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Osszefoglalas

Munkank soran olyan mechanizmusok felderitése volt a célunk, melyek
megmagyarazhatjak, hogy a Hsp90 hdsokkfehérje kémiai kiiktatdsa milyen mddon gétolja az
NGF (nerve growth factor, idegi novekedési faktor) jelatvitelét patkany pheochromocytoma
sejtekben. A geldanamycin elnevezésii antibiotikumot eredetileg azon tulajdonsdga alapjan
fedezték fel, hogy képes kotddni a Hsp90-hez. Ez a kolcsonhatas a Hsp90-t tartalmazo
multimolekularis komplexek szétesésé¢hez vezethet, a disszocidlt partnerfehérjék mikodése
gatlodhat, illetve a proteinek le is bontoédhatnak. Bizonyos rendszerekben, példaul PC12
sejtek esetében, ez apoptozist is okozhat. A kezdeti apoptotikus események bekdvetkezése
el6tt azonban az ERK 1/2 (extracellular signal-regulated kinase, azaz extracellularis szignal
altal szabalyozott kindz 1 és 2) és a proteinkindz B/Akt aktivacidjanak jelentds csokkenése
figyelhetd meg ebben a sejttipusban, mely egyiitt jar a nagy affinitast idegi ndvekedési faktor
receptor, a TrkA (tropomyosin receptor kinase, tropomiozin receptor kinaz A; gyakran:
tropomyosin-related kinase, tropomiozinnal rokon kinaz A) csokkent expresszidjaval. Az
MG-132 nevii proteaszoma gatld képes hatékonyan ellensilyozni a TrkA expresszid
geldanamycin altal kivaltott csokkenését, az ERK1/2 foszforilaciojat pedig tjra indukalhatova
teszi NGF altal. Ez utobbi hatas a proteinkinaz B/Akt esetében azonban nem volt
megfigyelhetd. A TrkA fehérje sejten beliili eloszlasa megvéltozott a geldanamycinnel és
proteaszoma gatloval egyarant kezelt PC12 sejtekben, ezzel pedig részben megmagyarazhato,
hogy az NGF kezelés ekkor miért nem hatasos a proteinkinaz B/Akt aktivacié szempontjabol.
A proteinkinaz B/Akt stimulacio elmaradasa viszont részben oka lehet annak, hogy az NGF
kezelés miért nem menti meg a PCI12 sejteket a geldanamycinnel kivaltott programozott
sejthalaltol. Megfigyeléseink segithetnek abban, hogy jobban megértsik a geldanamycin
hatasmechanizmusat, ami azért is fontos lehet, mert e szer és kiilonféle szarmazékai komoly

terapias potenciallal birnak, akar az emberi gyogyaszatban is.

Bevezetés

A geldanamycin és a Hsp90

A geldanamycint, mely az ansamycin antibiotikum csalad tagja, eredetileg

Streptomyces baktériumokbol izolaltdk. A Hsp90 (heat-shock protein 90) hdsokkfehérje egy



nagy mennyiségben expresszalt, ubikviter, homodimer, ATP-fliggé molekularis dajkafehérje,
azaz  chaperone, melyet a  geldanamycin  célmolekuldjaként  azonositottak,
affinitaskromatografia segitségével. Multimolekularis komplexek részeként a Hsp90 szdmos
fehérjét, tobbek kozott jelatviteli szerepet betoltd proteinkinazokat tart a funkcionalis
szempontbol helyes konformacidjukban.

A Hsp90 tartalmu komplexeknek sokféle szubsztrat proteinje lehet, a legismertebbek a
kiilonb6z6 szteroid receptorok (melyekrdl a dajkafehérjék a hormon bekotddése, s a receptor-
hormon komplexnek a magba valo transzlokacidja utan levalnak), és a kiilonbozo jelatviteli
folyamatokban részt vevo proteinkinazok. Ez utdbbiak kozt, sejttipustol fiiggden, ott vannak
az ERK kaszkad egyes elemei is. Irodalmi kozlések emlitik még a Ras-t, a Raf-ot, a MEK-et.
A proteinkindzok altaldban katalitikus régidjukkal kapcsolodnak a Hsp-90 N-terminalisaban
talalhat6 kotohelyéhez. Az igy kialakuldo Hsp90 komplexek nélkiilozhetetlen tagjai a p23 és a
CDC37/p50 proteinek.

Az ansamycin antibiotikumok hatékonyan, kompetitiv médon gatoljak a 90 kDa
molekulasulyu chaperonok ATP kotését. Ez a hésokkfehérje, illetve dajkafehérje funkcio
karosodasdhoz vezet, mely a Hsp90 tartalmi komplexek szétesését okozhatja, vagy
megvaltoztathatja sejten beliili elhelyezkedésiiket, ami a stabilitdsukat veszélyezteti. A Hsp90
geldanamycint vagy szadrmazékait kot allapotdban méar nem a kliens fehérjék helyes

crer

ATP vagy ADP kotéstdl fliggetlen chaperone funkciora is képes.

A Ras-ERK és a proteinkinaz B/Akt jelatviteli utak PC12 sejtekben

A PCI12 patkany pheochromocytoma sejtvonal népszerli modell rendszere az idegse;jt
iranyu  differenciaci6 in  vitro  tanulmanyozasanak. = Szérumot is tartalmazo
tenyésztOmeédiumban a PC12 sejteknek nincs sziiksége NGF-re a taléléshez, de annak
hatasara a sejtek szimpatikus idegsejtekhez hasonld fenotipust vesznek fel. A ligand
megkotddése utana a TrkA nagy affinitds NGF receptor transzfoszforilacidja
(autofoszforilacioja) és aktivacidja az ERK-kaszkad elnyujtott aktivaciojat valtja ki PC12
sejtekben, mely a differenciaciot eredményezi.

A ligand bekdtddésének hatdsara a nagy affinitdsi TrkA NGF receptor molekula
dimerizacid utan tirozin proteinkindz aktivitasa segitségével foszfotirozin kotohelyeket hoz
létre Onmagan SH2 doménnel rendelkezd jelatviteli fehérjék szamara. A folyamat

eredményeként tobb jeltviteli Ut is elindul, tobbek kozt adapter proteinek (pl. Shc és Grb2)
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miikddésbe hoznak egy guanin nukleotid kicserélé faktort (Sos) (1. abra). Ez a sejtmembran
belsejéhez rogziilt G-proteint, a Ras-t aktivalja, melynek inaktivalodasahoz a GAP nevii GTP-
az aktivald protein sziikséges. Ennek hatdsdra a Ras az altala megkotott GTP-t GDP-vé
alakitja vissza. Még ez elott azonban, GTP kotott, aktiv allapotdban a Ras elindit egy egymast
foszforilald proteinkinazokboél allo lancolatot, az ERK kaszkadot, mely a MAPK kaszkadok
egyik tipusa. Ennek sorban kovetkezé elemei a Raf (egy MAPKKK), a MEK (mely a
MAPKK osztalyba sorolhatd), és a névadé ERK (extracellularis szignal-regulalt kinazok). Ez
utobbiak citoplazmatikus célfehérjék foszforilalasan kiviil a sejtmagba jutva transzkripcios
faktorokat is muikodésbe képesek hozni, példaul a Serum Response Factor-t és a Ternary
Complex Factor-t. Ez altal az ERK enzimek, a transzkripcio befolyasolasan keresztiil, a
differencidciot elémozditd génexpresszids valtozasokat indukéalhatnak. A leghamarabb
reagdld korai- majd ezt kovetden a kés6i valasz gének aktivalodasa végiil fenotipus
valtozashoz, szimpatikus neuronalis differencidciohoz vezet.

Korabban kimutattak a TrkA interakcidjat Hsp90-nel emberi neuroblastoma, és akut
leukémias sejtekben. A novekedési faktorok megvonasa aktivalja a programozott sejthalal
gépezetét PC12 sejtekben is, mig az NGF altali stimuldcio a TrkA receptoron keresztiil
indirekt modon aktivalja tobbek kozott a proteinkinaz B/Akt fehérjét ezzel meggatolva az
apoptozist (1. abra). Ezen az Gton az aktivalt TrkA a foszfatidilinozitol-3 kindz enzimet
miikodésbe hozva a egy tobbszordsen foszforildlt lipid szarmazék, a foszfatidilinozitol-
triszfoszfat (PIP3) képzodését serkenti foszfatidilinozitol-biszfoszfatbol (PIP;). Ez a PKB/Akt
foszforilacigjanak és mitkodésének fokozddasahoz vezetve a sejttiilélést mozditja eld.

A vizsgalt sejttipustol fliggden a geldanamycin kezelés eredménye lehet
differenciacio, vagy programozott sejthaldl. A PCI12 sejtek apoptozisat példaul kivalthatja a
geldanamycin. Erdekes modon ez akkor is lejatszodott, ha a geldanamycin kezeléssel egyiitt

NGF-et is adtak a sejtekhez.
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1. abra: Az ERK-kaszkad és a PKB 1t altalanos sémaja. GAP: GTP-ase activating protein
= GTPaz aktivalo fehérje, a G-fehérjék GTP bonto aktivitasat serkenti. She, Grb2: adapter
fehérjék. Sos: egy guanin-nukleotid kicseréld faktor, mely a G-fehérjék altal kotott GDP-
nek GTP-re torténd cseréjét segiti. Ras: egy monomer G-fehérje. Raf, MEK (MAPK/ERK
kinaz), ERK (extracellularis szignal altal szabalyozott kinaz), PKB/Akt (proteinkinaz B),
PDK1 (foszfatidilinozitol-fiiggé kinaz 1), mTOR (mammalian target of rapamycin,
rapamicinnel gatolhato fehérje): proteinkinazok. SRE: serum responsive element, szérum
reszponziv-elem = egy enhancer. SRF: serum responsive factor, szérum-reszponziv faktor
= az SRE régidhoz kotédo transzkripcids factor. TCF: ternary complex factor, harmas
komplex faktor, = az SRF segédfaktora. PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase,
foszfatidilinozitol 3-kinaz: egy lipidkinaz. PIP3: phosphatidylinositol trisphosphate, egy
lipidtermészetli masodlagos hirvivé molekula, mely PIP,-bdl (phosphatidylinositol
bisphosphate) képzddik. PTEN: phosphatase and tensin homolog, foszfatdz és tenzin
homolog: egy lipidfoszfataz.

Ceélkituzeések

Munkank sordn olyan mechanizmusokat probaltunk azonositani, melyek
megmagyarazhatjak, hogy a geldanamycin kezelés hogyan befolyasolja a TrkA receptoron
keresztiil torténd NGF szignalizaciot. Geldanamycinnel kezelt PC12 sejtjeinkben meg
kivantuk vizsgalni:

- a TrkA nagy affinitdisi NGF receptor, mint Hsp90 kliens fehérje szintjének

valtozasat, és ennek hatasat a proteinkinaz B/Akt és ERK1/2 jelatviteli utakra;

- a TrkA-t és Hsp90-t tartalmaz6 komplexek esetleges szétesését;

- az MG-132 proteaszoma gatld azon hatasat, mely szerint képes lehet a TrkA

koncentréci6 valtozasat befolyasolni;
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- a proteinkinaz B/Akt fehérje aktivalhatosdgat MG-132-vel kombinalt
geldanamycin kezelések soran, melynek kapcsan magyarazatot taldlhatnank a
geldanamycin kezelés apoptotikus kovetkezményeire;

- a TrkA sejten beliili eloszlasanak esetleges eltérését a kontroll sejtekétol, mely
megvaltozott jelatviteli folyamatok hatterében allhat;

- munkacsoportunk tovabbi kutatasai soran elemezte a proteaszoma gatlo ERK1/2

foszforilaciot kivaltd hatasat.

Anyagok és modszerek

Reagensek

Minden vegyszer a Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) terméke volt, hacsak kiilon nem
szerepel mas jelzés. Az NGF szarmazési helye az Alomone Labs (Jeruzsalem, Izrael).
Sejtkultura

A PC12 patkany pheochromocytoma sejteket (G.M. Cooper ajandéka), melyek 5 és 15
kozotti passzazsszammal rendelkeztek, miianyag tenyészt6edényekbe illetve Thermanox
(Nalgene Nunc International, Rochester, NY, USA) fed6lemezekre iiltettiik ki 50%-o0s és
30%-o0s konfluenciat elérve. A megfeleld letapadas érdekében 24 oraig a sejteket 10% 16- és
5% magzati borjuszérumot is tartalmaz6 DMEM-ben tenyésztettiikk. A kultarakat 37 °C-0s
homérsékletre beallitott és 5% COz-ot tartalmazd pdarasitott atmoszféraji termosztatban
tartottuk. Mdsnap a szérumban taldlhato novekedési faktorok altal aktivalt jelatviteli
események csillapitdsa érdekében a médiumot 0,5% l6szérumot tartalmazora cseréltiik a
kezeléseket megeldz6 24. oratol.
Immunprecipitdcio és Western blot

Kezelések utan a sejtkultirakat jégen tartott lizispufferben gyiijtottik 6ssze (50 mM
Tris bazis, pH 7,4, 150 mM NaCl, 10% glicerin, 1 mM EGTA, 1 mM Na-ortovanadat, 5SmM
ZnCl,, 100 mM NaF, 10 mg/ml aprotinin, 1 mg/ml leupeptin, 1 mM PMSF, 1% Triton X-
100), majd -20 °C-on taroltuk. A kiolvasztott mintdkat 20 masodperces vortexezéssel
homogenizaltuk. A lizatumokat 40,000 x g —vel centrifugaltuk 20 percen at 4 °C-on, majd
essz¢ kit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A kaszpaz-3 aktivitas méréseihez a sejteket Chaps
sejtextrakcios pufferben homogenizaltuk és az antitest forgalmazodja (Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA) éltal javasolt utasitasok szerint dolgoztuk fel.



Az immunprecipitacibhoz a mintdk egyenlé mennyiségii fehérjét (kb. 0,5 mg)
tartalmaz6 térfogatait 0,5 pg/pul koncentraciora higitottuk lizispufferrel, majd 2 oOrdn at
immunprecipitaciot végeztiink 1 pg anti-TrkA antitesttel (R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) 4 °C-on, lassu forgatas mellett. Az immunkomplexeket ezutan protein A/G PLUS-
agarozgyongyok felszinén (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) kotottik meg
¢s néhany masodperces centrifugalassal gyljtottiik ossze. A tisztitd mosds a gyarto leirasanak
megfelelden tortént, a nemspecifikus Hsp90 szennyezddés minimalizaldsanak érdekében a
munkacsoport altal korabban leirt modon valtoztattunk a feltételeken.

Az egyenlé mennyiségli (az immunprecipitacional emlitett modon, illetve egyszeri
Western blothoz, TrkA kimutatashoz 50 pg, a tobbi esetben 25 pg) osszfehérjébdl higitott
lizatumokat Laemmli-pufferrel (a 4x toérzsoldat: 0,25 M Tris-HCI, pH 6,8, 40 v/v% glicerin,
27,74 mM SDS, 10mM EDTA, 10 mM EGTA és 0,01 v/v% bromfenolkék) kevertiik 6ssze és
100 °C-on denaturaltuk. A mintakat ezutan SDS-tartalmua, 10%-0s (TrkA-hoz 7,5%-0s, a
hasitott kaszpazhoz 18%-os) poliakrilamid gélre toltottiik és elektroforézissel molekulatomeg
alapjan szeparaltuk. A géleket PVDF membranokra (Hybond-P, GE Healthcare, Little
Chalfont, United Kingdom) elektroblottoltuk.

A keresett fehérje immunologiai kimutatasahoz eldszor a membranokat TBS -Tween-
ben (10 mM Tris bazis, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,2% Tween-20) oldott 3% zsirmentes
tejporral blokkoltuk, majd éjszakan at inkubaltuk a megfelel elsédleges antitesttel [anti-
foszfo-p44/42 MAP kinaz antitest a foszfo-ERK1/2 detektalasahoz, anti-Akt és foszfo-Akt
(Ser 473), béta-aktin és foszfo-TrkA (Tyr490), hasitott kaszpaz-3 (Aspl75), (Cell Signaling
Technology), ERK-1 (C-16), vagy ERK-2 (C-14), Trk (C-14), Hsp90 (Santa Cruz
Biotechnology)], melyet a blokkold oldatban higitottunk. Az antiszérumokat 1:1000 aranyban
higitottuk. Eldkisérletek soran ennél a higitasnal az antigén-deficiens (nnr5) sejtekbdl izolalt
mintaknal (anti-TrkA vagy anti-foszfo-TrkA esetében), vagy az elsOdleges antitest
elhagyasakor (minden esetben) specifikus immunjel nem volt tapasztalhatdo a vart
molekulastly-tartomanyban. A nem specifikusan kotédott antitesteket 5-szor 15 perc TBS-
Tween-es mosassal tavolitottuk el. A membranokat ezutdn tormagyokér peroxidazzal
kapcsolt, kecske anti-nyal masodlagos antitesttel (Pierce, Thermo Fischer Scientific,
Rockford, IL, USA) inkubaltuk, melyet 1:10,000 aranyban higitottunk a blokkol6 oldattal.
TBS-Tween-es mosasokat kovetden rontgenfilm expozicioval detektaltuk a kemilumineszcens
(Immobilon Western, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) jelet. A digitalis
dokumentaci6 utan a denzitometriat az ImagelJ szoftverrel végeztiik el (National Institutes of

Health, Bethesda, USA).



A Western blot eredmények kiértékelése

A dolgozatban bemutatott grafikonok a relativ denzitasokat mutatjak a kezeletlen
kontrollhoz képest, az aktin t6ltési kontroll, vagy foszforildlt fehérje vizsgalatanal a nem
foszforilalt forma értékeire normalizalva (egyes esetekben mindkettére). Az abrazolt
szamértékek négy (TrkA, foszfo-TrkA) vagy ot (foszfo-ERK1/2, foszfo-Akt) fiiggetlen
kisérlet atlagai + S.D. (standard deviation, szords). Tobbszords Osszehasonlitdsok soran a
kiilonbségek szignifikancidjat ANOVA modszerrel és Bonferroni korrekcioval vizsgaltuk. A
P < 0,05 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.
A DNS fragmentdcio analizise elektroforézissel

A letapadd, és az uszo/halott sejteket kapardssal a sajat médiumukban egyarant
Osszegytjtottiikk, majd 15 ml-es miianyag csdvekben centrifugaltuk. A feliiluszo eltavolitasa
utan a sejtes frakciot 0,5 ml lizispufferrel (5 mM Tris-HCI pH 7,4, 5 mM EDTA, 0,5 %
Triton-X 100) jégen homogenizaltuk. A detergensben nem old6dé térmeléket centrifugalassal
tavolitottuk el (40,000 x g-vel, 30 percig 4 °C-on), a lizatumot ezutan fehérjéitdl kétszeri
fenolos, majd egyszeri kloroformos extrakciéval mentesitettiik. A DNS-t éjszakan at, -20 °C-
on, 50 ul 3 M-os natrium-acetat (pH 5,5) és 1 ml abszolat alkohol keverékével Kicsaptuk,
majd centrifugalassal kiiilepitettiik (100,000 x g, 30 percig 4 °C-on). Ezutan 0,5 ml 70%-0s
etilalkohollal somentesitettiik a DNS-iiledéket, majd azt vakuumban megszaritottuk, végiil 20
ul Tris-EDTA pufferbe (pH 7,4) vettiik fel. Az esetleges szennyezé RNS-t RNaz A kezeléssel
(2 mg/ml, 37 °C, 60 perc) lebontottuk. A megmaradt DNS fragmentumokat 1,8%-os agardz
gélben elektroforézissel szeparaltuk, és szazszorosan higitott SYBR Gold nukleinsav festék
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) segitségével lathatova tettiik.
Fluoreszcencia mikroszkopia

A kezeléseket egy gyors 37 °C-0s PBS-sel (1,37 mM NacCl, 0,27 mM KClI, 0,43 mM
Na,HPO,47H20, 0,14 mM KH,PO,, pH 7,4) végzett mosassal allitottuk le, amit 1 6ras fixalas
kovetett szobahomérsékleten, 4% paraformaldehidet tartalmaz6 PBS oldatban (pH 7,4). A
felesleges fixaloszert haromszor egymas utan PBS-sel, majd szintén haromszor TBS-sel (50
mM Tris-HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl) mostuk ki. A nemspecifikus kotéhelyeket TBS-ben
oldott 5% zsirmentes tejporral blokkoltuk 1 6ran at 4 °C-on enyhe razas mellett. Az elsddleges
antitesteket (TrkA: R&D Systems, Hsp90: Santa Cruz Biotechnology, foszfo-ERK1/2: Cell
Signaling Technology) 1:500 aranyban higitottuk a blokkol6 oldattal egy éjszakan at 4 °C-on,
ismét enyhe razas mellett. Ezt 6tszori mosas kovette TBS-ben. A fluoreszcens jelet a Cy3-mal
konjugalt, szamar, anti-nyal antitest (Jackson Immuno Research, Cambridgeshire, UK)

hozzaadasa biztositotta, melyet 1:500 aranyban kevertiink a blokkoloé oldathoz. Ennél a
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higitasi aranynal az antigén-deficiens (nnr5) sejtekbdl (az anti-TrkA-nal) illetve a primer
antitest hozzdadasa nélkiil (az Osszes mintandl) nyert metodikai kontroll preparatumok nem
mutattak immunfluoreszcens jelet a mikroszkop beallitott leképezési paraméterei mellett. A
sejtmagokat Hoechst 33342 (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) alkalmazasaval festettiik meg.

A mintakrél egy Olympus FV-1000 I1ézer-pasztazd konfokalis fluoreszcencia
mikroszkop-rendszerrel készitettiink digitalis felvételeket. A reprezentativ teriiletekrdl egy-
egy sikban képeztiink le optikai metszeteket a 40X faziskontraszt objektiven keresztiil.

A P-ERK1/2 immuncitokémia esetében a felvételeken megallapitottuk a sejtmagok
teriiletén taldlhatdo képpontok atlagos intenzitasat Imagel szoftver segitségével (National
Institutes of Health, Bethesda, USA), majd ezt az adott képek atlagos hattérintenzitasahoz
viszonyitva grafikonon abrazoltuk. A kiilonbségek szignifikancidjat ANOVA moédszerrel és

Bonferroni korrekcioval elemeztiik, a P < 0,05 értékeket tekintettiik szignifikansnak.

Eredmények

Korabbi megfigyeléseink ismételten igazoltak, hogy a dimetil-szulfoxid, a
geldanamycin és az MG-132 vivéanyaga nem gyakorolt hatast a megfigyelt paraméterekre az

alkalmazott koncentraciokban (0,025 v/v % a kiilon, és 0,05 v/iv % az egyiittes kezeléseknél).

1. A geldanamycin hatdsa a PC12 patkdny pheochromocytoma sejtekre ido- és dozisfiigga.
A PC12 sejtek id6- és dozisfiiggé modon reagaltak a geldanamycinre. Az irodalmi
adatokhoz hasonloan mi is azt tapasztaltuk, hogy ha a sejteket folyamatosan az antibiotikum
nagyobb, 1,78 uM-o0s (1 pg/ml) dézisaval kezeltiik, azok mar 16 6ra elmultaval apoptozissal
reagaltak, ahogy ezt a kaszpaz-3 aktivacié is mutatta Western blotunkon. Ezen dozis
tizedének (0,178 uM) legalabb 24 6raig jelen kellett lennie a kultirakban, hogy a kaszpaz-3 a
hasitas kezdeti jeleit mutassa, viszont csupan 16 oraig alkalmazva biztonsagosnak bizonyult
¢s nem kovette programozott sejthalal. Ezeket az eredményeket a DNS fragmentacio
analizisével is alatamasztottuk: az apoptozis jelei 1,78 puM (lpg/ml) geldanamycin
jelenlétében észlelhetdek voltak 24 ora elmultaval, a kisebb, 0,178 uM dozis esetén 16 oranal

viszont még nem.



2. A geldanamycin csokkenti a TrkA szintjét.
Ezutan megvizsgaltuk a geldanamycin hatdsat a TrkA NGF receptor expresszios
szintjére az emlitett, apoptozist nem okozo kisérleti feltételek mellett. A sejthalalt még nem

crer

sejtkultiraban Western-blotjaink tantisdga szerint.

3. A proteaszoma gdtlo részlegesen visszadllitia a TrkA fehérje mennyiségét PC12 sejtekben
Amikor az MG-132 specifikusan proteaszomakat gatlo vegyiiletet egyiitt alkalmaztuk
geldanamycinnel, ez utobbinak a TrkA mennyiségét csokkentd hatasa 1ényegesen gyengébb

volt, ahogy ezt Western blotjaink segitségével megallapithattuk.

4. TrkA és Hsp90 disszocidcidja geldanamycin kezelés hatdsdra

A Hsp90 gatlas hatasara bekovetkezett TrkA szint csokkenést latva ugy dontottiink,
hogy megvizsgaljuk a nagy affinitasa NGF receptor és a 90 kDa-0s dajkafehérje egymashoz
valdé kotédését ko-immunprecipitaciés technika segitségével. Mig a TrkA ¢és a Hsp90
kezeletlen PC12 sejtekbdl szarmazé mintakban egyiitt precipitalodtak a kisérlet soran,
geldanamycin kezelés utan interakcidjuk mar nem volt megfigyelhetd. Proteaszoma gatld és a
Hsp90 gatld egyiittes hozzaadasa esetén ez a kapcsolat nem jott ujra létre. A TrkA

receptorhoz kot6do chaperone mennyiségének csokkenését nem a dajkafehérje sejten beliili

crer

5. A proteaszoma funkcio gatlasa visszadllitia az NGF indukalta TrkA foszforilaciot
geldanamycinnel kezelt PC12 sejtekben

Annak érdekében, hogy megtudjuk, a lebontastol MG-132 altal ,,megmentett” TrkA
fehérje még mindig aktivalhato-e NGF-fel, Western-blot vizsgalatokat végeztiink a TrkA
foszforilalt formajara specifikus antitestekkel a geldanamycin és MG-132 kezeléseket
kovetéen. A geldanamycinnel blokkolt TrkA foszforilaci6 NGF altali indukdlhatdsaga a
proteaszomak egyidejli gatlasaval sikeresen visszaallithato volt. S6t, a geldanamycinnel és
MG132-vel egyarant kezelt mintakbdl szarmazoé lizdtumokban a TrkA foszforilacio NGF
altali indukalhatosdga még erdsebbnek is mutatkozott, mint ahogy azt a novekedési faktoron
kiviil mas szerrel nem kezelt kontroll tenyészetekben lattuk. Ez a megfigyelés 6sszhangban all

a Song ¢és mtsai (2009, 2011) altal az MG-132-nek a TrkA-ra gyakorolt hatasardl leirtakkal.



6. Az ERK 1 és 2 foszforilacio csokkenése geldanamycin kezelést kovetoen

Ezek utan tovabbi Western blotok segitségével megvizsgaltuk, a visszatért NGF altali
TrkA aktivacio sikeresen atadodik-e a jelatviteli uton lejjebb talalhato proteinkinaz kaszkad
tagjainak geldanamycinel és MG-132-vel egyarant kezelt sejtekben. Az ERK 1 és 2
foszforilacigjanak kimutatdsa, mely az NGF jelatviteli hatasdnak konnyen megfigyelhetd
fokmérdje, felfedte, hogy az apoptdzist még nem okozoé alacsony dozisu és rovidebb idejii
geldanamycin kezelés mar jelentésen meggyengitette az NGF altal indukalt ERK 1 és 2

aktivaciot.

7. A proteaszoma funkcio gatlasa helyredllitia az NGF dltal indukdlt ERK1/2 foszforildciot
geldanamycinnel kezelt PC12 sejtekben.

Western blotok tanusaga szerint Hsp90-gatloval egyiitt adott MG-132 proteaszoma
gatldo vissza tudta allitani az ERK1/2 NGF hatasara létrejové aktivacidojat a pusztan
geldanamycinnel és NGF-fel kezelt sejtkultirakhoz képest. Az ERK foszforilacio
proteaszoma gatlasnal némileg megemelkedett alapszintje az MG-132 ERK aktivaciot kivaltd
hatasaval magyarazhaté meg. A membranok ujboli vizsgalata a nem foszforilalt, azaz teljes
ERK1/2 frakciora kizarta, hogy az ERK 1/2 foszforilacié megjelenitett kiilonbségeit géltoltési
eltérések, vagy egyéb technikai hibak okoztak volna.

8. A geldanamycin kezelés gdtolja az Akt foszforilaciot.
A Hsp90 dajkafehérje gatlasa miatt nemcsak az ERK1/2, hanem a proteinkinaz B/Akt
NGF altal kivaltott aktivacioja is sériilt. Az Akt alapszintli foszforilacidja is lecsokkent egy

alig érzékelhet6 szintre geldanamycin kezelés utan. (Western blot)

9. A proeaszomak gdatlisa nem dllitia helyre a proteinkindaz B/Akt NGF dltal indukadlt
foszforilaciojat geldanamycinnel kezelt PC12 sejtekben.

Western blotjaink tantsaga szerint, amikor az MG-132 proteaszoma gatlot a
geldanamycinnel egyiitt ugyanolyan koriilmények kozott alkalmaztuk, mint amelyek hatasara
az NGF altal okozott ERK1/2 aktivacio visszatért, a proteinkindz B/Akt foszforilacid
novekedés nem allt helyre NGF adasa utan. Az alapszintli Akt aktivacidé azonban magasabb
volt proteaszoma gatloval tortént elokezelés utan, ahogy ezt korabban Moises €s mtsai (2009)

is kimutattak.
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10. A TrkA fehérje sejten beliili eloszlisa megviltozik geldanamycinnel és MG-132-vel
kezelt PC12 sejtekben (immuncitokémia).

Az MG-132 proteaszoma gatlo és a geldanamycin egyiittes alkalmazasa hatékonyan
megvédte a degradaciotol a TrkA fehérjék jelentds hanyadat, ahogy ezt Western blotjaink is
mutattdk. A ,,megmentett” TrkA intracellularis lokalizacidja azonban dramai kiilonbségeket
mutatott a kezeletlen PC12 sejtek immunpozitiv mintazatahoz képest. A nem kezelt kontroll
sejtekben a TrkA jelentés hanyada a sejthartya kozvetlen kdzelében volt megfigyelhetd. A
Hsp90 gatlé geldanamycinnel kezelt sejtek TrkA jele az egyes sejtek szintjén alig detektalhatod
volt. A geldanamyicinnel és az MG-132 proteaszoma gatloval egylittesen kezelt kulturak
sejtjeiben a TrkA immunreaktivitas visszanyerte a kontrollban latott er6sségét, de az mar nem
a sejthartya mentén volt intenzivebb, hanem egyenletesen megoszlott az egész citoplazmaban.
Az dnmagaban alkalmazott proteaszoéma gétlas nem volt hatassal a TrkA eloszlas sejten beliili
mintazatara a kezeletlen kontrollhoz képest. (A P-TrkA intracellularis lokalizacidjat sajnos
nem tudtuk megvizsgalni, mert a Western blot soran hasznalt antitest a gyarto leirasa szerint
nem alkalmas immuncitokémiai modszerek véghezvitelére, amit ismételten sikertelen sajat

probalkozasaink is alatimasztottak.)

11. A Hsp90 PCI12 sejteken beliili megoszlisa megvaltozik geldanamycin és MG-132
kezelés hatdasdara (immuncitokémia).

Miutan észleltiik a TrkA eloszlas valtozasait, megvizsgaltuk a Hsp90 sejten beliili
elhelyezkedésének valtozasait is. Kezeletlen sejtekben és geldanamycin hatasara a Hsp90
immunjel féleg a citoplazma feletti, egyenletes megoszlast mutatott. Miutdn azonban a
geldanamycin kezelést MG-132-vel is kombinaltuk, a Hsp90 inkabb a citoplazma perifériajara
helyezddott at. Az egyszerii proteaszoma gatlo kezelés nem volt hatassal a Hsp90 immunjel
intracellularis mintazatara a kezeletlen kontrollhoz képest. A Hsp90 fehérje szintjét nem
befolyasoltak a geldanamycin és/vagy MG-132 kezelések, ezt a korabbi Western blotjaink is
igazoltak.

12. Az MG-132 proteaszoma gdtloval kiviltott ERK1/2 foszforilacio kinetikaja PC12
sejtekben

Az dnmagaban torténé MG-132 kezeléseknél észlelt ERK1/2 aktivaciot Hashimoto és

mtsai (2000) nyoman kutatocsoportunk tovabbi munkaja soran tiizetesebben is vizsgaltuk. A

sejtek kiilonbozo idejit MG-132 kezelései utan anti-foszfo-ERK1/2 antitestekkel végeztiink

Western blot vizsgalatokat. Az ERK1/2 a kezeletlen kontrollhoz képest emelkedett
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foszforilacigja mar 15 perc elteltével észlelhetd ¢és ezutan elnyujtott jellegi volt, a
mérsékeltebb szintrél felemelkedve a 6 ords eldkezelésnél jelentkezd csuccsal. 24 ora
elteltével az aktivacid szintje még mindig magasabb volt, mint a kezeletlen tenyészetekben. A
kiilonb6zé mintdk teljes ERK1/2 tartalmat ugyanazon a membrdnon megvizsgalva

normalizaltuk a denzitometrias analizis értékeit.

13. A foszforilalt ERK1/2-nek a PC12 sejtek magjaba torténd dthelyezddése az MG-132
proteaszoma gatlo hatdasara

A foszfo-ERK1/2 sejten beliili megoszlasanak valtozasat MG-132 el6kezelés utan
fluoreszcens immuncitokémia segitségével vizsgaltuk. Kezeletlen tenyészetekben a gyenge jel
féleg citoplazmatikus elhelyezkedésti volt. A 6 6ras MG-132 proteaszoma gatldo kezelés
megnovelte a citoplazmatikus és a sejtmagban taldlhaté aktivalt ERK1/2 mennyiségét,
hasonldan a 3 6ras NGF kezeléshez. A foszfo-ERK1/2 magba torténd ezen athelyezddése és
fenntartott aktivacidja alatamasztja azt a jelenséget, mely szerint az MG-132 kezelés az NGF-

hez hasonléan nyulvanyok ndvekedését eredményezi PC12 sejtekben.

Diszkusszio

Kutatasunk eredményeivel igazoltuk, hogy a vad-tipusu PCl12 patkény
pheochromocytoma sejtek geldanamycinnel vald kezelése a TrkA fehérje szintjének
csokkenéséhez vezet, még joval a programozott sejthaldl folyamatinak kezdete eldtt. A
kiilonbozo sejtvonalak, példaul a PC12 sejtek érzékenysége a szerre a klonalis kiilonbségek, a
passzazsszam ¢és a tenyésztési koriilmények fiiggvényében valtozhat. A geldanamycin
altalunk alkalmazott doézisa csak tizede volt annak, amit més kutatécsoportok apoptdzis
kivaltasara hasznaltak. Az A&ltaluk leirt kezelési idoket tovabba koriilbeliil harmadéaval
csOkkentettiik. Az enyhébb kezelés ellenére az NGF okozta ERK1/2 és proteinkindz B/Akt
stimulaci6 egyarant gatlodott ezen koriilmények kozott.

Az MG-132 proteaszoma gatld egyidejii hozzdaddsa segitett magasabban tartani a
valamint a receptor NGF altali foszforilaciojat ismét lehetové tette. A TrkA NGF-fel kivaltott
aktivacioja még intenzivebb is volt a geldanamycin és proteaszoma gatld kettdsével kezelt,
mint az elékezelésben nem részesiilt PC12 sejtekben. Az MG-132 proteaszoma inhibitor NGF

hatast felerdsitd képességét Song és mtsai (2009, 2011) is feltartdk. Mindazonaltal az NGF
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Trk-re kifejtett aktivald hatdsa a geldanamycinnel és MG-132-vel egyarant elOkezelt
kultirdkban csak az ERK1/2 irdnyaba vezetddott tovabb a jelatviteli utakon, a proteinkinaz
B/Akt-ra viszont nem.

Kezeletlen PCI12 sejtekben a TrkA jel intracellularis eloszlasa az eldzetes
elvarasoknak megfelelden citoplazmatikus volt, mikozben az immunpozitivitas jelentds része
a periféria felé, a sejthartya kozvetlen kozelében tomoriilt. A Western blot eredményeknek
megfelelden a TrkA immunjel geldanamycin hatdsara jelentdsen gyengébb lett, de visszanyert
er6sségébdl, ha a Hsp90 antagonista kezeléssel egyidejlileg az MG-132 proteaszoma gatlo is
jelen volt. A visszatérd intenzitas ellenére a TrkA eredeti, sejtmembranhoz asszocialt
frakciojat az MG-132 nem allitotta helyre a geldanamycinnel kezelt sejtekben. A TrkA ezen
ujonnan szerzett sejten beliili pozicioja felveti annak lehetdségét, hogy ez lehet a jelatviteli
utak mentén lefelé mutaté kapcsolddasok megvaltozasanak hatterében. Erdekes modon, a
geldanamycinnel és MG-132-vel egylitt kezelt sejtekben a Hsp90 egy ellenkezd iranyu
eltolédast mutatott a sejthartya felé. Jelenleg csak taldlgathatjuk ez utobbi megfigyelés
jelentoségét. Lehetséges, hogy az MG-132 egy igen hidroféb vegyiiletként elsdsorban a
citoplazma periférias régioit éri el diffuzioval. Itt a Hsp90 partner fehérjéinek felgyiilemlését
okozhatja, melyeket a geldanamycin kiszakitott a dajkafehérjével alkotott komplexbdl, de az
MG-132 megmentett a proteaszomalis lebomlastol. Ezen fehérjék felhalmozodasa a Hsp90
kompenzatoérikus atrendezddését eredményezheti ugyanabba az irdnyba. Ez egy olyan
jelenség, mely méltan szamithat tovabbi figyelmiinkre.

Ismeretes, hogy a multimolekularis komplexek szervezddése jelentdsen noveli a sejten
beliili jelatvitel hatékonysagat. A TrkA megvaltozott intracellularis elhelyezkedése
geldanamycinnel és MG-132-vel egylittesen kezelt sejtekben felveti annak lehetdségét, hogy a
TrkA proteinek jelentés hanyada nincs elég kozel a sejthartydhoz ahhoz, hogy 0Osszes
célfehérjéjét és jelatviteli Utjai tovabbi kaszkadjait hatékonyan stimuldlni tudja. Jullien és
mtsai (2003) leirtak, hogy a gp140 TrkA a TrkA egyetlen olyan formaja, mely a PC12 sejtek
felszinén detektalhatd. Vizsgalataik sordn az NGF kezelés megkezdése utan 15 perccel a
receptor ezen tipusanak 70%-a eltlint a sejt felszinérdl. Grimes és mtsai (1996) hasonlo
eredményei szerint a korabban a sejtfelszinen megjelolt receptorok 66%-a az NGF kezelés 20.
percében mar a sejt belsejében tartozkodott. Jelenleg nem tudjuk pontosan megmondani, hogy
a geldanamycinnel kezelt sejtekben proteaszéma gatlassal megmentett TrkA receptorok miért
nem tértek vissza eredeti, sejthartydhoz asszocialt pozicidjukba. Tobb olyan pont is létezik a
TrkA szokasos ¢és mindemellett dinamikus forgalmdban, ahol a proteaszomdk gatlasa

beavatkozhat a torténésekbe. Sommerfeld és mtsai (2000) kisérleteiben a TrkB, az agyi

13



neurotrofikus faktor (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) receptora a ligand kot6dését
kovetden szintcsokkenést mutatott. Ez a folyamat a proteaszomak gatlasaval megeldzhetd
volt. NGF adagoldsa utdn a TrkA gyorsan ¢és tranziens modon ubikvitinalédik, és mar
kimuttak, hogy proteaszomak segitségével torténd de-ubikvitindlodasa utdn lizoszémalisan
lebomlik. Itt a p62 nevii strukturalis protein ingdzo fehérjeként miikkodik kozre a TrkA
internalizacidjaban és transzportjadban. A sejtbe valdé bejutas utan a kovetkezd 1épcsd a
koraibdl a kés6i endoszomaba vald atjutds, majd multivezikularis testecskékbe, végiil a
lizoszomalis degradacio kovetkezik. Ez utdbbi alternativaja lehet a TrkA visszajutdsa a korai
endoszomabdl a sejthartyaba recirkulalé endoszémak segitségével.

sejten beliili endoszomékban elhelyezkedd katalitikusan aktiv Trk fehérjék segitik el6. Ezzel
ellentétben a talélési valaszokat az aktivalt receptorok sejt felszinén -elhelyezkedve
kezdeményezik, ahonnan a proteinkindz B/Akt elnyujtott aktivaciojat idézik eld. A TrkA és az
intracellularis jelatvivé molekuldk kozotti kolcsonhatdst mind az aktivalt receptorok
foszfotirozin oldallancai, mind a TrkA fehérje elhelyezkedése befolyasolja. Az aktivalddott
receptor alegységek foszforilalodott tirozinjaik segitségével tobb enzimet és egyéb jelatvivo
fehérjét tartalmazé komplex felépiilését teszik lehetdvé. A TrkA megvaltozott sejten beliili
eloszlasa, a fehérjelokalizacio szempontjabodl legaldbbis, megmagyarazhatja, hogy a receptor
NGF okozta aktivacioja miért nem vezetett a proteinkinaz B/Akt foszforilacidjahoz az emlitett
koriilmények kozott.

Az MG-132 hatésainak felderitéséhez munkacsoportunk tovabb folytatta kisérleteit,
melynek nyoman fény deriilt arra, hogy a proteaszoma gatld6 az NGF-hez hasonlé mddon
elnyujtott jellegii ERK1/2 foszforilaciot valtott ki annak sejtmagba torténd athelyezodésével
parhuzamosan. Az ERK ezen viselkedése PC12 sejtekben neuritndvekedéshez, illetve idegi
nyulvanyképzddést indukalt ezekben a sejtkultarakban. Tovéabb vizsgaltuk azt is, hogy az
NGF receptor- ERK kaszkad tengely mely elemei sziikségesek a leirt aktivacidhoz, kiilon
figyelmet forditottunk a Src nonreceptor-tirozin proteinkinazra.

Kisérleteinkkel ravilagitottunk arra, hogy a fehérje-fehérje interakciok, a multiprotein
komplexek Iétrejotte, ezen beliil is az ubikviter Hsp90 fehérjét tartalmazo heteromultimerek
szervezédése létfontossagi a jelatviteli folyamatok szempontjabél. Ugy hissziik, hogy
megfigyeléseink eldsegithetik a geldanamycin és az MG-132, e két jelentdés emberi terapids

potenciallal rendelkezd szer hatdsmechanizmusainak megértését.
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