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Osszefoglalas

Neuroendokrin eredetének koszonhetéen a PC12 (patkdny feokromocitdma) sejtvonal
széles korben elterjedt modellrendszere az idegsejt differencidcio, tulélés és apoptdzis
sejttenyészetben torténd tanulmanyozéasanak. A Parkinson-kor, vagy a stroke modellezésére,
illetve a neuroszekrécid és neurotoxicitds in vitro tanulmanyozasara is kivaldan alkalmas
sejtvonal. Ezek a patkany mellékvesevel6bol szarmazo daganatsejtek lekerekitett formajuak, és
viszonylag gyorsan osztddnak. Néhany napos idegi novekedési faktor (NGF) kezelés hatdsara
azonban proliferacidjuk ledll, poligonalissa valnak, nytlvanyokat novesztenek és szimpatikus
neuronokhoz vélnak hasonléva. Ezt a folyamatot nevezzik a PCI12 sejtek neuronalis

Az NGF-nek a nagy affinitast receptorahoz, a TrkA (tropomiozin receptor kindz A)-hoz
valo kotddését a receptor dimerizacioja, auto-/transzfoszforilacidja, valamint egy monomer G-
protein, a Ras (nevének eredete: rat sarcoma) aktivacidja koveti. Az aktivalt Ras egy
citoplazmatikus mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkéadot indit be, melynek tagjai a
Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma, egy MAPKKK), a MEK (MAPK/ERK kindz, egy
MAPKK) és az ERK1/2 (tovabbiakban ERK = extracellularis szignal-regulélt kindz, egy
MAPK). Az ERK iddben elhuzodo foszforilacioja és nuklearis transzlokécioja eléfeltétele a
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neuritndvekedést is eldidézhet PC12 sejtekben. Mi ehhez az utdbbihoz kisérleteinkben a
peptidil-aldehid tipusu MG-132 proteaszoma gatlo vegyiiletet hasznaltuk.

Sajat megfigyeléseink alapjan az MG-132 2,5 uM-os koncentracidban alkalmazva
kétfazist valaszt valt ki PC12 sejtekben. Kezdetben gyorsan beinditja a neuritndvekedés
folyamatat, azonban 24 o6ra elteltével a sejtek morfologiai valtozasai egyre inkabb a
programozott sejthaldl jeleit mutatjdk. Ennek megfelelden kisérleteink soran elébb a
proteaszoma gatlo kezelés hatasara bekovetkezd neuritogenezis, majd az idegsejtek pusztuldsa
(apoptdzisa) soran végbemend jelatviteli valtozasok feltérképezését tiiztiik ki célul. Ennek
utvonalat és a Src tirozin kindz lehetséges szerepét, valamint a sejtek tulélésében és
apoptozisaban szerepet jatszo néhany jelatviteli fehérje aktivalodasat vizsgaltuk a proteaszoma
gatloval torténd kezelések soran.

Eredményeink alapjan az MG-132 a kezelés els6 fazisdban (annak korai szakaszéban)
kivaltja a TrkA foszforilaciojat, melyet a neurondlis differenciacio eléfeltételének tartott,
idoben elhtizodo ERK aktivacid kovet a Ras, Raf, MEK utvonalon keresztiil. Ezekben a
folyamatokban fontos szerepe van az aktiv Src stabilizalasanak, melyet proteaszomalis
lebontasanak gatlasaval értiink el. Src-inhibitorral (PP2) torténd eldkezelés hatdsara ugyanis a
proteaszoma gatlo altal eldidézett TrkA foszforilacié elmaradt, az ERK aktivacio kisebb
mértékiinek bizonyult és el6bb lecsengett, az aktiv ERK nuklearis transzlokacioja mérséklodott,
¢s a kovetkezményes neuritnovekedés sem volt megfigyelhetd.

Molekularis szinten az ERK aktivacidjan és a differencidciot kivaltd egyéb valtozasokon
kiviil az Akt-nak, valamint a sejtek stresszvalaszat kozvetit6 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 lassu és elhuzodd aktivacigja is
megfigyelhetd.

24 ora elteltével (az MG-132 kezelés késoi szakaszaban) a talélést kozvetitd Akt és ERK
foszforilacigja lecsokkent, mig a p38 és INK altal kozvetitett stressz jelatviteli utak kifejezetten
aktivak maradtak. Ezen kiviil a kaszpaz-3 aktivald hasitasa is kimutathat6 volt mar ebben az
iddpontban, ami a sejtek apoptdzisanak egyértelmil jele.

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az MG-132-vel végzett proteaszoma gatld
kezelés kétfazist valaszt valt ki PC12 sejtekben. Kezdetben a TrkA-Ras-ERK ttvonal
aktivalodik, mely a sejtek neuritogenezisét indukalja. Ehhez a folyamathoz nélkiilozhetetlen a
Src aktivacido fokozodéasa. 24 ora elteltével a jelatviteli események eltolodnak a talélési
utvonalak (Akt és ERK) inaktivalddasa, valamint a stressz utak (p38 és JINK) aktivalodasa felé,
mely véltozasok — a kovetkezményes kaszpaz-3 hasitassal egyiitt — a PC12 sejtek apoptozisat
mozditjak eld.

1. Bevezetés

1. 1. A neurondlis differenciacio €s apoptdzis modellrendszere

Az utdbbi években-évtizedekben egyre intenzivebben folynak a neurodegenerativ
betegségek, illetve mas idegsejtpusztulassal jaro korallapotok megértéséhez, vagy akar terapias
javaslatok kidolgozasdhoz hozzajaruld, a neurondlis apoptdzis, -tulélés és -differenciacio
folyamatait vizsgalo kutatasok.

A proteaszomak, mint a sejten beliili, szabalyozott fehérjelebontas komplexeinek szerepe
is felmeriilt ezekben a folyamatokban. Kiilonb6zé neurodegenerativ betegségek hatterében
leirtak a proteaszémak csokkent miikodését, ami a nem-, vagy nem jol hajtogatott fehérjék
sejten beliili felhalmozodasaval jarulhat hozzd az idegsejtek pusztuldsdhoz. Az els6
proteaszoma gatlok myeloma multiplexben torténd sikeres terapias alkalmazasaval fény dertilt
arra is, hogy ezeknek a szereknek az egyik stlyos mellékhatdsa a periférias neuropétia.
Ugyanakkor régota ismert az a tény is, hogy egyes proteaszéma gatlok neuritnovekedést
képesek indukalni. Egy microarray elemzésen alapul6 tanulmény nyilvanvalova tette, hogy a
laktacisztinnel végzett proteaszoma gatlds neuroprotektiv- és pro-apoptotikus ttvonalakat is
képes aktivalni.

Ezek a megfigyelések nagy mértékben korreldlnak a PC12 sejtek MG-132-vel valo
kezelése kapcsan altalunk tapasztalt kétfdzisu morfoldgiai valtozasokkal, melynek soran
kezdetben a neuritogenezis, késObbiekben pedig az apoptdzis jelenségei dominaltak. Munkank
sordn az ezeknek a folyamatoknak a hatteraben zajlé molekuldris mechanizmusokat vizsgaltuk.
Kisérleteinkhez PC12 sejtek tenyészeteit hasznaltunk, melyek felszinén jol kimutathatéan
expresszalodik a TrkA receptor, ami a polipeptid tipusi NGF nagy affinitdsu sejtfelszini
kotohelye. Ennek a 140 kDa molekulatomegii fehérjének kdszonhetden ez a sejttipus kedvelt
modellrendszere az NGF jelatvitel és a neuronalis differenciacié tanulmanyozasanak. Tartos,
tobb napos NGF kezelés hataséra a kis kerek sejtek osztodasa ledll, méretiik megnd, és hosszl
nyulvanyokat novesztve mind megjelenésiik, mind bioldgiai viselkedésiik szimpatikus
idegsejtekéhez valik hasonlova. Az NGF mellett mas polipeptid tipusu ndvekedési faktorok, és



akar egyéb hatasok (pl. MG-132 kezelés) is kivalthatjak ezeknek a sejteknek a neuronalis iranyu

PC12 sejteket haszndlnak ezen kiviil példdul az embrionalis fejlddés soran végbemend,
illetve neurotoxinok, vagy egyéb agensek 4altal kivaltott neurondlis apoptdzis in vitro
modellezésére is.

1. 2. A mitogén-aktivalt protein kinazok (MAPK)

A MAPK kaszkadok az intra- és extracellularis jelek (pl. mitogén- vagy stresszhatdsok)
integralasaval és feldolgozasaval szabdlyozzak a sejtek alapvetd folyamatait, ami kivalthat
proliferaciot, differenciaciot, sejttalélést vagy akar apoptozist is. A jelekre adott valasz fligg az
adott sejt tipusatol, a jel fajtajatol és -intenzitdsatol, a részt vevo jelpalyak Osszetételétol és
aktivaciojuk dinamikdjatol, valamint a koztiik zajlé parbeszédtdl is.

A MAP-Kinazok kozé tartoznak az extracelluldris szignal-regulalt kindzok (ERK1/2), a
p38MAPK-ok (p38a-6), valamint a c-Jun N-terminalis kindzok (JNK1-3). Aktivaciojuk
mindharom esetben egy kinazokbdl allo kaszkad tagjainak egymast kovetd foszforilacioja
révén valosul meg. A kaszkad legproximalisabb tagjaa 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 kovetkezo tagja a MAPKK, ami a kaszkad utolsé tagjait, a
MAPK-okat foszforildlja. Az ERK-et a MEK, a p38-at a MAPK kindz 3 és 6 (MKK3 ¢és
MKKS6), a INK-t pedig a MAPK kinaz 4 és 7 (MKK4 és MKK7) képes foszforilalni és ez altal
aktivalni. Az irodalomban talalhatok adatok a p38 MKK4 4ltali aktivalasara is.

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 adodoan nem képes
atjutni a sejtmembranon, hatdsat sejtfelszini receptorahoz (TrkA) kotddve fejti ki. Ez el6szor
receptor dimerizaciot eredményez, melyet receptor auto-/transzfoszforilacio kovet. A receptor
felszinén igy létrejovd foszfo-tirozin oldallincokhoz SH2 (Src homoldgia 2)-doménnel
rendelkezd citoplazmatikus fehérjék kotddnek, melyeket aztan a receptor szintén foszforilalni
képes tirozin aminosav oldallancaikon. Ilyen SH2-domént tartalmaz6 fehérjék példaul a Src, a
foszfolipaz C-y (PLC-y), a foszfatidilinozitol 3-kindz (PI3K), a GTP4z aktivator protein (GAP),
valamint kiilonb6z6 adapter molekulak (pl. Src homologous and collagen-like = Shc és growth
factor receptor-bound protein 2 = Grb2) (1. abra), mely utobbiak SH3 (Src homologia 3),
effektor doménjiikkon keresztiil tovabbi, prolin aminosavban gazdag fehérjéket képesek
megkotni. Ilyen példdul a guanin-nukleotid kicseréld faktor (GEF, pl.: Son of sevenless = Sos).
A GEF egy a plazmamembranhoz kapcsolt monomer G-proteint, a Ras-t képes aktivalni,
azaltal, hogy eldsegiti annak GDP-kotott formabol GTP-kotd alakka torténd atalakulasat. A Ras
megfeleld idoben torténd inaktivalasahoz egy GTP-4z aktivalo proteinre (GAP) van sziikség,
melynek hatdsdra a Ras sajat GTP-az aktivitasa fokozodik, és a kotott GTP-t GDP-vé
hidrolizalja. Inaktivalodéasa el6tt a Ras még egy protein kindzokbdl 4ll6, MAPK kaszkadot indit
be, melynek tagjai egymast foszforilalva viszik tovabb a jelet. A Ras a Raf-ot, az pedig a MEK-
et hozza mikddésbe. A MEK kettds specificitasi protein kindz aktivitassal rendelkezik,
melynek révén treonin és tirozin oldallincokon képes célmolekuldit foszforilalni. Ennek



kovetkeztében a kaszkad egyik utolsé citoplazmatikus tagjaként az ERK is foszforilalodik. A
megfelelden aktivalt ERK bejut a sejtmagba, és ott transzkripcios faktorokat foszforildlva
szabalyozza a génatiras folyamatat (1. abra). Ennek eredményeként PC12 sejtekben a sejtciklus
leallasa, majd neuronalis differencacidja figyelheté meg.

A nagy affinitasi NGF-receptorrol az ERK-ut aktivalasan kiviil szamos egy¢b jelatviteli
folyamat is elindulhat (1. abra). Az ERK kaszkad mellett ugyancsak a differenciadcioban vesz
részt a PLC-y enzim, ami két masodlagos messenger létrehozasaval két parhuzamos jelatviteli
utat is elindit. A PLC-y differencidcioban jatszott konkrét szerepe ugyan még nem teljesen
tisztazott, viszont az bizonyitott, hogy a Ras-tdl fiiggetlentil miikddik.

1. abra Az NGF dltal eldidézett neuronalis
differenciacio jelatvitele

Magyarazat a szovegben. Az abran feltiintetett
sejtalkotok a Servier Medical Art
felhasznalasaval késziiltek, melyet a Servier
biztosit egy ,,Creative Commons Attribution 3.0
unported license” alatt.

Az  NGF-indukélta neurondlis
differencidcioban a Src-nak is fontos
szerep jut. A Src tirozin kindz potencialis
jelentdségét az NGF jelatvitelben a
virdlis src  onkogén (v-src) azon
képessége  miatt mar  kordbban
feltételezték, hogy az az NGF-hez
hasonl6 neuritndvekedést volt képes
indukalni. A teljes Src aktivacidhoz
Génexpresszié sziikséges a  fehérje  katalitikus

doménjében (Tyr 416) bekovetkezd
Tulélés Differenciacio 1 . .
aktivalo foszforilacio, valamint

egyidejiileg a fehérje C-terminalis végén
(Tyr 527) 1év0 inaktivalo foszatcsoport eltavolitdsa. A Src inaktivalédasa tobb uton keresztiil
is megvalosulhat. A Src C-terminalis végén talalhato tirozin oldalldncon torténd gatld
foszforilaciot egy specifikus kindz, a Csk (C-termindlis Src kindz) katalizalja. Az aktiv Src
azonban az ubikvitin-proteaszoma uton keresztiil is degradalodhat. Munkénk soran ezt az
inaktivacioés utat gatolva vizsgéaltuk a Src jelatviteli molekula szerepét a PCI12 sejtek

szignalizacios folyamataiban.

A PI3K-ut az Akt aktivalasa révén elssorban a sejtek tulélését kozvetiti. A PI3K
tobbszorosen foszforilalt lipidszarmazékok képzddését serkenti. Ezek a PDK-n (3-
foszfoinozitid-fiiggd kinaz) keresztiil az Akt foszforilaciojanak és miikodésének fokozddasahoz
vezetve mozditjak eld a sejttalélést. Feltételezik, hogy a Src szerepet jatszhat az NGF-indukalt,
PI3K-fliggd neuritndvekedésben is (1. abra).



1. 4. Az apoptodzis jelatvitele

Az apoptozis, ami Iényegében a sejtek ,,0ngyilkossagat” jelenti, a programozott sejthalal
egyik legalaposabban tanulményozott formaja. Ez a folyamat fiziologidsan is eléfordul az
emberi szervezetben a sejtek, szovetek homeosztazisdnak fenntartasa, az embrionalis fejlddés,
az immunvalasz szabalyozdsa, vagy az Oregedés soran. Ha az apoptdzis nem megfeleld
mértékii, akkor az betegségek kialakuldsdhoz jarulhat hozza. Tuzott apoptdzis figyelhetd meg
neurodegenerativ betegségek, ischaemias korképek, toxin-indukalta megbetegedések, vagy pl.
az AIDS kialakulasa sordn, mig az apoptdzis nem elégséges szintje daganatok, autoimmun
korképek vagy virusfertdzések kialakuldsahoz vezethet.

Apoptdzis sordn a sejtmembran végig intakt marad, és a sejt az 6t koriilvevd szovetek
karosodasa, gyulladasos folyamatok eldidézése nélkiil pusztul el. A programozott sejthalal
folyamata kdzben a sejtek szdmos morfoldgiai és funkciondlis valtozdson mennek keresztiil.
Ilyen példaul az apoptotikus testek leflizOdése, a kromatin kondenzacigja, valamint a DNS
internukleoszomalis hasitasa endonukleazok altal, amit a sejtmag fragmentacioja kovet. Fontos
valtozas ezeknek a sejteknek a membranjdban a foszfatidil-szerin externalizécio, mely ezt
kovetden, tgynevezett ,,eat me signal”’-ként szolgél a kornyezd fagocita sejtek szdmara, illetve
Annexin V jel6léssel laboratoriumi koriilmények kozott egyszertien ki is mutathato.

Ezen kiviil fontos jelatviteli valtozasok is bekdvetkeznek az apoptozis soran, mint pl. a
stressz jelatviteli utak elnyujtott aktivacidja, vagy a kaszpéaz-3 proteolitikus hasitdsa, ami az
enzim aktivaciojahoz vezet. A kaszpaz-3 az apoptozis fontos, effektor protedzaként ismert,
mivel az 4ltala katalizalt proteolitikus hasitasok vezetnek az apoptodzisra jellemzd, az
el6z6ekben ismertetett valtozasokhoz. Az enzim aktivalasa 3 f6 titvonalon keresztiil valosulhat
meg: (1) az extrinsic apoptotikus uton, ami sejtfelszini halalreceptorokrdl indul, (2) az intrinsic,
vagy mitokondridlis iiton, valamint (3) az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz altal indukalt
apoptotikus utvonalon keresztiil.

1. 4. 1. Az extrinsic ut

Az extrinsic ut (2. abra 1. rész) aktivaloddsa soran a tobbnyire immunsejtek altal
szekretalt halalligandok (pl. TNF-o = Tumor necrosis factor a, Fas-ligand, TRAIL = TNF-
related apoptosis-inducing ligand) a halalreceptorokhoz kapcsolodnak. 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-hoz
(DR4, DRS) pedig a TRAIL képes kapcsolédni. Ezt kovetden a halalreceptorok
oligomerizacidja torténik, melyet adapter fehérjék (TRADD = TNFR-associated death domain
protein vagy FADD = Fas-associated death domain protein) és az iniciator prokaszpazok
(prokaszpaz-8 ¢és -10) megkdtése kisér, 1étrehozva egy jelatviteli komplexet (DISC = death-
inducing signaling complex), melyben megtorténik a prokaszpazok proteolitikus aktivacioja,
¢és ennek kovetkeztében tobbek kozott az effektor prokaszpaz-3 aktivacioja is kozvetlen, vagy
kozvetett Giton, ami az apoptdzis mar emlitett valtozasaihoz vezet.

1. 4. 2. Az intrinsic ut

Az apoptozis intrinsic utjanak (2. abra 2. rész) aktivalodasa a mitokondriumok kiilsé
membranjanak  permeabilizaciojdhoz  (MOMP = mitochondrial outer —membrane



permeabilization) vezet, ezért nevezik ezt az Utvonalat mitokondridlis utnak is. Ebben az
esetben a kivaltd ok a sejten beliil taldlhatd, mint példaul a DNS karosodds, ami a p53
tumorszuppresszor fehérjét aktivalja. A p53 transzkripcids faktorként miikddve befolyasolja
kiilonb6z6, az intrinsic ut szabalyozasdban fontos szerepet jatszo, a Bel-2 (B-cell lymphoma-
2) csaladba tartozo fehérjéket kodolod gének expresszidjat. A Bel-2 csalad magéaban foglal pro-
¢és anti-apoptotikus fehérjéket is. A sejtek élettartama ezeknek a pro-apoptotikus és anti-
apoptotikus Bcl-2 fehérjéknek az egyenstlyan mulik. Ennek a felboruldsa betegségek (pl.
daganatok, autoimmun betegségek, neurodegenerativ korképek) kialakuldsdhoz vezethet.

A Bcl-2 csalad tagjai egy vagy tobb Bcl-2 homologia (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 aktivitasat. Legismertebb
képviseldik a Bel-2, amirdl maga a csalad is a nevét kapta, valamint a Bel-xL (Bcl-extralarge).
A pro-apoptotikus Bcel-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 ¢s 3 doménnel rendelkeznek és a MOMP
eléidézésében kozvetlenill részt vesznek, masrészt 1éteznek pro-apoptotikus ,,BH3-only”
fehérjék, melyek csak BH3 domént tartalmaznak és a multi-domén fehérjék miikodéséhez
jérulnak hozzd. 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) és érzékenyitokre (Bad = Bcl-2 associated agonist of cell
death, Bik = Bcl-2-interacting killer, NOXA). Az aktivatorok kozvetleniil képesek az effektor
Bax-hoz és a Bak-hoz kotddni, ami azok konformacié valtozasat és oligomerizacidjat idézi elo.
Ezek a fehérje komplexek aztdn porusokat hoznak 1étre a mitokondriumok kiilsé
membranjaban. Az érzékenyitok pedig ugy jarulnak hozza az apoptdzis folyamatdhoz, hogy a

A mitokondriumok kiils6 membranjanak permeabilizalasa -mas molekuldk mellett-
citokrom c felszabadulashoz vezet, ami pedig az Apaf-1(apoptotic protease activating factor-1)
-gyel és prokaszpdz-9 -cel egyiitt az apoptoszomak felépitésében vesz részt. A komplexben
aktivalodo kaszpaz-9 az effektor kaszpaz-3-at, -6-ot és -7-et hasitja, és ezzel aktivalja, ami par
percen beliil apoptdzishoz vezet.

1. 4. 3. Az ER stressz altal kivaltott apoptdzis

Az ER stressz az endoplazmatikus retikulum miikodési zavara miatt alakul ki, és
els6sorban a nem-, vagy rosszul hajtogatott fehérjék felhalmozodasaval jellemezhetd. Ez az
allapot egy ugynevezett ,unfolded protein response” (UPR)-t valt ki a sejten beliil, hogy
elhdritsa a kialakult problémat. Ugyanakkor a kronikus, vagy megoldatlan ER stressz a sejtek
apoptdzisat idézi el (2. abra 3. rész). Az ER stressz altal kivaltott UPR -amit az ,,unfolded”
fehérjék és a chaperonok kozti egyensuly felboruldsa aktival- harom ismert jelatviteli Gton
keresztiil valosul meg. El6szor a PERK (protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase) kinaz altal
kozvetitett utvonal aktivalodik, ami mindenekeldtt a tovabbi fehérjeszintézist gatolja. Ezt
koveti az ATF6 (activating transcription factor-6) transzkripcids faktor proteaz hasitas altali
aktivacidja, ami els6sorban az ER chaperon fehérjéinek expressziojat fokozza, majd a
kombinalt nukledz és kindz IREI (inositol-requiring protein-1) altal kdzvetitett itvonalnak



koszonhetden tovabbi chaperonok, valamint a PERK-inhibitor szintézisén kiviil beindul a
fehérjelebontés is. Ezeknek a folyamatoknak a célja a fiziologids ER funkci6 visszaallitasa a
tovabbi fehérjék szintézisének megakadalyozasaval, a mar elkésziilt fehérjék hajtogatasanak
elésegitése, valamint a képzddott fehérjeaggregatumok degradacidja, amiknek nagy
jelentdsséget tulajdonitanak pl. a neurodegenerativ betegségek kialakulasaban is, és amely
folyamatban a proteaszomak miikodése elengedhetetlen.

Ha a karosodas olyan mértékii, hogy mégsem sikeriil visszaallitani a megfelel6 ER
funkcidt, akkor beindul az apoptozis folyamata. Az ER stressz az anti-apoptotikus Bel-2 gatld
leszabélyozését (down-reguléci(')jét) ugyanakkor a pro-apoptotikus Bim és Puma serkentését
apoptozis folyamatahoz jarulnak hozza. ER stressz kovetkezteben a JNK tartos aktivacidja is
megfigyelhetd. Az IRE1 az ASK1-et is képes aktivalni, ami a JNK és a p38 utakat is beinditja.
Az aktivalt JNK a Bcl-2 gatlo, valamint a Bim aktivald foszforildcidjaval jarul hozza az
apoptozis folyamatdhoz. Ugyanakkor a p38 egy pro-apoptotikus transzkripcios faktort aktival,
ami olyan gének expresszidjat fokozza (pl. DRS), amelyek hozzajarulnak a sejthalalhoz.
Ezeken a hatasokon kiviil mindkét stressz kinaz képes a p53-at aktivalni, aminek kdvetkeztében
beindul az apoptdzis intrinsic Utja is.

1. Extrinsic ut 2. Intrinsic ut 3. ER stressz
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2. abra Az apoptozis jelatvitele

Magyarazat a szovegben. 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 mddon kérosodott
fehérjék precizen szabalyozott lebontdsara az ubikvitin-proteaszoma rendszer nyujt megoldast
a sejtekben. A rendszer jelentéségét mutatja, hogy az intracellularis fehérjék kb. 80 %-a ezen
az utvonalon keresztiil bomlik le. A poli-ubikvitinalt fehérjéket a 26S proteaszoma komplex
ismeri fel, majd ezt kdvetden proteolitikus aktivitasanal fogva alkotoelemeire bontja dket. Az
UPS miikddése (3. abra) soran elsd 1épésként a célfehérjékhez kovalens kotésekkel ubikvitin
molekuldk kapcsolodnak. Az ubikvitin egy erdsen konzervalt, 76 aminosavat tartalmazé
protein, amit egy 3 enzimbdl allo6 enzimrendszer kapcsol a lebontandd fehérje lizin
oldalldncaihoz. A poli-ubikvitindciot végzé enzimredszer tagjai az ubikvitin-aktivalo (E1), az
ubikvitin-konjugald (E2) és az ubikvitin-ligaz (E3) enzimek.

A proteaszomdk nagyméretli multienzim komplexek, melyek a sejtek magjaban és a
citoplazmaban helyezkednek el. A komplex proteolitikus magja a 20 S proteaszomaként ismert,
tobbszords peptidaz aktivitassal rendelkezo katalitikus rész, amely 4 heptamer gytiriibe (a7, B7,
B7, a7) rendez6dott henger alaku strukturat hoz létre. Az a-alegységek a két kiils6, a f-
alegységek pedig a két belsd gytirit alkotjak. A szubsztrat eljutdsat a komplex aktiv részéhez
az a-alegységek segitik, melyek csak az ubikvitinalt, térszerkezetiiket elvesztett polipeptideket
engedik at. A proteolitikus aktivitas a P-alegységekhez kotott. A Bl kaszpaz-szeri, a B2
tripszin-szerd, a B5 alegység pedig kimotripszin-szerl aktivitassal rendelkezik. A 20S kdzponti
katalitikus rész egyik, vagy mindkét oldalahoz ugynevezett 19S fedd struktira kapcesolodik, ami
felismeri a poli-ubikvitin szignalt és a fehérjét kihajtogatja, miel6tt a katalitikus rész felé
tovabbitand. Az ubikvitin molekuldkat deubikvitinadlé (DUB) enzimek vagjak le a lebontando
fehérjérél, majd az igy felszabadulé ubikvitin mas proteinekhez kotddve wjrahasznosul (3.
abra).

3. abra Az ubikvitin-
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gatolva képes megakadalyozni bizonyos fehérjék specifikus lebontéasat.
Az ubikvitin-proteaszoma rendszer fontos szerepet tolt be a sejtciklust, sejtproliferaciot,

differencidciot, apoptozist és a gyulladast szabalyozo fehérjék lebontasaban, ezzel befolydsolva
kiilonbozd jelatviteli utak aktivacios allapotat. Emellett példaul oxidativ stressz, vagy mutacio



altal létrejott abnormalis fehérjéket is megsemmisit, igy megelézve, hogy azok felboritsak a
sejt homeosztazisat. Az UPS nem megfeleld miikodése bizonyithatd kiilonbozd betegségek
hatterében, mint példaul tumorokban, neurodegenerativ korképekben, vagy autoimmun/
gyulladdsos megbetegedésekben.

2. Célkituzések

Munkénkat Hashimoto ¢és munkatarsai 2000-ben publikdlt tanulmanya inspiralta,
amelyben a peptidil-aldehid, N-acetil-Leu-Leu-norleucindl ¢és a laktacisztin proteaszéma

------

.....

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 6ranal hosszabb) kezelések sordn inkabb mar az apoptdzis jelei
dominaltak, ezért ugy dontottiink, hogy a kétféle folyamatot kiilon is megvizsgaljuk.
Munkacsoportunk el6z6 munkaibol mar kideriilt, hogy az MG-132 kezelés kivaltja a
nuklearis transzlokéaciéjat is (lasd Dr. Berta Gergely PhD dolgozata, PTE AOK, 2013/14).
Jelen munkank elsd felében vizsgalni kivantuk a PC12 sejtek MG-132 altal indukalt
neuritogenezise soran
* a Src tirozin kindz szerepét,
* a mar ismert ERK aktivaci6 mechanizmusat (a MEK és Ras fehérjék ERK
aktivacioban betoltott szerepét),
* a Src és ERK jelatviteli fehérjék aktivacioja kozti kapesolatot,
* anagy affinitdsu NGF-receptor, TrkA szerepét ebben a folyamatban,
» az aktiv, megfelelden foszforilalt p-Src és p-ERK intracellularis elhelyezkedését
(ktilonos tekintettel a p-ERK Src-gatlast kovetd eloszlasara),
» ezek alapjan fel szerettiik volna térképezni azokat a jelatviteli utakat, melyeknek
kitiintetett szerepiik van a neurit novekedés folyamataban.
Munkédnk masodik felében vizsgéalni kivantuk a PC12 sejtek tartos MG-132 kezelése
kovetkeztében megfigyelhetd apoptozisa soran
* asejtek apoptozisanak mértékét kiilonbozoé modszerekkel,
* a sejtek tulélésében (Akt) és apoptdzisaban (p38, JNK, c-Jun és kaszpaz-3)
szerepet jatszo néhany jelatviteli molekula aktivaciojanak kinetikajat,
* ap-p38, p-JNK és p-c-Jun intracellularis elhelyezkedését,
 az Akt, p38, JNK ¢és c-Jun aktivacido alakulasat kiilonbozé kinaz gatlok
(LY294002, SB203580, SP600125) jelenlétében, illetve a Ras gatlasa esetén (M-
M 17-26 sejtvonal), valamint
* ezek alapjan megprobaltunk felvazolni egy jelatviteli halozatot a vizsgalt
molekulak kozatt.
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3. Modszerek

A jelatviteli molekuldk aktivacios allapotat Western blot analizissel, az aktiv fehérjék
intracellularis elhelyezkedését 1ézer pasztazd konfokalis fluoreszcens mikroszkoppal, a sejtek
morfoldgiai valtozésait az emlitett mikroszkopot faziskontraszt modban hasznélva vizsgaltuk,
mig az apoptotikus sejtek szazalékos ardnyanak meghatarozasara a magmorfoldgia vizsgalata
mellett, aramlasi citometriat és sejtéletképességi vizsalatokat végeztiink.

4. Eredmények

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

MG-132-vel végzett tartdos proteaszoma gatld kezelést alkalmazva faziskontraszt
fiiggvényében. Az észlelt megjelenésbeli valtozasokbol kiindulva arra kdvetkeztettiink, hogy
az MG-132 kezelés kétfazisu valaszt valt ki PC12 sejtekben. Ezek utdn érdeklddésiink a
hattérben rejlé lehetséges, sejten beliili mechanizmusok iranyéba fordult. igy munkank soran
eldszor a kezdeti neuritnovekedés (ehhez tartozd eredmények az ,,A. NEURITOGENEZIS”
részben), majd az azt kovetd sejtpusztulds (ehhez tartozo eredmények a ,B. APOPTOZIS”
részben) hatterében meghuzo6do jelatviteli torténéseket kiilon-kiilon vizsgaltuk.

A. NEURITOGENEZIS

4. 2. Az MG-132 kezelés hatasara bekévetkezo ERK- és Src-aktivacio kinetikdja

.....

jut az ERK ¢és a Src kindzok aktivitdsanak, ezért eldszor arra voltunk kivancsiak, hogy az MG-
132 kezelés hatasara bekovetkezd neuritndvekedés kapcsan is megfigyelhet6-e ezeknek a
molekuldknak az aktivacidja. Munkacsoportunk mar kordbban ismertette (lasd Dr. Berta
Gergely PhD dolgozata, PTE AOK, 2013/14), viszont az itt tirgyalt jelenségek megértéshez is
sziikséges megemliteni, hogy az MG-132 kezelés, kb. 6 oranal tapasztalt maximalis
jelerésodéssel, idoben elhuzddo kinetikdji ERK aktivaciot és a foszforilalt ERK nuklearis
transzlokaciojat idézi el6 PC12 sejtekben. Ezek a jelatviteli események sziikségesek a PC12
A Src enzim differenciacioban betoltott kulcsszerepe is ismert az irodalombol ebben a
sejtvonalban, és a proteaszomalis lebontds mechanizmusat is leirtdk ennek a tirozin-kindznak a
szabalyozasaban. Ezért a kovetkezd 1épésben a Src fehérje aktivaciojanak iddkinetikdjat
vizsgaltuk MG-132 kezelések hatdsara ebben a sejttipusban. A kezelések sordn erds Src
aktivacio volt megfigyelhetd 30 perc és 9 ora kozott, és a Src-foszforilacido még 24 6ra multan
is az alapaktivitas felett maradt.
Az MG-132-vel kezelt PC12 sejtekben tehat kimutattuk az Src fokozott aktivitasat, mely
az ERK-¢éhez hasonlo, tartosan fennmaraddé modon mutatkozott.
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4. 3. Az ERK MG-132 altal kivaltott foszforilacioja MEK- és Ras fiiggo folyamat

.....

az ERK aktivacioja a Ras, Raf, MEK utvonalon keresztiil valosul meg, arra voltunk kivancsiak,
hogy az altalunk tapasztalt, MG-132 altal kivaltott ERK aktivaciohoz is sziikséges-e ennek az
utvonalnak a miikodése?

Ennek eldontésére a MEK szerepét kémiai MEK-inhibitor (PD98059) eldkezeléssel, a
Ras funkcigjat pedig az M-M17-26 PC12 klon hasznélataval -amely a H-Ras dominans gatld
mutans verziojat stabilan expresszalja- vizsgaltuk.

A MEK-gatlo vegyiiletet 30 perccel a proteaszoma gatlo kezelés megkezdése elétt, 20
uM-os koncentracidoban alkalmazva az MG-132 4ltal indukalt ERK aktivacié elmaradt. A
MEK-gétlas erésségét mutatja, hogy mind az MG-132 4ltal kivaltott, mind a proteaszéma
gatloval nem kezelt mintakban a foszfo-ERK jelek az alap aktivitas ald keriiltek PD98059
jelenlétében.

A Ras funkcigjanak vizsgalatdhoz iddkinetikai kisérleteket végeztink az M-M17-26
sejtvonalat hasznalva. Az ERK foszforildci6 alapszintje eleve gyengébb volt ebben a
sejtvonalban mint a kontroll PC12-ben, és azt nem is lehetett fokozni egyetlen MG-132 kezelési
idépontban sem.

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy az ERK MG-132 altal indukalt foszforildcioja MEK-
¢és Ras-fliggd modon megy végbe a proteaszoma gatloval kezelt PC12 sejtekben is.

4. 4. A Src-gatlas hatasa a Src- és ERK foszforilaciojara

A Src szerepének tovabbi vizsgalatara 10 uM PP2-t alkalmaztunk, amely a Src tirozin-
kindzok erds és szelektiv inhibitora. A PP2 elékezelések mindig 30 perccel a proteaszéma gatlo
kezelések eldtt kezdddtek. A kisérletekben a proteaszoma gatld kezelés iddtartamait a korabbi
kisérletek alapjan Gigy valasztottuk meg, hogy azok maximalis Src foszforilaciot indukaljanak.
A Src-inhibitor igy is teljes mértékben képes volt blokkolni az MG-132 Src aktivalé hatasat.

Miutan megbizonyosodtunk réla, hogy PP2 jelenlétében az aktiv-Src mennyisége MG-
132 kezelés hatasara sem haladja meg az alap szintet, a Src szerepét kivantuk vizsgalni az ERK
MG-132 altali aktivaciojaban. A PP2 jelenléte nem gatolta teljesen az ERK foszforilacid
novekedését, de csokkentette az MG-132 altal kivaltott csucsintenzitast. Ezen kiviil -ellentétben
a Src-gatlas nélkiili esettel- 24 6ranal a foszforilalt ERK jel mar az alap aktivitas ala csokkent,
igy az ERK aktivaci6 valamivel atmenetibb jellegiivé valt PP2 jelenlétében.

A Src-inhibitor vegyiilet jelenlétében az MG-132-vel elérheté csokkent foszfo-ERK
csucsintenzitdsok és az ERK foszforilacio tranziensebb jellege is azt mutatja, hogy az ERK

crer

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

Annak érdekében, hogy a Src és az ERK aktivalodasa kozotti lehetséges Osszefliggést
megvizsgaljuk kisérletes rendszeriinkben, ugy dontdttiink, hogy teszteljiik a nagy affinitast
NGEF receptor (TrkA) szerepét az MG-132 altal kivaltott jelatviteli eseményekben.

A TrkA MG-132 altal indukalt aktivalasa az egyik lehetséges kiindulasi pontja annak a
jelnek, amely ezt kovetden a Ras-on keresztiil aktivalja a MEK-et ¢s az ERK-et. 30 perccel az
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MG-132 kezelések el6tt inditott, PP2-vel torténd Src-gatlast kovetden a proteaszéma gatld mar
nem volt képes a TrkA foszforilacidjat az alapaktivitas f61¢ emelni

Az a tény, hogy TrkA foszforilacié indukalhaté MG-132-vel kezelt PC12 sejtekben, de a
Src kémiai gatldsa esetén ez kivédhetd volt, alatdmasztja, hogy a Src aktivitdsa sziikséges a
TrkA proteaszoma gatlo altal kivaltott fokozott foszforilacidjahoz.

4. 6. A Src-, TrkA- és ERK aktivitas 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 gatld kezelés megkezdése el6tt 30 perccel
a K252a, TrkA-inhibitor vegyiilettel inkubaltuk, ami azutan a kezelés teljes idOtartama alatt
jelen volt a tenyészté médiumban. A K252a nem tudta megakadalyozni az MG-132 4ltal
kivaltott Src foszforilaciot, viszont meggatolta a TrkA foszforilacigjat. K252a jelenlétében az
ERK aktivacid6 mérhetd volt ugyan, de intenzitdsa elmaradt a TrkA-gatloval nem kezelt
mintakhoz képest. Ennek a mértéke raadasul dsszevethetd volt a kordbban PP2 jelenlétében
mért ERK aktivacios intenzitasokkal, melyeket a Src-gatlast kovetden mértiink.

Ezek az adatok egyilittesen arra utalnak, hogy PC12 sejtekben az MG-132 éltal kivaltott
ERK aktivacid sordn a Src a TrkA-t6]l proximalisan, tehat ,,upstream” helyezkedik el. Ezen
kiviil aldtdmasztjdk azoknak az ERK-aktivdldé mechanizmusoknak a létezését, amelyek
fiiggetlenek a TrkA-rél induld utvonalaktdl, és amelyeket mas -a Ras-tol és MEK-tdl is
,upstream” elhelyezkedd- MG-132 éltal stimulalt jelatviteli komponens(ek) kozvetithetnek.

4. 7. A foszforilalt Src és -ERK intracellularis lokalizacioja és a PCI2 sejtek fenotipusos
valtozasai

Mivel a Src és az ERK aktivacioja kulcsfontossagiinak bizonyult a PC12 sejtek
fehérjék aktiv alakjainak intracellularis eloszlasara és a sejtek morfologiai valtozésaira is
kivancsiak voltunk MG-132 és/vagy PP2 kezeléseket kovetden.

A foszforilalt Src és -ERK sejten beliilli megoszlasat lézer pasztdzo konfokalis
mikroszkoppal detektaltuk. A kezeletlen tenyészetek sejtjeiben a foszforilalt Src jel alig volt
kimutathat6 a sejtek citoplazmdjaban. A kizardlag proteaszoma gatloval végzett maximalis
stimulaciot kovetéen 30 perc és 9 oOra kozott a jel intenzitdsa nétt, de tilnyomorészt
citoplazmatikus maradt. Kezelés nélkiil a gyenge p-ERK jel is tobbnyire citoplazmatikus
elhelyezkedéstlinek bizonyult. Az MG-132-vel végzett kezelés hatasara a p-ERK jel intenzitasa
megnott, és a maximumot 6 ora elteltével érte el, amikor az mar a citoplazmatikus lokalizacid
mellett a sejtmagban is detektalhato volt.

Onmagaban a Src PP2-vel valé gatlasa nem volt hatassal a p-ERK jel intracellularis
eloszlasara és szintjére PC12 tenyészetekben, de gyengitette az MG-132 kezelések altal
kivaltott maximalis jelintenzitast. A p-ERK immunreaktivitas tilnyomorészt a Src-gétolt sejtek
citoplazmajaban maradt még 6 6ras MG-132 kezelés utdn is.

A sejtek fenotipusos valtozésait vizsgalva a kovetkezd eredményekre jutottunk: kezelés
nélkiil a PC12 sejtek kerek, esetleg enyhén szogletes morfologiat mutattak. Az MG-132 kezelés
elérehaladtaval egyre hosszabb nytlvanyokat novesztettek, amelyek az els6 nap végén voltak
a leghosszabbak. Az MG-132-vel gatolt sejtek jellemzden egy-két hosszabb neuritot
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novesztettek néhany rovidebb nyulvany kiséretében. A Src gatlasa PP2-vel nem volt hatassal a
nyulvanyndvekedés mar nem volt megfigyelhetd. Ebben az esetben a neuritok ndvekedése még
24 ora elteltével sem volt detektalhato.

B. APOPTOZIS

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

Ahogy azt mar az eldzéekben emlitettiik, a PC12 sejtek MG-132 kezelése sordn a
differencidlodasnak indult sejtek morfologidja 24 ora elteltével kifejezetten megvaltozott, a
sejtek a hanyatlas jeleit kezdték mutatni. A megfigyelt jelenségek arra késztettek benniinket,
hogy tovabb vizsgaljuk, mi torténik a PC12 sejtek hosszan tartd proteaszoma gatld kezelése
soran, kiilonos tekintettel a stressz- és apoptdzis jelatvitelére.

Elészor az apoptotikus sejtek ardnyat probaltuk meghatarozni kiilonbozé modszerek
alkalmazaséaval. Els6 1épésként Hoechst 33342 festést végeztiink, és 1ézer pasztazd konfokalis
oras MG-132 kezelés erejéig tobbnyire egészséges megjelenést mutattak, azonban 28 vagy 30
oras kezeléseket kovetéen a kromatin kondenzidcidja és a magfragmentacido egyre
magfragmentaciot latva apoptotikus valtozasokat sejtettniik a torténések hatterében. A
nuklearis elvaltozdsok szamszerlisitéséhez mintanként 100 sejtet szamoltunk meg, és
eléreheladtaval jelentdsen emelkedett.

A fenti morfoldgiai elemzést dramlési citometrids mérésekkel egészitettiik ki. Az
AnnexinV ¢és propidium-jodid (PI) kombinalt alkalmazasa megbizhaté modszer az apoptotikus
sejtszam aramlasi citometridval torténd meghatarozasara. A PC12 sejteket Annexin V-FITC/PI-
vel festettiik meg 0, 24, 30 és 48 6ras MG-132-kezeléseket kovetden. Az Annexin V'PI" kettds
pozitiv sejteket, az irodalommal Osszhangban, késdi apoptotikusnak (nem életképesnek)
tekintettiik. 24, 30 vagy 48 oras MG-132 kezelés utan szignifikansan megnétt az Annexin V'PI*
kettds pozitiv sejtek aranya.

Végiil, annak érdekében, hogy még teljesebbé tegyiikk a PC12 sejtek apoptotikus
valtozéasainak értékelését a hosszan tarto6 MG-132 kezelés soran, sejtéletképességi tesztet is
végeztiink a WST-1 sejtproliferacios esszé segitségével. Az €16 sejtekben a WST-1 tetrazolium
sot a mitokondrialis dehidrogendzok formazanna alakitjdk, amelynek mennyisége korreldl a
tenyészetben 1év6é metabolikusan aktiv sejtek szamaval. Megmértilk a formazan optikai
denzitasat (OD) a 0, 24, 30 és 48 oran keresztiil MG-132-vel kezelt mintdkban. A korabbi
Hoechst és Annexin V/PI festéssel kapcsolatos eredményeinknek megfelelden, és talan még
hangsulyosabban, a metabolikusan aktiv sejtek aranya jelentdsen csokkent az MG-132 kezelés
24., majd 30. és 48. ordjaban.
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4. 9. Az MG-132 kezelés hatasara bekévetkezo Akt-, p38-, JNK-, c-Jun foszforildacio és a
kaszpaz-3 aktivacio idokinetikdja

Miutén azt tapasztaltuk, hogy 24 6rat meghaladdo MG-132 kezelés hatasara a PC12 sejtek
egyre nagyobb hanyadat érinti az apoptdzis, vizsgalni kivantuk az észlelt torténések
molekularis hatterét is. Mivel a proteaszoma szamos jelatviteli molekula szabalyozasaban részt
vesz, elemeztiink néhdny kulcsfontossagu utvonalat, amelyek befolyasoljak a tulélést,
kozvetitik a sejtek stressz valaszat, vagy akar azok apoptdzisdhoz vezetnek. Eldszor az Akt
foszforilacid kinetikéjat vizsgaltuk, melynek soran az MG-132 jelerésodést indukalt. A p-Akt
jel maximuma 3 6ras kezelést kdvetden volt megfigyelhetd, ezutan intenzitdsa fokozatosan
csokkend tendencidt mutatott.

A stressz jelatviteli utvonalak szintén fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zo sejttipusok,
koztitk a PC12 sejtek apoptozisanak szabalyozasaban. Igy kovetkezonek a p38, valamint a INK
és szubsztratja, a c-Jun foszforilaciojat vizsgéaltuk MG-132 kezelés hatdsara. A p38
foszforilaci6  fokozodasa 3-6 o6ras MG-132  kezelést kovetden mutatkozott a
legkifejezettebbnek, majd 24 orés kezelést kovetden mérsékelt gyengiilése volt megfigyelhetd.
A INK aktivalédasa mar az elsé 30 perc utdn nyilvanvald volt, és az MG-132 kezelés 24 oras
iddtartamaig még tovabb ndvekedett. Hasonl6 mintazat volt kimutathat6 a c-Jun-nal is, aminek
a foszforilalatlan véltozata is ugyanazt az er6s6do jelkinetikat mutatta.

A kaszpaz-3 aktiv, hasitott formaja kizarolag a 24 6ras MG-132 kezelést kdvetden volt
megfigyelhetd, ami egybeesett a kezdddd apoptdzis egyéb megnyilvanulasainak
jelentkezésével.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy PC12 sejtekben tartds MG-132 kezelés hatasara a
tulélest kozvetitdé Akt aktivacid egy kezdeti emelkedést kovetden fokozatosan csokkent,
mikozben az apoptozist kivalto stressz jelatviteli utak egyre aktivabba valtak, végiil a hasitott
kaszpdz-3 mennyiségének erdteljes emelkedése is megfigyelheté volt. E valtozasok mind
hozzajarulhatnak a PCI12 sejtekben hosszan tarté MG-132 kezelést kovetden tapasztalt
apoptotikus valtozasok magyarazatahoz.

4. 10. A stressz jelatviteli fehérjék sejten beliili eloszlasa MG-132 kezelés sordan

A p38, INK és c-Jun stressz jelatvitelben fontos szerepet jatszo szignalizacidos molekuldk
proteaszoma gatld altal indukalt foszforilacios valtozasait latva kivancsiak voltunk ezen
fehérjék aktiv formainak intracellularis elhelyezkedésére MG-132 kezelést kdvetden, illetve
annak hidnyaban. Immunfluoreszcens festést végeztiink ezeknek a fehérjéknek a foszforilalt
formait specifikusan felismerd ellenanyagok hasznalataval. Lézer pasztazoé konfokalis
fluoreszcens mikroszkoppal gyakorlatilag nem volt kimutathaté p-p38 és p-c-Jun jel a
kezeletlen PC12 sejtekben, mig minimalis foszforilalt INK immunreaktivitas kezelés nélkiil is
mutatkozott a citoplazmaban. Ezutdn a jelatviteli fehérjék maximalis aktivacidjanak kivaltasara
alkalmas MG-132 kezeléseket alkalmaztunk, amelyek a p38 esetében 6 oranak, JNK és c-Jun
esetében pedig 24 ordnak feleltek meg. 6 6ras MG-132 kezelés utan a foszforilalt p38 jel
tulnyomorészt a PC12 sejtek citoplazméjaban, és kismértékben a sejtmagokban jelentkezett. 24
ords MG-132 kezelést kovetden a kezeletlen kontrollhoz képest erdsebb p-JNK jel volt
megfigyelheté mind a sejtek citoplazmdjaban, mind pedig a sejtmagokban, mig a p-c-Jun
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esetében a kezeletlen kontrollhoz képest jelentdsen megndvekedett immun jel szinte kizarolag
nukledris lokalizaciot mutatott.

4. 11. Specifikus kinaz inhibitorok hatasainak vizsgalata az MG-132 kezelés altal kivaltott Akt-
, p38-, JNK- és c-Jun aktivaciora

A fentiekben vizsgalt kindzok szerepének jobb megértése, és a proteaszoma gatlas soran
felmeriil6 kapcsolataik tisztazdsa érdekében a PC12 sejteket 1 oran at specifikus kindz
inhibitorok jelenlétében tenyésztettiik, majd 3 6ran 4t MG-132-vel kezeltiik, melynek soran a
kindz gatlok is végig jelen voltak a tenyészetekben. Kivancsiak voltunk ezen kiviil a kiilonb6z6
kindz inhibitorok proteaszoma gatlés 4ltal indukalt jelatviteli valtozasokra gyakorolt hatdsaira
is. Az LY294002 a PI3K nagy fokban szelektiv inhibitora, ami igy kozvetetten gatolja az Akt
foszforilacigjat. Az SB203580 a p38 specifikus inhibitora, mig az SP600125 egy erds ¢és
szelektiv INK-inhibitor. Az LY294002-vel végzett elokezelés hatékonyan csokkentette mind
az alap szintli, mind az MG-132 4ltal kivaltott Akt foszforilaciét PC12 sejtekben, ugyanakkor
némileg novekedett jelenlétében (bar statisztikailag nem szignifikdns mértékben) a p38
foszforilacigja. A szer hatdsa a JNK és a c-Jun foszforilacidjara nézve elhanyagolhat6 volt. Az
SB203580 jelzésti p38-inhibitorral végzett el6kezelés érdekes médon megakadalyozta az MG-
132 altal kivaltott Akt foszforilacidt, és csokkentette az Akt alap aktivitasat is, de némileg
novelte a p38, INK és c-Jun fehérjék MG-132 kezelés altal kivaltott foszforilaciojat (igaz, hogy
az utobbi kettot statisztikailag nem szignifikansan). Végiil az SP600125 jelti INK-inhibitorral
végzett elokezelés megakadalyozta az MG-132 altal eléidézett JNK, c-Jun ¢és Akt,
foszforilaciot, valamint csokkentette az Akt alap aktivitasat, de novelte (bar statisztikailag nem
szignifikans mértékben) a p38 alap szintli ¢s MG-132 altal indukalt foszforilacidjat is.

Ezek alapjan az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a kiilonb6z6 kindz inhibitorok
képesek gyengiteni, vagy bizonyos esetekben felerdsiteni az MG-132 altal eldidézett
aktivitasbeli valtozasokat a vizsgalt molekuldk esetében.

4. 12. Az Akt-, p38-, JNK- és c-Jun foszforilacioja vad tipusu PCI12 sejtekben és M-M17-26
mutansokban 3 oras MG-132 kezelést kovetoen

Mivel a Ras a jelatvitel kdzponti szabalyozdja kiilonféle sejttipusokban, beleértve a PC12
sejteket is, megvizsgaltuk az MG-132 altal kivaltott foszforilaciés eseményeket a dominans
negativ H-Ras mutanst expresszalé PC12 sejtvonalban (M-M17-26) is. Ezek a sejtek MG-132
kezelés hatasdra nem mutattak a neuronalis differenciacio jeleit, valamint benniik mar révidebb
kezelést kovetden megfigyelhetok voltak az apoptotikus valtozasok, mint a vad tipusu PC12
sejtek esetében. A neuritogenezis elmaraddsa ebben a sejtvonalban magyarazhatd -legaldbbis
részben- ezen mutansok gatolt ERK foszforilacidjaval. MG-132 kezelés hatasara nem tudtunk
szignifikans kiilonbséget kimutatni az elézdekben, kindz gatlokkal vizsgalt jelatviteli
molekulak (Akt, p38, INK és c-Jun) foszforilacios allapotdban a vad tipusa PC12 és az M-M17-
26 sejtek kozott. Bar mind a kezeletlen, mind az MG-132-vel kezelt M-M17-26 tenyészetekben
emelkedett volt a p-Akt szintje, a p38 ¢és a JNK alap aktivitasa valamivel alacsonyabbnak tlint
az M-M17-26 sejtekben, mig az MG-132 altal indukalt p38 foszforilacié hasonld mértékiinek
bizonyult, mint a vad tipusa PC12 sejtvonalban. Erdekes médon a Ras-funkcié hianya
csokkentette a JNK, masrészrol viszont novelte a c-Jun foszforilaciot MG-132 kezelés hatasara.
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Tehat a Ras-funkci6d gatlasa megvaltoztatja egyes altalunk vizsgalt jelatviteli fehérje
alapaktivitasat amellett, hogy az MG-132 kezelés altal indukalt aktivitdsfokozodas mértékét is
befolyasolja.

5. Megbeszélés

Fobb eredményeink osszefoglalasa:

* Az MG-132 proteaszoma gatloval végzett kezelés kétfazisti vélaszt valt ki PC12
sejtekben. Kezdetben (kevesebb mint 24 h) neuritndvekedést indukal, de a hosszabb
kezelések (tobb mint 24 h) a sejtek apoptozisahoz vezetnek.

Neuritogenezis:

* Az MG-132 altal eldidézett -¢s a PC12 sejtek differenciacidjaban kulcsfontossagu-
idében elhuz6dd ERK aktivacio Ras és MEK fiiggd folyamatok.

* Az MG-132 kezelés Src és TrkA aktivaciot is eldidéz PC12 sejtekben, amik szintén
szlikségesek a proteaszoma gatlo altal kivaltott neuritndvekedéshez.

* A PCI12 sejtek Src-gatlo vegyiilettel (PP2) torténd elokezelését kovetéen az MG-132
altal eldidézett Src és TrkA aktivacid ndvekedése nem volt megfigyelhetd, az ERK
foszforilacid mértéke csokkent és atmeneti jelleglivé valt, valamint az aktiv ERK
nukledris transzlokéacidja is mérséklodott, a kovetkezményes neuritndévekedés pedig
elmaradt.

A TrkA-gatlo (K252a) eldkezelés a TrkA aktivacidjanak kivédése mellett nem
befolyésolta a Src foszforilacidjat, de - a Src-gatloval Osszevetheté mértékben -
csOkkentette az ERK aktivaciot az MG-132-vel kezelt PC12 sejtekben.

* Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a Src megfeleld mitkkodése sziikséges az MG-
132 altal indukalt TrkA foszforilacidhoz, melyet a Ras és MEK fiiggd, elnyujtott ERK
aktivacio ¢és az aktiv ERK nukledris transzlokacioja kovet, ami pedig beinditja a PC12
sejtek neuritndvekedését. Ugyanakkor feltételezik mas ERK-aktivalo mechanizmusok
1étezését is, amelyek fliggetlenek a Src-t6l és a TrkA-tol, és valamely, az MG-132 altal
stimulalt -a Ras-t6l és MEK-tdl is ,,upstream” elhelyezkedd- jelatviteli komponens(ek)
altal kozvetitettek (1asd késobb a 4. abrat).

Apoptozis:

* A 24 6rat meghaladdo MG-132 kezelés soran a jelatvitel fokozatos eltolodésa észlelhetd
a kezdeti, talélést kozvetitd Akt (és ERK) stimulacigjatol a stressz-kindzok (p38 és
JNK), valamint a kaszpaz-3 fokoz6do aktivalodasa felé.

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

* A Ras-ERK 1t inaktivacioja megvaltoztatja bizonyos jelatviteli fehérjék alapaktivitasat
épp ugy, mind azok MG-132 kezelést kovetden detektilhatd foszforilacidjanak a
mértékét.

* Kinaz gatlokkal és a dominans negativ H-Ras-t expresszalo M-M17-26 sejtekkel
végzett kisérleteink alapjan komplex szabalyozési haldzatot talaltunk PC12 sejtekben
az Akt, p38, INK ¢és a Ras kozott, amit a proteoszoma aktivitasa jelentésen befolyasol
(lasd késébb a 5. abrat).
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A neuritogenezis- ¢és apoptdzis jelpalydinak tanulmanyozasa fontos lehet olyan
betegségek megértésében, mint a Parkinson-, vagy Alzheimer kor és mas neurodegenerativ
korképek. Ezeknek a jelatviteli utaknak a pontosabb feltérképezése in vitro sejtes
modellrendszerekben végezhetd el legegyszerlibben. A proteaszéma szerepe mar korabban is
felmeriilt a neuronalis differenciacio- és apoptdzis jelatvitelének szabalyozdsdban. Miutan a
proteaszoma gatlokat mar a klinikumban is hasznaljak - féleg hematoldgiai megbetegedések
kezelésében - ezért kiilondsen relevans annak felderitése, hogy milyen egyéb hatasokat
valthatnak ki ezek a vegyiiletek. Jelen munkankban ezekre a kérdésekre kerestiink valaszt.
Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az MG-132 proteaszéma gatloval végzett kezelés
kétfazisu valaszt indukal PC12 sejtekben: kezdetben neuritogenezist valt ki, de a hosszabb
kezelések mar apoptdzishoz vezetnek. A kezelés korai fazisaban (elsé 24 6ra) az MG-132
fokozza a TrkA foszforilaciojat, melyet a neuronalis differenciacio eléfeltételének tartott,
idoben elhtizodo ERK aktivacidé kovet a Ras, Raf, MEK utvonalon keresztiil. Ezekben a
folyamatokban fontos szerepe van az aktiv Src stabilizalasanak, melyet proteaszomalis
lebontasanak gatlasaval értiink el. Src-inhibitorral (PP2) torténd eldkezelés hatdsara ugyanis a
proteaszoma gatlo altal eldidézett TrkA foszforilacié elmaradt, az ERK aktivacio kisebb
mértékiinek bizonyult és el6bb lecsengett, az aktiv ERK nuklearis transzlokacioja mérséklodott,
¢és a kovetkezményes neuritndvekedés sem volt megfigyelhetd. Hasonld valtozasokat észleltiink
a K252a, TrkA-inhibitor elokezelés alkalmazasa esetén is.

Kiilonboz0 kinaz gatlo vegyiiletek (PP2, K252a, PD98059), valamint a dominans negativ
Ras-t expresszald PC12 (M-M17-26) sejtvonal hasznalataval végzett kisérleteink eredményei
alapjan 0Osszedllitottunk egy jelatviteli modellt az MG-132 4ltal indukalt neuritogenezis
mechanizmusara PC12 sejtekben (4. abra).

4. abra Az MG-132 ERK-aktivalo és
neuritogén hatasainak eddigi
eredményeink alapjan javasolt modellje

Az ERK MG-132 kezeléssel indukalt,
elhtiz6do aktivalasa a Ras-tol (ez a PC12
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Ennek Iényege a Src altal kozvetitett TrkA-foszforilacidé fokozddéasa, melyet a Ras- és MEK-
fiiggd tartdés ERK aktivacio, valamint az aktiv ERK nuklearis transzlokécioja kdvet, ami végiil
a sejtek neuritogeneziséhez vezet (4. 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 nukleéris transzlokacioja
nem kifejezett és a neuritogenezis folyamata sem figyelheté meg (4. abra, szaggatott nyilak).

A proteaszoéma gatlo kezelés masodik szakaszaban (24 6ra utan) inkabb az apoptdzis jelei
dominaltak, melynek hatterében a stressz-kindzok (JNK ¢és p38) és a kaszpaz-3 fokozott,
valamint a talélést kozvetité Akt és ERK csokkent aktivitasa volt megfigyelhetd. A
proteaszoma gatld ¢és kindz inhibitor (LY294002, SB203580, SP600125) kezelések
kombinalasaval, valamint a domindns negativ Ras mutdnst expresszalé6 PC12 (M-M17-26)
sejtvonal alkalmazéasaval feltérképeztiik egy komplex szabdlyozasi halozat részleteit a stressz-
kindzok (p38 és INK) és a tilélésben szerepet jatszo jelatviteli molekuldk (Akt és ERK) kozott.
A bemutatott kisérleti eredményeink és a vonatkoz6 szakirodalombdl vett tovabbi adatok
alapjan az 5. abran foglaljuk 6ssze ezeknek a kdlcsonhatasoknak az altalunk javasolt modelljét.

M-M17-26 5. dbra Az dltalunk javasolt halozat az MG-132

IR—as kezelés soran végbemeno  jelatviteli
esemenyekrol kindz inhibitorok, vagy Ras-gatlas
egyiittes jelenlétekor PC12 sejtekben.

v Az aktivalast zold nyilak, a gatlast piros vonalak
jelzik. A szaggatott vonalak a bemutatott
eredményeink alapjan felvetodott Uj
kapcsolatokat, a folyamatos vonalak az
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Ugy gondoljuk, hogy kisérleti adataink hozzajarulhatnak a proteaszoma gatlok, mint komoly
klinikai terapids potenciallal rendelkezd szerek hatasanak a jobb megértéséhez. Ezeknek a
vegyiileteknek mind a differencidciot indukalo, mind a sejtek apoptdzisat kivaltd hatasa elonyos
lehet a tumorterdpidban, ugyanakkor eredményeink 1j informéciokkal szolgalhatnak a
proteaszoma gatlok altal kivaltott periférids neuropatia, illetve kiilonb6zd neurodegenerativ
betegségek molekuldris hatterének megértését illetden is. Az e téren egyre boviild ismeretek
remélhetdleg szelektivebb és kevesebb mellékhatassal jaro, vagy akér 0jszerli, kombindcios
terapidk kidolgozasdhoz is hozzasegithetnek a jovében.
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