells were cultured in DMEM containing 5% fetal calf serum and 10% heat-inactivated horse serum
(GIBCO, Paisley, Scotland). Both cell lines were kindly provided by G.M. Cooper (Department of Biology, Bos-
ton University, MA).

Proteasome inhibitor and kinase inhibitor treatments, measurement of proteasome activ-
ity. 10° cells were seeded onto Petri dishes or plastic cover slips. Treatments were started when the cells
adhered to the surface and presented healthy phenotype 1 day after plating. First, cells were starved in 0.5%
horse serum-containing medium for 24 h to reduce mitogenic signals. Treatments of various lengths (5-, 15-,
30 min, 1-, 3-, 6-, 24-, 28-, 30- and 48 h) with the proteasome inhibitor (MG-132) at 2.5 uM concentration were
started so that all cultures could be terminated simultaneously. To check the effectivity and kinetics of MG-132
treatments, we measured the proteasome activity in PC12 cells (Supplementary Fig. 1). 20 pl from the cell lysates
of 5x10° cells were used from each sample. The assay was carried out according to the manufacturer’s instruc-
tions. Lactacystin was used as positive control, representing maximal proteasome inhibition. The fluorescent
end product was measured by a BMG Labtech CLARIOstar Plus microplate reader (BMG Labtech, Offenburg,
Germany) at 380/460 nm. Kinase inhibitors (LY294002, SB203580, SP600125) were added to the cultures 1 h
prior to the proteasome inhibitor so that both compounds were present during the 3-h-long MG-132 treatment.

Antibodies. The following primary antibodies (all from Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)
were used: Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP rabbit mAb (Cat. # 4060): 1:1000 (Western blot), Akt (Cat. # 9272)
at 1:1000 (Western blot), Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (Cat. # 9211) at 1:1000 (Western blot) or 1:200
(immunofluorescence), p38 MAPK (Cat. # 9212) at 1:1000 (Western blot), Phospho-SAPK/JNK (Thr183/
Tyr185) (Cat. # 9251) at 1:1000 (Western blot) or 1:200 (immunofluorescence), SAPK/JNK (Cat. # 9252) at
1:1000 (Western blot), Phospho-c-Jun (Ser73) (Cat. # 9164) at 1:1000 (Western blot) or 1:200 (immunofluores-
cence), c-Jun (60A8) Rabbit mAb (Cat. # 9165) at 1:1000 (Western blot), Cleaved Caspase-3 (Asp175) (Cat. #
9661) at 1:1000 (Western blot), GAPDH (D16H11) XP Rabbit mAb (Cat. # 5174) at 1:5000 (Western blot). HRP-
conjugated goat anti-rabbit IgG (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA, Cat# 31460) was used at 1:10 000 for
Western blots and Cy3-conjugated goat anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, USA Cat# 111-165-144) at 1:600 for immunofluorescence as secondary antibodies.

Phase contrast microscopy. Phenotypic changes of PC12 cells, cultured under the indicated conditions,
were analyzed using an Olympus FluoView-1000 laser scanning confocal fluorescence microscope in combined
phase contrast mode.
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Figure 1. Prolonged MG-132 treatment induces apoptosis in PC12 cells. (A) Representative phase contrast >
images show PC12 cells after 0 (Aa), 6 (Ab), 24 (Ac), 28 (Ad) and 30 (Ae) hours of MG-132 (2.5 uM) treatment.
The scalebar (200 um) in panel (e) applies to all phase contrast images (a—e) (B) Representative laser scanning
confocal fluorescence microscopic images of PC12 cells’ nuclei in response to 0 (Ba), 24 (Bb), 28 (Bc), and 30
(Bd) hours of MG-132 (2.5 uM) treatment. Nuclei were stained with the fluorescent DNA-binding dye, Hoechst
33342. Chromatin condensation and fragmentation were considered as apoptotic morphological changes. The
scalebar in panel (a) (20 um) applies to all images (a—d) with fluorescent nuclei. Note, at 48 h most of the cells
floated off from the slides making it impossible technically to take informative images. (C) Quantitative analysis
of apoptotic cells detected with Hoechst 33342 staining (see micrographs under B) at different time points of
the experiment. The percentage of apoptotic cells was determined as the ratio of cells with abnormal- versus
normal chromatin structure. Column diagram shows the mean + SD values calculated from the data of three
independent experiments. Statistically significant differences are indicated (*P <0.05). (D) Flow cytometric
analysis of MG-132 treatment-induced apoptosis in PC12 cells. Cells were stained with Annexin V-FITC/PI
after 0 (Da), 24 (Db), 30 (Dc) and 48 (Dd) hours of MG-132 (2.5 uM) treatment. Annexin V* Propidium-iodide
(PI)* double positive cells (upper right quadrant in the representative dot-plots) were considered late apoptotic
(non-viable). Percentages of dead cells are indicated in the upper right corner of each sample. (E) Bar diagram
showing the mean ratio + SD values calculated from the flow cytometric analysis (see D) of three independent
experiments. Statistically significant differences are indicated (*P <0.05). (F) Cell viability measured using
WST-1 assay. At the end of the experiment the amount of formazan dye in the samples correlates with the
number of living cells in the cultures. Bars show formazan optical density measured at 450 nm after various
incubation periods with MG-132 (2.5 uM). Statistically significant differences are indicated (*P<0.05).

Nuclear staining. After fixation in 4% paraformaldehyde (see Reagents above) and permeabilization (in
TBS-T) cells were incubated with Hoechst 33342 for 10 min at room temperature. Nuclear morphology was
documented with an Olympus FluoView-1000 laser scanning confocal fluorescence microscope. Chromatin
condensation and nuclear fragmentation were considered as signs of apoptosis. 100 cells were counted per sam-
ple and the percentage of apoptotic cells was calculated.

Flow cytometry. Adherent PC12 cells were collected using trypsin. After 2 washes with PBS AnnexinV-
FITC and PI staining was performed according to the manufacturer’s instructions in order to distinguish apop-
totic and living cells. Briefly, 10° cells were incubated with 5 pl AnnexinV-FITC for 15 min in 100 ul Annexin-
binding buffer. Then the samples were diluted with 400 ul Annexin-binding buffer and 1 pl PI was added to the
samples immediately before the flow cytometric analysis. Samples were analyzed with a FACS Calibur (BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) flow cytometer using the Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) software.
AnnexinV~PI", AnnexinV*PI~ and AnnexinV*PI"* cell populations were distinguished based on their FL1/FL2
fluorescence and annotated as living-, early apoptotic- and late apoptotic cells, respectively.

WST-1 cell viability assay. The WST-1 colorimetric assay for the quantification of cell viability was used
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 2 x 10 cells after their MG-132 treatment were incubated
further in the presence of WST-1 for 4 h at 37 °C. Living cells with their mitochondrial enzymes convert the
tetrazolium salt into formazan, a colorful product. The amount of produced formazan correlates with the num-
ber of metabolically active/living cells in the cultures. The O.D. of samples were measured at 450 nm with a BMG
Labtech Fluostar Optima microplate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany).

Western blot. For Western blots the cells were collected by scraping into the culturing media. After cen-
trifugation for 5 min at 1000 rpm at 4 °C the medium was discarded and the pellet was lysed in 100 pl ice cold
lysis buffer for 30 min. Samples were centrifuged at 13,500 rpm for 30 min at 4 °C to remove the insoluble cell
fraction. The protein concentration of the supernatants was determined (Lowry’s method, Detergent Compat-
ible Protein Assay Kit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and SDS-containing sample buffer was added to equal
amounts of proteins then boiled for 5 min for denaturation. Samples were separated in SDS-containing 10%
polyacrylamide gels, then transferred onto PVDF membranes with a BioRad Trans-Blot” Turbo™ Transfer Sys-
tem. Blotted membranes were blocked with 3% BSA or 5% milk (in case of Akt, cleaved caspase-3 and GAPDH)
in TBS-Tween and incubated with the primary antibodies overnight at 4 °C in blocking solution, washed 3 times
and then incubated with horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies for 1 h at room temperature
in blocking solution again. Immune complexes were visualized using ECL reagent (Millipore Immobilon West-
ern Chemiluminescent HRP substrate). Chemiluminescent signals were detected using the G:Box gel documen-
tation system (Syngene, Cambridge, UK). To remove the bound antibodies, membranes were washed with hot
stripping buffer for 2 x 20 min and were re-probed using the primary antibodies against the unphosphorylated
forms of the signaling molecules or GAPDH to check for equal loading of the samples.

Immunofluorescence and confocal microscopy. Cells were cultured on plastic Thermanox cover slips
(Nalgene Nunc International, Rochester, NY, USA). Treatments were stopped by rinsing in 37 °C PBS followed
by fixation at room temperature for 1 h in 4% paraformaldehyde dissolved in PBS. Excess fixative was washed out
3 xwith PBS and 3 x with TBS followed by 1 h permeabilization in TBS-T. The blocking of nonspecific binding
sites was carried out by incubating the samples in 3% BSA dissolved in TBS-T. After incubation with the pri-
mary antibodies (overnight, at 4 °C) samples were washed 5 x in TBS-T. Then the samples were incubated with
the Cy3-conjugated secondary antibodies in dark for 1 h, at 4 °C. Five washes in TBS-T removed the unbound
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antibodies. Nuclei were counterstained with Hoechst 33342. Finally, preparations were covered with Vectashield
(Vector Laboratories, Burlingame, CA). Fluorescent signals were detected by laser scanning confocal micros-
copy using the Olympus FluoView-1000 system with a 40 x phase objective.

Statistical analysis. To detect differences between the effects of treatments one-way ANOVA test was
applied, to eliminate the type I error Bonferroni’s post hoc tests were used in all cases. Data are represented as
mean and standard deviation (SD). A p-value less than 0.05 was considered as significant. Statistical analyses
were performed with IBM SPSS Statistics v 24.0 software package (IBM’s Corporate, New York, USA).

Results

Apoptosis of PC12 cells treated with MG-132 for 24 h or longer. Previously we treated PC12
cells with the proteasome inhibitor MG-132 for various lengths of time up to one day and experienced neu-
ronal differentiation’. After 24 h, however, a decline in overall cell morphology was increasingly apparent. The
observed phenomena inspired us to examine further what happens during prolonged proteasome inhibitor
treatment of PC12 cells at the morphological level and regarding stress and apoptosis signaling. First, we moni-
tored time-dependent changes of PC12 cells’ morphology upon MG-132 treatment by means of phase contrast
microscopy (Fig. 1A). Untreated PC12 cells are round-shaped (Fig. 1Aa). After 6 h of MG-132 treatment small
projections were detectable as a sign of beginning neuritogenesis (Fig. 1Ab). At 24 h of treatment long neurites
were visible (Fig. 1Ac), while after 24 h the signs of neuronal differentiation started to diminish (neurites became
shorter) and the cells began to lose their adherence to the culturing plates. After 28 h in the presence of the pro-
teasome inhibitor (Fig. 1Ad) the cells tended to float in groups in the culturing medium, which phenomenon
became even more prominent after 30 h (Fig. 1Ae). Based on the observed morphological alterations we became
intrigued in the possible mechanisms in their background.

We performed Hoechst 33342 staining and analyzed nuclear morphology of the cells using laser scanning
confocal fluorescence microscopy (Fig. 1B). The nuclei of PC12 cells remained mostly intact up to 24 h of
MG-132 treatment (Fig. 1Bb), however, chromatin condensation and nuclear fragmentation became more and
more prominent after 28 or 30 h of treatment (Fig. 1Bc and Bd, respectively) when compared to the untreated
control (Fig. 1Ba). We considered chromatin condensation and nuclear fragmentation as apoptotic morpho-
logical changes. To quantify these nuclear alterations 100 cells per sample were counted and the ratio of nuclei
with apoptotic morphology was calculated (Fig. 1C). The proportion of dying cells increased significantly over
time (Fig. 1C). In case of apoptotic cell nuclei (Fig. 1B,C), unfortunately, we couldn’t evaluate the results after
48 h of MG-132 treatment, because almost all cells were severely affected by the treatment, hence floated oft the
slides during preparation of the microscopic samples. Consequently, only empty, or almost empty fields could be
visualized in the microscope, this way not allowing a proper statistical analysis of the results. This is the reason
why no image and no numerical ratio of apoptotic cells are indicated in Fig. 1B,C.

We complemented the above morphological analysis with flow cytometric measurements. The combined use
of AnnexinV and propidium-iodide (PI) is a reliable way of determining apoptotic cell rate by means of flow
cytometry. We stained PC12 cells with Annexin V-FITC/PI after 0 (Fig. 1Da), 24 (Fig. 1Db), 30 (Fig. 1Dc) and
48 (Fig. 1Dd) hours of MG-132 treatment. We considered Annexin V* PI* double positive cells late apoptotic
(non-viable). The percentage of dead cells were determined in individual dot-plots and we collected the data
of 3 independent experiments (Fig. 1E). There was a significant increase in the ratio of Annexin V* PI" double
positive cells after 24, 30 or 48 h of MG-132 treatment (Fig. 1E). As expected, with flow cytometry we measured
a higher percentage of apoptotic cells than with confocal fluorescence microscopy (see above) because here not
only the adherent cells were involved in the analysis but those already floating in the media as well. Additionally,
since our experiments were carried out with adherent PC12 cells, for the flow cytometric analysis trypsin had
to be used to collect them, which enhances phosphatidyl-serine (PS) externalization in the membrane'*'* and,
as a result of it, can also elevate Annexin V staining of the cells.

Finally, in order to complete the evaluation of apoptotic changes in PC12 cells upon prolonged MG-132 treat-
ment, we performed a cell viability test using the cell proliferation indicator WST-1 (Fig. 1F). Briefly, in living cells
the tetrazolium salt WST-1 is converted by mitochondrial dehydrogenases into formazan, the amount of which
correlates with the number of metabolically active/living cells in the cultures. It is worth mentioning that due to
protocol requirements of the WST-1 assay, upon completion of the MG-132 treatments the media were removed.
Then the cells had to be incubated for an additional 4 h with the tetrazolium salt in a newly added buffer which
did not contain MG-132. Nevertheless, since MG-132 had already been taken up into the cells by this time, in
these cases, due to the 4-h-long additional incubation requirement with the tetrazolium salt the total duration
of the MG-132 effect was practically also extended by 4 h (see Supplementary Fig. 1). This circumstance explains
very likely the dramatic drop in mitochondrial activity in the sample treated for 24 h with MG-132 compared
to the untreated control. We measured the optical density (OD) of formazan in samples treated with MG-132
for 0, 24, 30 and 48 h (Fig. 1F). In accordance with our earlier findings with Hoechst and Annexin V/PI staining
and perhaps even more prominently the proportion of metabolically active cells decreased significantly already
after 24, then at 30 and 48 h of MG-132 treatment (Fig. 1F).

Before proceeding further, we wanted to confirm the effectiveness and kinetics of our MG-132 treatment. For
this reason, we performed an additional proteasome activity assay (Supplementary Fig. 1). MG-132 treatment
resulted almost in 80% decrease of the proteasome activity in PC12 cells (Supplementary Fig. 1). Proteasome
inhibition was evident already after 3 h of treatment and remained at this suppressed level without significant
alterations even during our longest incubation with the compound (48 h) (Supplementary Fig. 1).
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Figure 2. Time kinetics of MG-132-induced Akt, p38, JNK, c-Jun phosphorylation and caspase-3 cleavage.
Representative Western blots show the phosphorylation changes of Akt, p38, JNK and c-Jun or the activating
cleavage of caspase-3 after 0, 5, 15, 30 min or 1, 3, 6 and 24 h of MG-132 (2.5 uM) treatment. Blots (except

for caspase-3) were first probed with phospho-specific antibodies (upper panels), followed by stripping and
re-probing with the antibodies specific for the non-phosphorylated forms of the proteins (lower panels). The
GAPDH signal was loading reference for cleaved caspase-3. All blots were cropped, original membrane images
are shown in Supplementary Fig. 4. All experiments were repeated with similar results.

Time kinetics of Akt phosphorylation, the activation of stress signaling molecules and cas-
pase-3 cleavage induced by MG-132 treatment. Having seen that after 24 h of MG-132 treatment an
increasing portion of PC12 cells started to enter apoptosis, we decided to examine the signaling background of
this process. Since the proteasome is involved in the regulation of numerous signaling molecules, we analyzed
some of the key pathways that influence survival, mediate stress or even apoptosis of cells. First, we analyzed
the phosphorylation of Akt where MG-132 induced a phosphorylation peak at 3 h of treatment. Afterwards, the
declining signal followed up to 48 h (Fig. 2 and Supplementary Fig. 2).

Stress signaling pathways also play a pivotal role in regulating the apoptosis of various cell types'®, including
PC12 cells'®. So next, we examined the phosphorylation of p38 MAPK and that of JNK and its substrate, c-Jun
upon MG-132 treatment (Fig. 2). The peak of p38 phosphorylation lasted from 3 to 6 h of MG-132 treatment.
Then the signal became weaker but remained still higher than in the control sample up to 48 h (Fig. 2 and Sup-
plementary Fig. 2). The activation of JNK was apparent after the first 30 min already and it continued to increase
up to 48 h of MG-132 treatment (Fig. 2 and Supplementary Fig. 2). A similar pattern was detectable with c-Jun,
moreover, its unphosphorylated version showed the same increasing signal kinetics (Fig. 2).

As for caspase-3, its activating cleavage could be detected in the sample after 24 h of MG-132 treatment
(Fig. 2). The cleaved caspase-3 signal became even more pronounced after 30 and 48 h (Supplementary Fig. 2).

In summary, after these extended periods of MG-132 treatment the survival-mediating Akt activation
declined permanently, whereas the apoptosis-inducing stress signaling pathways were becoming more and more
active, and a robust elevation of cleaved caspase-3 was also observable in PC12 cells (Supplementary Fig. 2).

Subcellular distribution of stress signaling molecules upon MG-132 treatment. Having seen the
phosphorylation changes of p38, JNK and c-Jun we performed immunofluorescence staining targeting the phos-
phorylated forms of p38, JNK and c-Jun. Using laser scanning confocal fluorescence microscopy no p-p38 and
p-c-Jun signal could be detected in untreated PC12 cells (Fig. 3A,C, respectively) while some phosphorylated
JNK could be captured in the cytoplasm even without treatment (Fig. 3B). Then we applied MG-132 treatments
to provoke maximal activation of the kinases, which meant 6 h for p38 and 24 h for JNK and c-Jun (as shown
above under 3.2). After 6 h of MG-132 treatment phosphorylated p38 was predominantly in the cytoplasm of
PC12 cells with some additional signal in nuclei (Fig. 3D). After 24 h of MG-132 treatment a strong p-JNK signal
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Figure 3. The effect of MG-132 treatment onto the intracellular localization of phosphorylated p38, JNK and
c-Jun proteins in PC12 cells by means of confocal fluorescence laser scanning microscopy. Representative
microscopic images show p-p38 (A,D), p-JNK (B,E) and p-c-Jun (C,F) signals in untreated (A-C) or 2.5 uM
MG-132-treated [6 h for (D) and 24 h for (E,F)] samples, respectively. The phosphorylated p38, JNK and c-Jun
signals are shown in red and nuclei were counterstained with Hoechst 33342 (blue) on all panels. The scalebar
on panel (A) (10 um) applies to all (A-F) images.

was detectable both in the cytoplasm and in nuclei of the cells (Fig. 3E), while in the case of p-c-Jun its markedly
increased immunoreactivity was almost exclusively nuclear (Fig. 3F).

Using kinase-inhibitors to block specific signaling pathways. In order to specify the role of the
above examined kinases further, PC12 cells were cultured 1 h with a kinase inhibitor followed by MG-132 treat-
ment for 3 h. LY294002 is a highly selective inhibitor of phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K) that in turn blocks
Akt phosphorylation indirectly. SB203580 is a selective inhibitor of p38 MAPK while SP600125 is a potent
and selective JNK-1, -2, and -3 inhibitor. Pre-treatment with LY294002 effectively blocked both basal and MG-
132-induced Akt phosphorylation (Fig. 4A,B) in PC12 cells but increased (although not significantly) the phos-
phorylation of p38 (Fig. 4A,C). At the same time it had negligible effects on JNK and c-Jun phosphorylation
(Fig. 4A,D,E). Pre-treatment with the p38 inhibitor SB203580 abolished MG-132-induced Akt phosphorylation
and also decreased the basal activity of Akt (Fig. 4A,B), but increased the phosphorylation of p38, JNK and
c-Jun induced by MG-132 treatment (although the latter two were not significant) (Fig. 4A,C,D,E, respectively).
Finally, pre-treatment with the JNK inhibitor SP600125 prevented MG-132-induced Akt, JNK and c-Jun phos-
phorylation and it also reduced basal Akt activity (Fig. 4A,B,D,E), but increased (although not significantly)
both basal and MG-132-induced phosphorylation of p38 (Fig. 4A,C).

We also checked whether the kinase inhibitor treatments affected cell viability. Decreased cell viability was
detectable in all samples. The lowest ratio of living cells was measured in samples treated with the combination of
LY294002 or SP600125 and MG-132 (56% and 58%, respectively), whereas the SB203580- or SP600125-treated
cells showed somewhat higher viability (68% and 66%, respectively) Interestingly, the combination of SB203580
and MG-132 resulted in a similar viability as the MG-132 single treatment (81% and 86%, respectively), while
LY294002 treatment alone affected cell viability the least (92%) (Supplementary Fig. 3).

Phosphorylation of the examined cell signaling moleculesin wild type PC12 cells and M-M17-26
mutants upon 3 h of MG-132 treatment.. Since Ras is a master regulator of signaling in various cell
types, including PC12 cells, we investigated MG-132-induced phosphorylation events in a dominant negative
mutant Ras-expressing PC12 cell line (M-M17-26) (Fig. 5). These cells undergo apoptosis earlier upon treat-
ment with MG-132 (our own, unpublished data) compared to wild type PC12 cells and they show no signs of
neuronal differentiation in the presence of this proteasome inhibitor. The latter phenomenon can be explained,
at least in part, by the impaired ERK1/2 phosphorylation of these mutants’. In M-M17-26 cells upon MG-132
treatment we could detect no significant changes in the phosphorylation state of the same examined signaling
molecules that we have tested in wild type PC12 cells. Although we could identify elevated p-Akt levels both
in the untreated and in the MG-132-treated M-M17-26 cultures (Fig. 5A,B), the basal activity of p38 and JNK
seemed to be somewhat lower in M-M17-26 cells (Fig. 5A,C,D), while the MG-132 induced p38 phosphoryla-
tion was the same as in wild type cells (Fig. 5A,C). Interestingly, the lack of Ras function decreased JNK and on
the other hand increased c-Jun phosphorylation after MG-132 treatment (Fig. 5A,D,E).
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Figure 4. MG-132-induced phosphorylation of various signaling proteins using kinase-inhibitors. (A) Immunoblot analysis of Akt,
P38, JNK and c-Jun phosphorylation in the presence of the PI3K inhibitor (LY294002) (20 uM), p38 inhibitor (SB203580) (10 uM)

or JNK inhibitor (SP600125) (50 pM) in PC12 cells. Cultures were left untreated or were treated for 3 h with MG-132 (2.5 uM) and

the inhibitors were added 1 h prior to the proteasome inhibitor treatment and remained present in the cultures until the end of the
experiment (altogether 4 h). All blots were cropped, original membrane images are shown in Supplementary Fig. 4. Diagrams show the
activation pattern of Akt (B), p38 (C), JNK (D) and c-Jun (E). Bars demonstrate the mean ratio + SD values calculated from the data of
three independent experiments. Statistically significant differences are indicated (**P<0.05).
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Figure 5. MG-132-induced phosphorylation of the previously examined cell signaling molecules in wild type
and dominant negative H-Ras-expressing (M-M17-26) PC12 cell mutants. (A) Western blot analysis of Akt, p38,
JNK and c-Jun phosphorylation in wild type and M-M17-26 PC12 cells. Cells were treated for 3 h with MG-132
(2.5 uM). All blots were cropped, original membrane images are shown in Suppl. Figure 4. Diagrams show the
activation of Akt (B), p38 (C), JNK (D) and c-Jun (E) with or without MG-132 treatment. Bars represent the
mean ratio = SD values calculated from data of three independent experiments.

Discussion

Proteasome inhibitors are used to treat hematological malignancies, primarily, due to their apoptosis-induc-
ing potential. In case of the agent Bortezomib, for example, four cellular processes were identified behind its
apoptosis-inducing ability: (1) it inhibits the NFkB pathway, (2) it directly induces apoptosis via JNK and p53,
(3) it prevents the degradation of pro-apoptotic proteins (like that of Bim, Bid, Bik, NOXA) and (4) it provokes
endoplasmic reticulum (ER) stress and unfolded protein response (UPR)".

From this point of view it was an interesting observation that the proteasome inhibitor MG-132 treatment
induced neuronal differentiation in PC12 cells'®, an effect mediated by sustained ERK1/2 phosphorylation and
nuclear translocation of active ERK1/2'. The neuronal differentiation-inducing effect of MG-132, however, is
only transient (up to the first 24 h). Upon prolonged (more than 24 h) exposure of PC12 cells to MG-132, events
of differentiation are rapidly taken over by cellular deterioration, apparently as a result of apoptosis. A microar-
ray analysis has also made it evident that proteasome inhibition with lactacystine activates neuroprotective and
pro-apoptotic pathways as well".

In the present study we examined the molecular background of the above biphasic response elicited by the
proteasome inhibitor MG-132 in PC12 cells. Upon MG-132 treatment up to 24 h we could observe prolonged
activation of Akt -the kinase mediating cell survival- and that of stress-mediating signaling components (p38,
JNK, c-Jun). Around 24 h of MG-132 treatment ERK1/2' and Akt activation already declined and the signs of
apoptosis were increasingly detectable in the cultures. After 24 h the stress signaling molecules p38, JNK and
c-Jun were still highly active. Most importantly, in samples treated for 24 h with MG-132 the activating cleav-
age of caspase-3 was also evident. The results of Wu and colleagues®® have previously confirmed that sustained
-but not transient- activation of JNK contributes to apoptosis, which is in line with our above observation of
sustained JNK phosphorylation upon MG-132 treatment in PC12 cells before and as they underwent apoptosis.

In addition, we examined the localization of activated stress signaling molecules: the MAPKs (p38 and JNK)
were detected both in the cytoplasm and in the nucleus, while the transcription factor p-c-Jun was observed
exclusively in nuclei of MG-132-treated PC12 cells.

An important point regarding mechanism of action is how proteasome inhibitor treatment can increase the
expression level or activation of signaling molecules? In general, it can either prevent proteasomal degradation
of the phosphorylated/active form of a signaling molecule itself and/or that of its upstream activator(s). All
signaling molecules that we examined in this study (and even additional molecules involved in their activation
or inactivation here not examined) can be broken down by the proteasome. Our current results indicate that
the phosphorylated forms of Akt, p38, JNK and c-Jun are targets of regulation exerted by the proteasome in
PC12 cells. The sustained blockade of the proteasome has led to the accumulation of activated p38, JNK and
caspase-3, which, in turn, triggered apoptosis. Both p38 and JNK are involved in the activation of pro-apoptotic
Bcl-2 family members (like Bax and Bim) and also in the inactivation of anti-apoptotic Bcl-2 isoforms (Bcl-2
itself, for example), eventually leading to cytochrome c release and caspase activation?'.

Long term proteasome inhibitor-induced PC12 cell apoptosis demonstrated in our study could add to our
understanding of the neurological side effects observable in proteasome inhibitor-treated patients. In some
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Figure 6. Proposed summary of proteasome inhibitor- and kinase inhibitor-induced signaling in PC12 cells.
Activation is indicated by green arrows, inhibition by red lines. Dashed lines represent proposed connections
based on our presented results, continuous lines show already confirmed connections. Signaling molecules
studied in this work are indicated in white boxes with black captions, other components not studied by us are in
grey boxes with white captions.

neurodegenerative diseases, like Parkinson’s disease, a decreased function of the proteasome was observed result-
ing in the accumulation of mis-folded proteins and leading to neuronal degeneration®. The first proteasome
inhibitor approved by the FDA in 2003 for the treatment of multiple myeloma was Bortezomib? that belongs to
the group of peptide-boronates. Carfilzomib is an epoxyketon type proteasome inhibitor that has acquired FDA
approval in 2012%, while Ixazomib -which belongs to the same group as Bortezomib- was the first orally adminis-
tered proteasome inhibitor approved in 2015 for the treatment of relapsed and refractory multiple myeloma®, just
like Carfilzomib. Bortezomib-induced peripheral neuropathy (BIPN), a well-documented complication, develops
in 30-60% of treated patients®. Earlier studies identified ER stress, mitochondrial dysfunction and trafficking
problems, inflammatory response, DNA damage and microtubule-related changes as additional components in
the background of BIPN?. Based on our results neuronal apoptosis could also contribute to the development of
neuropathy, however, further studies are needed to directly confirm this hypothesis.

Finally, by combining proteasome inhibition with kinase inhibitor treatments we could interfere with poten-
tially critical connections between Akt, p38, INK and c-Jun. We summarize our currently proposed network of
these interactions based on our presented experimental data and on additional ones from the literature in Fig. 6.

As expected, the PI3K inhibitor LY294002 completely abolished Akt activation (Fig. 6). Interestingly, the
inhibition of PI3K enhanced MG-132-induced p38 phosphorylation, suggesting that PI3K or Akt normally
has an inhibitory effect on p38 activation (Fig. 6). Other studies have reported, for example, that Akt inhibits
MKK4 (MAPK Kinase 4), ASK1 (Apoptosis Signal-regulated Kinase 1) and MLK3 (Mixed Lineage Kinase 3)¥,
which kinases are the upstream activators of p38 and JNK as well. Although it has been documented that Akt
has an inhibitory effect on JNK through upstream kinases”, we could not detect a significant elevation of JNK-
and c-Jun-activation upon the double treatment of LY294002 and MG-132, compared to proteasome inhibitor
treatment alone (Fig. 6).

The ATP competitive p38 inhibitor, SB203580 on the other hand had a negative effect on Akt phosphorylation,
suggesting that p38 plays a role in MG-132-induced Akt activation in PC12 cells (Fig. 6). The direct inhibition of
Akt by SB203580 has also been reported®®. SB203580 binds the ATP binding site of p38 and hence, it can inhibit
the kinase activity, but not the phosphorylation of the enzyme by upstream kinases. We observed significantly
elevated p38 phosphorylation after combined SB203580 and MG-132 treatment compared to the sample treated
with MG-132 alone. MG-132-induced JNK and c-Jun phosphorylations were also elevated upon SB203580
pretreatment, a phenomenon that can have several explanations (Fig. 6): (1) either p38 itself inhibits JNK phos-
phorylation (Fig. 6), or (2) Akt can inhibit JNK activation at various levels [e.g. at ASK1, MLK3 (MAPKKKs),
MKK4/7 (MAPKK) or JNK] and when Akt is inactivated by SB203580 directly or indirectly through p38 inac-
tivation, Akt is not able to inhibit the JNK pathway (Fig. 6). (3) Furthermore, it has been shown that SB203580
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increases JNK phosphorylation through the activation of MLK3, the MAPKKK involved in JNK activation®.
Finally, it is worth mentioning that SB203580-induced MLK3 phosphorylation can be a result of the previously
mentioned Akt inactivation and the consequentially impaired Akt-induced MLK3 inhibition.

SP600125 is an ATP competitive pan-JNK inhibitor, that decreased the MG-132-induced Akt phosphorylation
significantly, suggesting that the activity of JNK is required for MG-132-induced Akt activation in PC12 cells
(Fig. 6). The MG-132 induced p38 phosphorylation was elevated upon JNK inhibitor pretreatment, indicating
that JNK has a—direct or indirect—inhibitory effect on p38 activation (Fig. 6). For example JNK activates an
E3 ubiquitin ligase, Itch, that is involved in MKK4 inactivation® and when this inhibitory pathway is blocked
by SP600125, MKK4 can activate p38. Decreased c-Jun phosphorylation shows that JNK activity is blocked by
SP600125 (Fig. 6), but INK phosphorylation was also diminished, suggesting that there could either be a posi-
tive feedback loop in this pathway or autophosphorylation of JNK itself is responsible for it (Fig. 6). Fey and
colleagues suggested a positive feedback in JNK signaling, through which JNK can activate its upstream kinases
ASK and MLK?. Furthermore, JNK2 autophosphorylation has been reported too®. In addition to these two
abovementioned processes, there are other possibilities to explain how SP600125 pretreatment could decrease
JNK phosphorylation (Fig. 6). Based on the previous conclusions that SP600125 increases p38 activity and p38
activates Akt, which in turn inactivates the upstream kinases of JNK (ASK/MLK, MKK4/7), this whole process
could lead to decreased JNK phosphorylation as well (Fig. 6).

In the absence of functioning Ras, proteasome inhibitor treatment had substantially different consequences.
In dominant negative Ras-mutant M-M17-26 PC12 cells MG-132-induced ERK phosphorylation is completely
missing"!? and neuronal differentiation of the cells is absent too (our own, unpublished data). However, even
these mutant cells exhibit the signs of apoptosis after prolonged MG-132 treatment (in fact somewhat sooner than
normal PC12 cells, data not shown). This observation supports that the functionality of the Ras-ERK pathway is
required to experience the effects of MG-132 treatment’s early phase, i.e. neuronal differentiation in PC12 cells.
The later apoptosis-inducing events, however, remained unaffected by Ras inhibition.

In conclusion, we demonstrated the apoptosis-inducing ability of MG-132 in PC12 cells and identified that
the phenomenon of programmed cell death is coupled to a gradual shift in MG-132-induced signaling towards
increased activity of stress kinases (JNK and p38) and caspase-3 from the initial stimulation of pro-differenti-
ation/survival molecules (ERK1/2 and Akt). Furthermore, we propose a complex regulatory network among
signaling components like Akt, JNK and p38. Finally, we showed that some kinase inhibitors could potentiate
the effects of the proteasome inhibitor MG-132. The latter observation and the proposed regulatory connections
between the examined signaling components could even contribute to the establishment of novel therapeutic
combinations in the future.
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