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BEVEZETES

A sejtek kornyezetiikkel folytonos kdlcsonhatasban €lnek, onnan szamos extracellularis
inger ¢éri Oket, melyek befolyasoljak az egyes sejtek kozotti kommunikaciot, és a tobbsejtii
szervezet 0sszehangolt miikodését. A sejtek kozott zajlo jelatviteli folyamatok jelentds hanyada
kémiai anyagok kozvetitésével torténik (pl. novekedési faktorok, citokinek, hormonok,
neurotranszmitterek), amit igy kémiai jelatvitelnek, vagy szignaltranszdukcionak neveziink. A
szignaltranszdukci6 sordn a jeltermeld sejt jelatviteli anyagot (ligand) képez, ami valamilyen
modon eléri a célsejtet €s kotddik annak a ligandra specifikus receptorahoz. A sejtek kozotti,
vagy intercellularis jelatvitelt kovetéen a ligand receptorhoz kotddésének kovetkeztében
megkezdddik a sejten beliili, vagy intracellularis jelatvitel. A jel gyakran a sejtmagba is bejut,
ami kovetkeztében génexpresszios valtozas torténhet. A kivaltott jelek ereddjeként a sejt

biologiai valaszt ad az 6t ért hatasokra.

1. A CREF csaldad neuropeptidjei

A kortikotropin-felszabadité faktor (angolbdl: CRF) ligand csaldd tagjai a CRF, az
urokortinok (UCN), az urotensin I és a sauvagine. Maga a CRF egy 41 aminosavbol allo peptid,
neuropeptidjei szerepet jatszanak a hipotalamusz-agyalapi mirigy-mellékvese tengely
szabalyozasaban, a szervezet stresszre adott valaszdnak, valamint az immunvalasz
kialakitasaban. Tovabba pozitiv hatdssal vannak a kardiovaszkuléris rendszerre és modulaljak
a gasztrointesztinalis funkciokat, valamint a gyulladasi folyamatokat emldsokben. A CRF
csalad ligandjai és receptoraik expresszalddnak a kdzponti idegrendszerben, valamint periférias
szovetekben is megtalalhatoak ugy, mint a szivben, borben €s a vazizomban. Ez a széleskorii
expresszio tikkrozi, hogy a CRF és rokon peptidjei milyen fontos szerepet jatszhatnak a
szervezet stresszre adott valaszanak kialakitdsdban, valamint olyan patofizioldgids
allapotokban, mint a depresszid, a szorongas ¢és az anorexia. A CRF ¢és az urokortinok
aktivitasat egy szekretalt fehérje, a CRF-kotd fehérje (CRF-BP, azaz CRF-binding protein) is

szabalyozza, mely a csalad peptidjeinek CRF receptorokhoz valo kotodését regulalja.



2. Urokortinok

Vaughan ¢s munkacsoportja 1995-ben szamoltak be ujfajta CRFR (CRF receptor)
ligandokrdl, az urokortinokrol. Az urokortinoknak harom f6 tipusa ismert, az urokortinl
(UCN1), UCN2 (vagy angolul stresscopin-related peptide) és az UCN3 (vagy stresscopin).
Génjeik mas-més kromoszoéman helyezkednek el, expresszidjuk prekurzor fehérjéket
eredményez, melyek N-termindlis vége szignal peptidet tartalmaz, ami végiil proteolitikus
hasitas aldozataul esik. Az érett fehérjék hossza 38-43 aminosav kozott valtozik. A 40 aminosav
hosszi UCNI talnyomorészt az agyi Edinger Westphal magok sejtjeiben expresszalodik, de
periférias szovetekben is megtalalhatd, mint a gyomor-bél rendszer, a szivizom, a herék, a
csecsemOmirigy, a bor és a lépben. Az UCN2 expresszalodik a hipotalamuszban, az
agytorzsben és a gerincveloben. Ezenkiviil a vérsejtekben, a szivben és a mellékvesében
fejezodik még ki a peptid a periféridan. Az UCN3 a hipotalamuszban és az amygdalaban
termelddik, mig a periférias szovetek koziil a gyomor-bél rendszer és a hasnyalmirigy sejtjei
szintetizaljak. Az urokortinok CRF receptorokhoz kotddnek, de eltérd affinitassal. Az UCNI in
vitro mindkét tipusi CRF receptorhoz kozel azonos affinitassal képes kotddni, azonban a
CRFR1-hez 10-szer er6sebben, mint maga a CRF. Az UCN2 ¢s UCN3 a CRFR2 felé mutatnak
kotddeési preferenciat, nagyjabol hasonl6 affinitassal, mint a CRF. Magasabb koncentracidban

azonban az UCN2 a CRFR1 aktivalasara is képes.

3. CREF receptorok

A CREF ligand csaladd peptidje1 Bl-tipusti, G-protein kapcsolt receptorokat (GPCR)
hasznalnak jeltovabbitasra. A CRF receptorokat egyetlen peptidlanc hét transzmembran o-
hélixe horgonyozza ki a sejtmembranba, vagyis heptahelikalis szerkezetliek. A receptorok két
o tipusat kiilonboztetjiik meg, melyeket két kiilonbozé gén kodol, és a fehérjéket CRFRI1,
valamint CRFR2 roviditéssel jeloljiik. A GPCR csalad tagjait 15 gén kodolja emberben,
ligandjaik polipeptid természetli hormonok, melyek tipusosan parakrin vagy autokrin médon
fejtik ki hatdsukat. Heterotrimer G-fehérjéket hasznalnak a jel tovabbitasra. Szerkezetileg a
CRFRI1 és CRFR2 receptorok aminosav szekvencidja nagyjabol 70%-ban azonos, az N-
terminalis extracellularis doménjlikben azonban nagyobb eltérést mutatnak. Ez 6sszhangban
van a receptor izoformak egymastol kiilonbozé farmakologiai tulajdonsagaival ¢és
szelektivitasukkal, amit agonistakkal szemben mutatnak. Ezek a tulajdonsagok pedig fontos
szerepet jatszanak a receptorok altal kozvetitett fiziologias hatasok szabalyozasaban. Mindkeét

tipust receptor jelen van a kozponti idegrendszerben, a CRFR1 azonban dominansabb, elterjedt



az agykéregben, a kisagyban, a hippokampuszban, az amygdaldban és az agyalapi mirigyben.
Ezzel szemben a CRFR2 tilnyomorészt a lateralis septumra €s a hipotalamusz teriileteire
korlatozodik, de periférias szovetekben is expresszalodik Gigy, mint a sziv, bor, tiidd, gyomor-
bél rendszer, érrendszer €s a vazizom teriiletén. A CRF receptorok expresszidjat szdmos human
daganat tipusban megfigyelték, igy melandmaban, kissejtes tlidorakban és neuroblasztéma

esetében.

4. A cAMP/PKA és az ERK1/2 jelatviteli utak CRF receptorok altali aktivacidja

A ligand CRF receptorhoz kotédésének hatasara altaldban stimulald G fehérje (Gs) jon
mikodésbe. Ez a receptorrol levalva aktivalja effektorat, az adenilat-ciklazt, ami ATP-bdl
cAMP-t hoz létre. A cAMP beinditja a protein kindz A-t (PKA), ami szdmos célfehérjét
foszforilal gy, mint pl. a CREB (CRE-kot0 fehérje) transzkripcios faktort. Azonban mas tipusu
G fehérjék is részt vehetnek a receptor €s az effektor kozotti jeltovabbitasban. Ilyen példaul a
Gq altal kozvetitett foszfolipaz C (PLC) stimulécid €s inozitol-foszfatok képzddése a here
Leydig sejtjeiben €és a placentaban.

Az ERKI1/2 (extracellularis szignal-regulalt kindz 1/2) fehérje aktivacidja 1is
megtorténhet CRF receptorok kozvetitésével. Az ERK1 44 kDa molekula tomegli, mig az
ERK2 egy 42 kDa-os szerin/treonin specifikus proteinkindz. A szakirodalom alapjan a CRF
csaldd neuropeptidjei altal indukalt ERKI1/2 aktivaldo foszforilaci6 mechanizmusa
nagymeértkében sejttipus fiiggd folyamat. Ebben szerepet jatszhat a MEK1/2 (mitogén-aktivalt
protein kindz/extracellularis szignal-regulalt kindz 1/2), tovabbd a cAMP-fiiggd PKA is. Az
ERK1/2 cAMP/PKA-fiiggd aktivacidjat szamos sejtes rendszerben megfigyelték, igy példaul a
hippokampusz neuronjaiban, bizonyos esetekben azonban a PKA gatolja az ERKI1/2
aktivaciojat. CRFR1-el transzfektalt CHO sejtekben az UCNI1 indukalt CREB foszforilacio
PKA inhibitor H89 kezeléssel gatolhatod, az ERK1/2 foszforilacidé viszont nem. Ez arra utal,
hogy ebben a sejttipusban a CRFR1 altal kozvetitett MAPK jelatvitel PKA fiiggetlen. Az
urokortin ¢s CRF-indukalt ERK1/2 aktivaciot szdmos sejttipusban leirtdk gy, mint patkany
szivizomsejtekben, agykérgi (kortikalis) neuronokban, human myometrium sejtekben, vagy
CRFR1-et expresszald HEK293 sejtekben. Az is ismert a szakirodalmobdl, hogy a CRFR2-t
expresszalo CHO sejtekben a CRF ligandok altal indukélt ERK1/2 foszforilacio MEK inhibitor
PD98059 jelenlétében gatolhatd, ami arra utal, hogy a MAPK kaszkad CRFR2 kozvetitett
aktivacioja MEK filiggd. Tovabba a CRF receptorokon keresztiili MAP kindz foszforilacioban



fontos szerepet jatszhat a PI3K (Foszfatidilinozitol 3-Kinaz) enzim, hiszen a PI3K inhibitor

Ly294002 eldkezelés csokkenti a sauvagine-indukalt ERK1/2 foszforilaciot.

5. Humadan sejtvonalak

Ahogy azt mar korabban emlitettiik, a CRF csaldd neuropeptidjei fontos szabalyozoi
szamos bioldgiai folyamatnak, Gigy, mint a stresszvalasz €és az immunvalasz kialakitdsa, a
gyulladasi folyamatok koordinéalasa, ¢és a taplalkozas folyamatanak kézponti regulécidja. A
felsorolt tényezok mindegyikének sz€élsdséges eltérései (pl. kronikus stressz és/vagy gyulladas,
illetve tulsuly) a daganatok kialakuldsanak ismert eldmozditoi. A szakirodalom alapjan ismert,
hogy a CRF csalad tagjai és receptoraik szamos daganat tipusban kifejezédnek, de normalis
szovetekben is megtaldlhatoak. Hatassal vannak a sejtek osztodasi képességére-, talélésére, az
attétképzésre, vagy az apoptozisra. Ha ezen rendszerek finoman hangolt irdnyitasa elveszik, az
daganatok kialakuldsahoz vezethet. Ezen lehetséges hatasok tekintetében vizsgaltuk az
urokortin altal indukalt bioldgiai valaszt, és annak jelatviteli mechanizmusat human daganatos

sejtvonalakban (MCF7 és HeLa sejtek).

CELKITUZESEK

PhD munkam soran az alabbi célok elérését tiztem ki:

e Az urokortin bioldgiai hatasainak sejt- és molekularis szintli tanulményozéasa emberi,
daganatos (MCF7 és HeLa) sejtvonalakban.

e A human urokortinl (HU) jelatviteli haldzatainak tovabbi feltérképezése a hasznalt
sejtvonalakban.

e A CRF receptor izoformdk expresszidjdnak ¢és lokalizacidjanak vizsgalata a
tanulmanyozott human sejtvonalakban, tovabba a receptorok kozvetitdé szerepének
meghatarozasa a human urokortin jelatvitelében.

e Az urokortin ismert, sejtosztddas szabalyozasdban betoltott lehetséges szerepének
vizsgalata az alkalmazott sejtvonalakban.

e Annak meghatarozasa, hogy mely jelatviteli utak vesznek részt a human urokortin

jelatvitelében, kiilonds tekintettel az ERK fehérjére. (A szakirodalom alapjan ugyanis



ismert, hogy urokortin kezelés hatdsdra ERK foszforilaciéo indukalddik szadmos
sejttipusban, ami viszont a sejtosztddas egyik f6 szabalyozoja.)

e A heterotrimer G-fehérje-k6té6 CRF receptorok altal indukalt jelatviteli utak és a
Ras/ERK jelatviteli ut lehetséges 0sszekottetéseinek feltarasa.

e A human urokortin kezelés altal indukalt biologiai valasz (sejtproliferacid esetleges
szabalyozasa) molekuldris mechanizmusanak feltardsa a sejtciklus szabalyozasaban

kulcsszerepet jatsz6 fehérjék (pl. pS3, Rb és E2F-1) vizsgalataval.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteinkhez ATCC (American Type Culture Collection) eredetli human MCF7
emldkarcinoma és HelLa adenokarcinoma sejteket hasznaltunk, melyeket Prof. Dr. Szeberényi
Jozsef biztositott szdmunkra. A hasznalt vegyszerek nagy részét a Sigma-Aldrich (a Merck
csoport tagja, Budapest, Magyarorszag) cégtdl vasaroltuk, hacsak az nincs masképp jeldlve. A
human urokortint a gyart6 utasitdsai szerint 10%-os ecetsavban oldottuk fel. A MEK gatl
U0126, a PKA inhibitor H89 (Cell Signaling Technology) ¢s a CRFR1-specifikus antagonista
Antalarmin DMSO-ban, mig a CRFR2-specifikus Astressin2b inhibitor desztillalt vizben lett
feloldva. Az aktivalt fehérje kimutatdsa Western blot analizissel tortént. A vizsgalt fehérje
sejten beliili lokalizaciojat 1ézer pasztazo konfokalis fluoreszcencia mikroszkoppal detektaltuk.

A sejtszam meghatarozasa CellTiter-Glo 2.0 ATP-essz¢é és MTT festék hasznalataval tortént.

EREDMENYEK ES MEGBESZELES

CRF receptorok expressziojanak vizsgalata

Western immunoblot modszer ¢és a CRF receptor izoformékat specifikusan felismerd
antitestek hasznalataval detektaltuk a CRFR1 és CRFR2 expressziojat mindkét altalunk vizsgalt
human sejtvonalban (MCF7 és HelLa). A CRFR1 és CRFR2 sokféle biologiai hatas
kozvetitésében jatszanak szerepet, ami nagymértékben ligandtdl €s sejttipustol fiiggd folyamat.
Cloudman melandémasejtekben a CRFR1 példaul sejtosztodasat gatld hatasat kozvetit, mig mas

tumorsejtek esetében fokozza a sejtproliferaciot.



CRFRI és CRFR? lokalizacidjanak vizsgalata

Lézer pasztazd konfokalis fluoreszcencia mikroszkopia és a CRF receptorokat
specifikusan felismerd antitestek hasznalataval detektaltuk a CRFR1 és a CRFR2 sejten beliili
lokalizaciojat. MCF7 sejtekben az immunreaktivitds mindkét CRF receptor esetében
citoplazmatikus eloszlasu, a CRFRI1 esetében maximalis jelintenzitissal a citoplazma
periférigja felé, illetve helyenként kifejezetten a plazmamembran mentén halmozdédik. A
CRFRI sejtmembran menti lokalizaciojat korabban mar masok is leirtdk. A CRFR2 immun-jel
sz¢élesebb eloszlasi mintazatot mutat, granularis megjelenésii €s a citoplazma mélyebb rétegeibe
is benyulik. HeLa sejtekben mindkét CRFR izoforma jelen van a sejtmembranok mentén, erds
citoplazmatikus immunreaktivitast mutatva. Ebben a sejttipusban a CRFR1 immun-jel durvabb,
mig a CRFR2 finomabb szemcséket tartalmaz. A CRFR1 mRNS szinti expresszidjat Graziani
¢s munkatarsai is kozzétették korabbi tanulmanyukban. Koureta és munkatarsai pedig CRFR2
immunreaktivitast detektaltak MCF7 sejtek membranjaban. Annak ellenére, hogy a tenyésztési
koriilmények ¢és az immuncitokémiai 1épések teljesen azonosak voltak a két sejvonallal végzett
immunfluoreszcens kisérleteink soran, mégis adddtak kiilonbségek a CRF receptor izoformak

jeleloszlasaban. Ezek az eltérések sejttipustol fliggd, specifikus tulajdonsagoknak tudhatok be.

HU-indukdlt ERK1/2 foszforilacio idokinetikdaja Western blottal

MCFT7 sejtek kezelése 10 nM végkoncentracidju human urokortinnal (HU10) ERK1/2
foszforilacidt indukalt 5 perccel a peptid hozzdadasa utdn, majd a jelintenzitds visszaesett a
kezeletlen kontroll koriili szintre. HeLa sejtekben a 15 perces HU10 kezelés indukalt markans
ERK1/2 foszforilaciot, majd a jelintenzitds gyorsan visszaesett az alapszint koriili értékre. Az
urokortin-indukalt ERK1/2 aktivacié védi az izolalt patkany szivet ischaemias és reperfzids
sérilésekkel szemben, de stresszhez vald adaptacid, neuroprotekcid, és az apoptozis
szabalyozéasa kapcsan is leirtdk mar szerepét. Tovabba az is ismert, hogy PC12 sejtekben az

atmeneti ERK1/2 aktivacié fokozza a sejtek osztodasi képességét.

HU-indukdlt ERK1/2 foszforilacio dozisfiiggése

A Western blottal kapott felvételek azt mutatjak, hogy MCF7 sejtekben a 10 nM ¢és a

crc

nincs szignifikdns kiilonbség a két kezelési koncentracio altal indukalt hatas kozott, igy nem

tartottuk indokoltnak a téményebb koncentracio alkalmazéasat. HeLa sejtek esetében is a 10 nM-



os kezelési koncentracio bizonyult a leghatékonyabbnak, ami az irodalmi adatok alapjan is

idealis dozis.

MEK gatlas hatisa a HU-indukalt ERK1/2 aktivaciora

Az MCF7 és HeLa sejtek elokezelése MEK inhibitor U0126-tal teljesen megsziintette a
HU ERK1/2-t foszforilalo hatasat, s6t az alap ERK1/2 foszforilaci6 mértékét is jelentds
mértékben csokkentette. Western blottal nyert eredményeink alapjan a MEK fehérje
kulcsszerepet jatszik a HU-indukalt ERK1/2 aktivacioban MCF7 ¢és HeLa sejtekben is.
Hasonlo, urokortin indukalt ERK1/2 foszforilaciot gatld hatast tapasztaltak Karteris és

munkatérsai is, U0126 jelenlétében tenyésztve human méhizomzat sejteket.

PKA gatlas HU-kezelt sejtekben

Western blottal vizsgalva MCF7 sejtekben a HU-indukalt maximalis (5 perc) ERK1/2
foszforilacid szignifikdnsan gatolhaté volt PKA inhibitor H89-cel. HelLa sejtekben nem
tapasztaltunk hasonl6 gatlast az inhibitor jelenlétében. Eredményeink alapjan MCF7 sejtekben
a HU altal indukalt ERK1/2 foszforilaci6 PKA fiiggd folyamat. A szakirodalom alapjan a CRF
receptor izoformakon keresztiil indukalt ERK1/2 aktivacid6 PKA fliggése sejttipusonként
valtozik. Idegsejtekben az ERK1/2 foszforilaciot a cAMP/PKA jelatviteli ut kdzvetiti, mig egér
szivizomsejtekben a MAPK aktivaciéo PKA fiiggetlen folyamat.

A CRFRI és a CRFR? szelektiv gatlasa

Az MCF7 ¢és Hela sejtek elokezelése a CRFRI antagonsita Antalarminnal
szignifikdnsan csokkentette a HU ERKI1/2-t foszforildlo képességét mindkét human
sejtvonalban, Western blottal vizsgalva. Ezzel szemben a CRFR2 inhibitor Astressin2b
jelenlétében nem tudtunk hasonlo, az urokortin ERK1/2-t foszforilalé gatlo hatasat kimutatni
egyik altalunk hasznalt human sejtvonalban sem. Eredményeink hangsulyozzédk a CRFR1
fontossagat a HU altal stimulalt ERK1/2 aktivalo foszforilacioban ennél a két sejttipusnal. CRF
receptorokat expresszal6 HL-1 szivizom sejtekben az urokortin altal stimulalt ERK1/2
foszforilacié blokkolhato a CRFRI1-specifikus kémiai inhibitor Antalarminnal, és részben
gatolhaté a CRFR2 antagonista antisauvagine-30-cal. Patkanybdl szarmazo nyeldcso sejtekben
a CRFR2-specifikus gatld Astressin2b blokkolja az urokortint az ERK1/2 foszforilacio

vonatkozasaban.



Foszforilalt ERK1/2 intracellularis lokalizacidja immunfluoreszcencidval

A 1ézer pasztazo konfokalis fluoreszcencia mikroszkoppal készitett felvételek alapjan
kezeletlen MCF7 sejtekben gyenge pERK1/2 jelet detektaltunk a sejtek citoplazmajaban. 5
perces HU10 kezelés hatasara a citoplazmaban fokozodott a jelintenzités, és a sejtmagokban is
megjelent az immunreaktivitas. 24 6raval a kezelések megkezdése utan a HU-indukalt ERK1/2
foszforilacio lecsengett. HeLa sejtekben a kezeletlen kontrollhoz képest markansabb pERK1/2
jel volt lathat6 a sejtek citoplazmdjaban 15 perccel a HU kezelés megkezdését kovetden. 24
oras HU10 kezelés hatidsara ismét gyengébb, citoplazmatikus jelet detektaltunk a Hela
sejtekben. A szakirodalom alapjan a citoplazmatikus lokalizacioji ERK1/2 fokozza a PC12

crer

differenciaciot indukal ugyanebben a sejttipusban.

Sejtproliferdcio vizsgalata MTT-esszével

Az urokortinok és az ERK 1/2 sejtproliferaciot szabalyozé hatasa tekintetében vizsgaltuk
a sejtek HU10 kezelésre adott biologiai valaszat MTT-esszét alkalmazva. Az MTT festék egy
tetrazolium so6, ami formazanna alakul mitokondrialis oxidoreduktaz enzimek hatdsara, ami
viszont csak egészséges sejtekben aktiv. Igy az atalakitott formazan mennyisége 6sszhangban
van az ¢letképes sejtek szdmaval. MCF7 és Hela sejteket HU10 jelenlétében tenyésztve
jelentds mértékben emelkedett a formazan kristalyokka atalakitott MTT festék mérhetd
mennyisége mindkét sejtvonalban. Ebbdl arra kovetkeztethettiink, hogy a HU10 kezelés
fokozza az MCF7 és a HeL a sejtek osztodasi képességét. MCF7 sejtekben ez a hatas gatolhato
volt CRFRI1 inhibitor Antalarmin, és CRFR2 antagonista Astressin2b jelenlétében is. HelLa
sejtekben a HU sejtosztddast serkentd hatdsa CRFRI1 inhibitor Antalarmin jelenlétében
gatolhatd volt, ezzel szemben a CRFR2 antagonista Astressin2b nem akadalyozta az urokortint
ennek a biologiai hatdsanak a kifejezésében. Ezek a kiillonbségek ismét az urokortin

jelatvitelének specifikus, sejttipustol fliggo jellegzetességeire utalnak.

HU-indukdlt Rb fehérje foszforilacio

Az Rb egyike a sejtciklust szabalyozd legfontosabb fehérjéknek. Western blottal
vizsgalva MCF7 sejtekben HU10 kezelés hatdsara szignifikdns Rb fehérje foszforilacio
indukalodott. Ez a hatds MEK inhibitor U0126 ¢s PKA inhibitor H89 jelenlétében gatolhato

volt. Ebbdl arra kovetkeztettlink, hogy mindkét enzim szerves része az urokortin sejtosztodast



szabalyozd jelatviteli halozatanak MCF7 sejtekben. Ezzel szemben Hela sejtekben a HU

kezelés nem indukalt szignifikans Rb foszforilacié emelkedeést.

E2F-1 expresszio vizsgalata Western blottal

Az E2F-1 fehérje egy transzkripcios faktor, mely serkenti az S-fazis gének
expressziojat, igy fokozva a sejtosztodast. HU10 kezelés hatasara szignifikansan emelkedett az
E2F-1 fehérje szintje mindkét altalunk vizsgalt human sejtvonalban, €s ez a hatas blokkolhato
volt a MEK inhibitor U0126 jelenlétében. Vagyis a MEK enzim fontos szerepet jatszik a HU
sejtosztodast szabalyozo jelatvitelében MCF7 ¢és HelLa sejtekben egyarant. Tovabba MCF7
sejtekben az urokortin 4ltal indukalt E2F-1 fehérje szint emelkedése gatolhaté volt a PKA
inhibitor H89 jelenlétében is, ami alapjan ez az enzim is része a HU jelatviteli Gitjainak ebben a

sejttipusban.

ATP-szint méres

MCF7 sejtekben CellTiter-Glo 2.0 ATP-esszével vizsgaltuk az urokortin sejtekre
gyakorolt hatasat. HU10 jelenlétében szignifikansan csokkent a fotométerrel mért lumineszcens
jel intenzitasa, vagyis az MCF7 sejtek ATP termelése. A sejtek altal termelt ATP mennyisége
pedig aranyos a metabolikus aktivitasukkal. A markansan fokozott E2F-1 expresszio €és az Rb
foszforilacié szignifikdns mértékli emelkedése HU adéasa mellett azonban az MTT-esszével
detektalt biologiai hatast erdsitik. Az ATP termelés HU jelenlétében megfigyelt csokkenését

igy mas, altalunk nem vizsgélt anyagcsere mechanizmusoknak tulajdonitottuk.

PKB/Akt fehérje foszforilaciojanak vizsgalata Western blottal

A PKB/Akt fehérje a tulélést kozvetitd jelatvitel egyik kulcseleme. Az enzim urokortin
altal indukalt aktivacidjat kozvetitheti a CRFRI1 ¢és 2, vannak azonban olyan esetek is,
melyekben az UCN gatolja az Akt foszforilaciot. MCF7 sejtekben HU10 jelenlétében
emelkedett a sejtek talélését serkentdé PKB/Akt fehérje foszforilacidjanak mértéke, majd 3
oraval az urokortin hozzaadasa utan elérte maximumat. HelLa sejtekben is fokozoddott a
PKB/Akt fehérje foszforilacigja, 1 draval az urokortin kezelés megkezdését kovetden indukalva
szignifikans aktivaciot. A HU altal stimulalt PKB/Akt foszforilacié hozzajarulhat az MCF7 ¢€s

a HeL a sejtek fokozott talélésehez.
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Csokkent p53 szint HU-kezelt HeLa sejtekben

Az apoptdzis, vagyis a programozott sejthaldl egy maésik olyan biologiai jelenség,
aminek kozvetitésében CRF receptorok gyakran szerepet jatszanak. Western blottal vizsgéltuk
a sejtosztodast- €s tulélést szabalyozo transzkripcios faktor p53 expressziojat. HeLa sejtekben
HU10 kezelés hatasara elnyqjtott jelleggel, szignifikdns p53 fehérje szint csokkenés kovetkezett
be, majd a kezelés napjanak végére az visszaallt a kiindulasi szint koriili értékre. A csokkent

p53 szint hozzajarulhat a HeLa sejtek fokozott tléléséhez.

OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran Western blottal és lézer pasztazé konfokalis fluoreszcencia
mikroszkoppal vizsgaltuk a CRF receptor izoformdk expressziojat két humdn eredettl,
daganatos sejtvonalban. MCF7 sejtekben a CRFR1 immun-jel a plazmamembran mentén
lokalizalodott, mig a HeLa sejtvonalban mélyebbre benyult az immun-szignal a citoplazméba
is, csakugy, mint a CRFR2 immunreaktivitas is, mindkét sejttipus esetében. HU10 kezelés
hatdsara atmeneti ERK1/2 foszforilacié indukalodott MCF7 és HeLa sejtekben is. Ez a hatas
gatolhatd volt a CRFR1-specifikus inhibitor Antalarminnal, azonban a sejtek eldkezelése a
CRFR2 antagonista Astressin2b-vel nem gatolta az urokortint annak ERK1/2 MAPK-t aktivalo
képességében. A HU-stimulalt ERK1/2 foszforilaci6 mindkét altalunk vizsgalt sejttipusban
gatolhatd volt a MEK inhibitor U0126 jelenlétében, ami alapjan a MEK kulcsszerepet jatszik
az urokortin altal indukalt ERK1/2 foszforilacioban, MCF7 és HeL a sejtekben egyarant. MCF7
sejtekben hasonld, HU-indukalt ERK1/2 foszforilaciot gatld hatast mértiink a PKA inhibitor
H89 adagolasat kovetden is. Vagyis ez az enzim is fontos szerepet jatszik a HU altal indukalt
ERK1/2 foszforilacioban, viszont méréseink alapjan csak MCF7 sejtekben. Urokortin kezelés
hatdsara mindkét sejtvonalban fokozddott az E2F-1 transzkripcios faktor expresszios szintje,
ami gatolhato volt a MEK inhibitor U0126 jelenlétében. Ez ismét hangstlyozza a MEK enzim
szerepét a HU-stimulalt jelatviteli utakban az altalunk vizsgalt sejttipusokban. S6t, MCF7
sejtekben az Rb fehérje foszforilacioja is fokozodott az urokortin peptid jelenlétében, amely
hatds aztan blokkolhaté volt a MEK gatlo U0126-tal, valamint a PKA inhibitor H89
jelenlétében is, csakugy, mint a HU-stimulalt E2F-1 fehérjeszint novekedése. Eredményeink
alapjan gy tlinik, hogy urokortin kezelés kovetkeztében az MCF7 és a HeLa sejtek osztodasat
serkentd fehérjék aktivaldédnak, mely hatas egyik fontos jelatviteli kozvetitdje a MEK. Tovabba
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HU10 kezelés hatasara ndtt a formazanna alakitott MTT festék mennyisége is mindkeét altalunk
vizsgalt sejttipusban, vagyis urokortin jelenlétében tenyésztve a sejteket fokozodott azok
osztodasi képessége. MCF7 sejtekben ez a hatds gatolhato volt a CRFR1 inhibitor Antalarmin
¢s a CRFR2 antagonista Astressin2b jelenlétében is, mig HelLa sejtekben csak az Antalarmin
kezelés akadalyozta az urokortint ennek a biologiai hatdsanak a kifejezésében. Ez az egyik
sejttipustdl fiiggd kiilonbség, amit munkank soran sikeriilt azonositanunk. Az urokortin
jelenlétében, mindkét altalunk vizsgélt human sejttipusban mért E2F-1 fehérjeszint emelkedés
¢s a formazan festék termelésének szignifikans mértékii fokozodasa — valamint az Rb fehérje
fokozott foszforilacioja MCF7 sejtekben — az MCF7 és HeLa sejtek osztodasi képességének
er6sodesére utalnak. Tovabba a sejttilélés kulcsfontossagu szabalyozodjanak, a PKB/Akt
fehérjének a foszforilacioja is emelkedett HU10 jelenlétében mindkeét vizsgalt sejttipusban. A
HU-indukalt PKB/Akt aktivalo foszforilacio fokozza az altalunk vizsgalt human sejtvonalak
tulélését, amit a HeLa sejtekben mért csokkent p53 fehérje expresszio is tovabb tamogat.
Eredményeinket 0sszefoglalva arra kovetkeztethetiink, hogy MCF7 sejtekben hatasat a
HU a CRFRI1-en, a PKA-n és a MEK-en keresztiil kozvetiti az ERK1/2 felé. Azonban az
Astressin2b MTT mérésre gyakorolt hatasanak tekintetében itt nem zarhatjuk ki a CRFR2-rdl
kiindul6 egyéb jelatviteli utak részvételét sem. A MEK ¢és a PKA kulcsszerepet jatszanak az
urokortin altal stimulalt Rb fehérje foszforilacioban és az E2F-1 transzkripcios faktor fokozott
expressziojaban is, utobbi két fehérje pedig a sejtek osztddasi képességét fokozza a neuropeptid

jelenlétében.
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FOKOZOTT MCF7
_SEJTOSZTODAS:

HU-indukalt jelatvitel sémds modellje MCF7 sejtekben

Eredményeink alapjan tovabba azt a kovetkeztetést vonhatjuk még le, hogy hatasat
HeLa sejtekben a HU a CRFR1-en és a MEK-en keresztiil kozvetiti az ERK1/2 MAPK felé. A
MEK fontos kozvetitd szerepet jatszik a HU-indukalt E2F-1 fehérje expresszido emelkedésben

crcr
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FOKOZOTT Hela
SEJTOSZTODAS:
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A HU jelatvitelének vazilatos modellje HeLa sejtekben

Megitélésiink szerint eredményeink segitenek jobban megérteni az urokortin jelatviteli
folyamatainak sejttipustol fliggé kiilonbségeit, valamint ennek a neuropeptidnek a
sejtproliferacié szabalyozasaban, €s ezzel a daganatképzddésben betoltott lehetséges szerepét.
igy ezzel hozzajarulhatnak akér jovobeli, szelektivebben hat6 terapias eljardsok kidolgozasanak

a sikeréhez is, a kiilonb6z6 rosszindulatii daganatok célzott kezelésének teriiletén.
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