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A palyazati munkatervnek megfeleléen a tamogatott kutatds a PC12 phaeochromo-
cytoma sejtek differenciacios, stressz és apoptotikus jelatvitelének kiilonb6zé vonatkozasaival
foglalkozott. A munka egyes elemei az ETT 073/2001 és az INTAS 51022 kutatasi
programokkal kozdsen folytak. A kutatas sordn nehézséget jelenett a munkacsoportunkat
érint6 fluktuacid: tobb kutatonk ideiglenesen (Pap Marianna, Kiss Katalin, Fekete Zsuzsanna)
vagy véglegesen (Boglari Gabor, Nusser Nora, Panta Zoltan, Salamon Szilvia) tavozott a
programbdl. A munkacsoporthoz csatlakozo fiatal, tapasztalatlan kutatok betanitasa a vartnal
tobb 1d6t és energiat igényelt (Bator Judit, Berta Gergely, Schipp Renata, Stark Borbala).
Részben ez magyarazza a zarojelentés késését. A végzett munka eredményeinek egy részét
még nem publikdltuk tudomanyos folyodiratokban (geldanamicin-, proteaszoma-,
farnezilacios, nitrozilaciés anyag, RhoA-alprojekt). Ezeknek az eredményeknek a kozlése a
kozeljovoben varhatd. Kérem ezért a kutatdsi program zaroértékelésének 2 év mulva térténd
feliilvizsgalatat.

A szakmai beszdmoloban a folyoiratcikk formajaban még nem publikalt alprojektek
legfontosabb kisérleti eredményeit abrak formajaban is bemutatjuk. A mar megjelent
kozlemények anyaga dbrakat nem tartalmaz a beszamoldban.

1. Az ERK-aktivacio és nuklearis transzlokacio jelentéségének vizsgalata

Laboratoriumunk 15 éve vizsgalja a Ras/B-Raf/MEK/ERK jelpalya jelentoségét és
szabalyozasat PC12 sejtek differenciacios és tilélési jelatvitelében. Jelen kutatas egyik célja a
PC12 sejtekben 1is expresszalodd Hsp90 ¢és Grp94 hosokk fehérjék neurondlis
differencidcioban ¢és sejttulélésben
jatszott szerepenek tanulmanyozasa sy 16sz6rum . N .
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abra), anélkiil, hogy befolydsolna
ezen enzimek, illetve a jelatvitelben

1. abra: Geldanamycin gatolja az ERK-foszfori-
laciot PCI12 sejtekben (24 h geldanamycin
elokezelés, 10 perc NGF kezelés).
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NGF (50ng/ml) ; + ; ; + ) toliikk proximalisan elhelyezkedé MEK-1,
i e B-Raf, c-Raf és H-Ras, valamint a
chaperone fehérjék  (Hsp90, Grp94)
szintjét. Geldanamycin hatdsara viszont 24
ora alatt jelentdsen csokken az NGF-
. receptor TrkA fehérje mennyisége. Ez a
- - o gatld hatas csaknem teljesen kivédhetd a
proteaszoma-gatldé MG-132 (2.5 uM)
egyideji  adasaval (2. 4bra). Leirt
kisérleteink eredménye arra utal, hogy a
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2. abra: Geldanamycin csokkenti a TrkA-

szintet PCI12 sejtekben, proteaszomalis TrkA- Ty A _rec eptor Hsp90-védelemben részesiil

deégenerc?cio't okozva (24 h geldanamycin komplex felbomlasa a receptor szelektiv
elokezelés, 10 perc NGF kezelés). s
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kisérleteinkben alkalmazott nagy koncentracidju geldanamycin (1 pg/ml) apoptotikus
sejthalélt okoz, melyet a proteinkindz R proteolitikus aktivacidja elédz meg.

A proteaszoma-gatlok bizonyos jelatviteli hatasai (neuritnovekedés serkentése,
elhizod6 ERK-aktivacid) mar kordbban ismertek voltak. MG-132 (2.5 uM) hasonlo
kinetikaval stimulalja a Src fehérje foszforilaciojat is (3. dbra; az NGF hatésa sokkal gyorsabb
¢s atmeneti) anélkiil, hogy expresszidjat befolyasolna. A hatast neuritnovekedés kiséri, a P-
Src a citoplazmaban lokalizalodik. PP-1 és PP-2 specifikus Src-gatlok mind az MG-132
neuritogén, mind pedig Src-foszforilaciot stimulald hatasat kivédik. Az NGF-receptor
(és/vagy mas jelatviteli fehérjék) stabilizacioja tehat fontos eleme az NGF-jelatvitel
folyamatainak. (A geldanamycin, illetve proteaszoma-gatlok jelatviteli hatasaival kapcsolatos
kisérletek képezték az alapjat Berta Gergely és Stark Borbala diplomamunkajanak.)

Az ERK nuklearis

p-Src transzlokacidjanak jelentdsé-
gét a nuklearis fehérjeexportot
Hspa0 gatld leptomycin B segitségé-
vel kivantuk tanulmanyozni.
MG-132 - 5’ 15 30 1h 3h 6h 8h 24h

Ezek a kisérleteink sikertelen-
nek bizonyultak: az altalunk
hasznalt leptomycin B sem a
vizsgalt koncentraciokban
(10-20 nM), sem az alkalma-
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(100ng/ml) zott kezelési id6tartamokkal
(90-180 perc, 1-3 nap) nem

3. abra: MG-132 és NGF kezelés hatdasa a Src- befolyasolta az ERK enzimek
foszforilaciora. sejten beliilli lokalizaciojat.

Ennek okat nem tudjuk
(inaktiv leptomycin B prepa-ratum?, PC12 sejtjeink leptomycin B-rezisztenciaja?).

A Ras/ERK-ut szignalizacios jelentdségét egy masik experimentalis megkozelitéssel is
teszteltilk (ez a munka egy INTAS-kollaboracid részét is képezte). A Ras fehérjek C-
terminalis végének farnelizdcioja sziikséges membrankotddésiikhoz és igy jelatviteli
aktivitdsukhoz. Masrészt a 118. pozicidban levd cisztein nitrozildlodhat, ami serkenti a
RaseGTP komplex kialakulasat, igy a Ras fehérje aktivaciojat. A Ras kémiai mddosuldsainak

hatasdt a  szignalizacids
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e — val vizsgaltuk. Manumycin
(farnezil-transzferdz inhibi-
tor) nem-toxikus (3 uM)
koncentracioja csekély mér-
tékben serkentette az NGF-
altal indukalt neuritndveke-
dést, illetve az ERK és Akt
fehérjék foszforilacidjat és
emelte a differenciacidhoz
ugyancsak sziikséges ciklin
VtPC12 dnp53-PC12 D1 és p21 szintet. Ezeket a
hatdsokat Ras-gatlds nem
kozvetithette, hiszen a
dnRas-t expresszalo PCI12
sejtvonalainkban az NGF

24 6ras kezelés

4. abra: Internukleoszomalis DNS-fragmentacio vtiPCI12 és
dnp53-PC12 sejtekben (24 oras kezelés).



ilyen hatasai teljesen hianyoznak és manumycinre sem reagalnak. Nagyobb manumycin
koncentracio (5 uM) toxikus, apoptotikus DNS-fragmentaciot okoz, nemcsak a vad-tipust
(vt) PC12 sejtekben, de a dnRas, illetve dnp53 fehérjét expresszalod sejtvonalakban is (4.
abra). Kollaborécids partnereink ugyanakkor, dnRas-t és c-Ras-t fokozottan expresszalo PC12
sejtvonalainkat hasznalva, kimutattdk, hogy a széruméheztetés okozta apoptdzis soran
fokoz6dd homociszteintermelés Ras-fliggd mechanizmussal szabalyozodik (Barbakadze és
mtsai, 2005).

A fehérjenitrozilacido serkentésére az NO-donor nitroprusszid-natriumot (SNP,
sodium-nitroprusside) hasznaltuk. Nem-toxikus koncentracidoban (5-100 uM) az SNP dozis-
fliggd modon részlegesen gatolja az NGF-indukalt neuritndvekedést, az NGF-receptorrol
kiindulé jelatviteli utakat (ERK, Akt) azonban alig befolydsolja. dnRas-t expresszald
sejtvonalban NGF-el egyiitt sem aktivalja a differenciacios jelatvitelt. Toxikus koncentracio-

ban (>100 pM) doézisfiiggd
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5. abra: SNP serkenti a stressz-hatdst kézvetito laciés munkabol készitette el
fehérjekinazokat (24 oras kezelések). Varga Judit diplomamunkajat.)

2. A tranzin promoter NGF-szabalyozasanak vizsgalata

Célul thztiik ki a késoi valasz gének kozé tartozo tranzin gén promoterében levd Ras-
fliggd szabalyozoéelem azonositdsat. Ennek érdekében négy PCR-terméket készitettiink,
melyek egyiittesen lefedték az expresszid szabdlyozdsdban szerepet jatszd mintegy 750 bp
hosszi régidt (6. abra). Az 5’-végen ““P-jeldlt DNS-fragmentumokkal gélretardacios
vizsgalatokat végeztiink vtPC12, Z-M17-5 (dnRas-t alacsony szinten expresszalo sejtvonal) és
M-M17-26 (er6s dnRas expresszioju sejtvonal) sejtekbol, NGF-kezelés utan, illetve anélkiil
izolalt sejtmagextraktumokkal.
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6. abra: A tranzin promoter szerkezete és a gélretardacios assayhez hasznalt PCR-termékek
(T1-T4).
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7. dbra: Fehérjekotodés vizsgalata a T2
fragmentumon PCI12 (2-5. minta) és M-
M17-26 sejtekbol (7-9. minta) szarmazo
magextraktummal (1. minta: fehérjemen-
tes kontroll; a nyil a dnRas klonokra
specifikus komplexet mutatja).

3. Az NGF antimitogén hatasanak vizsgal
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Az EMSA-kisérletek az alabbi
eredményeket hoztadk: (I) mind a négy DNS-
fragmentumon kialakultak specifikus fehérje-
komplexek, ezek kiilonboz6é kisérletekben
reprodukalhatéak voltak; (II) a legerdsebb
fehérjekotddést a T1 fragmentum adta, ezt
NGF PCl12-ben indukalta, a dnRas
klonokban nem; (III) a T2 fragmentumon
tobbféle fehérjekomplex képzodott, koziilik
egy a dnRas klonokra specifikus (7. ébra);
(IV) a T3 fragmentumon is kimutathaté dn-
Ras klonokra specifikus kotodés.

A témaban eddig jutottunk. Bar ezek
az elsd eredmények biztatoak, beldliik
érdemi kovetkeztetések nem vonhatok le. A
DNéz footprinting modszert, melytdl a
fehérjekotd  helyek pontos lokalizalasat
vartuk, még nem tudtuk bedllitani. A téman
tobb, az intézetbdl azdta eltavozott kolléga
kezdett dolgozni, érdemi eredményeket
Fekete Zsuzsanna produkalt, 2005 nyaran
azonban 6 is  hosszabb  kiilfoldi
tanulmanytra tavozott. Az alprojektben elért
csekély haladast a téma technikai nehézségei
mellett a fenti tényez6k magyarazzak.
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proliferacid6 NGF altal eldidézett leallasa. Az NGF antimitogén és differenciacios hatdsanak
kapcsolatdban megvizsgaltuk a p53 tumor szuppresszor fehérje szerepét. A p53 fehérje, egyéb
hatdsai mellett, Cdk-inhibitorok indukciojaval sejtosztodast gatld hatast is kifejt. A p53

fehérje szerepének

8. abra: ERK-1 és -2 foszforilacio szinkronizalatlan viPCl2 és
pl43p53PC12 sejtekben.
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hataséara és NGF jelenlétében is tovabb szaporodnak. Jelentés mennyiségben expresszaljak az
exogén pS53 fehérjét, sejtmagjukban pedig erdsen csokkent a p53-enhancerhez kotddod
aktivitds. A p53 DNS-hez kotodését a vizsgalt neuritogén (NGF, dbcAMP) és cellularis
stresszt kivaltd kezelések (szérum-éheztetés, etopozid, UV-besugarzas, anisomycin) sem
fokoztak. Bar a p53 fehérje transzkripcios faktor funkciojat tehat jelentdsen befolyasolja a
mutans fehérje jelenléte, a p53 fehérje foszforilacids mintazata (a Ser6, 15, 20, 46 és 392
pozicidkban) csak csekély mértékben tér el a vtPC12 és p143p53PC12 sejtekben. A kétféle
sejtvonal eltérd biologiai sajatossagait azonban nagyon jol tiikrozi MAPK-kaszkadjaik eltérd
viselkedése. Irodalmi adatok tantisaga szerint a Ras/ERK-ut szabalyozza a p53 funkcidt. Sajat
vizsgalataink bizonyitjak, hogy regulacié ellentétes irdnyban is létezik. Szinkronizélatlan
p143p53PC12 sejtekben az ERK-foszforilacié erésen gatolt (8. dbra). G, fazisu p143p53PC12
sejtekben az NGF hatasosan stimulalja az ERK-foszforilaciot, az azonban 120 perc utan mar
visszatér az alapszintre, mig a vtPC12 sejtekben 180 perc utan is emelkedett mértékd (9.
abra). A JNK 1, 2, 3 és a p38 MAPK foszforilacio erdteljesebb és konstitutiv a dnp53 fehérjét

NGF (50ng/ml) NGF (50ng/ml)
C 100 200 300 60 90" 120" 150' 180 Cc 100 20 300 60 90 1200 150° 180

phospho-ERK 1
phospho-ERK 2

ERK 2
phospho-JNK 2/3
phospho-JNK 1 '

JNK 2/3
JNK 1

phospho-p38

p38

Actin

1.2 3 4 6 7 8 9 10 1 2 3 4 6 7 8 9 10
wtPC12 p143p53 PC12

9. abra: Mitogén-aktivalt proteinkindzok foszforilacioja NGF-kezelt viPC12 és
pl43p53PC12 sejtekben.

expresszalo sejtekben. Mindkét jelenség (atmeneti ERK-foszforilacid, fokozott stresszkindz
aktivitas) gatld hatastt az NGF neuritogén jelatviteli mechanizmusdban. (A dnp53-munka
részleteit Fabian ¢és mtsai, 2006 cikke tartalmazza. Ez az anyag részét képezi Fabian Zsolt
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Jelen program fontos részét képezte a tulélési és sejthaldl-szignalizacid néhany
vonatkozasanak vizsgalata PC12 sejtvonalakban.

A Ras szupercsaladba tartoz6 monomer G protein RhoA szerepét olyan stabil PC12
transzfektans klonokban vizsgaltuk, melyek konstitutivan aktiv mutdns RhoA (V14RhoA)
fehérjét  expresszaltak. Hoechst-festést kovetd morfologiai  vizsgalatok ¢és az
internukleoszomalis DNS-fragmentacié analizise is azt mutatta, hogy szérum-&heztetést
illetve PI3K-gatlast (LY294002, wortmannin) kovetden is apoptotikus jelek mutatkoznak a



mutans sejtvonalakban, azonban a vtPC12 sejtekkel Osszehasonlitva késleltetett ido-
kinetikaval (10. abra). Hasonlo hatasu volt a natrium-szalicilat kezelés is (Id. késobb). A
RhoA-aktivitas tehat hozzajarulhat a sejtek tuléléséhez, 6nmagaban azonban nem elegendd az
apoptozis kivédéséhez. (A RhoA PC12 sejtekben jatszott szerepével foglalkozott Nusser Nora
PhD-disszertacidja.)

Az NFxB  anti-
apoptotikus  szerepét nat-
rium-szalicilattal ~ vizsgal-
tuk, ami az IKK enzimet
gatolva megakdalyozza az
IkB lebomlasat, az NFxB
felszabadulasat,  nuklearis

3 nap NGF 3 nap NGF
0 A1224480A 122448 0 A1224480A 122448  Ora éheztetés

PC 12 RhoA+ PC 12 transzlokaciojat és génin-

, . o ) dukciés hatasanak érvénye-

10. dbra: Apoptotikus DNS—fragmentacz? vtPCI2 és siilését.  PC12  sejtekben
V14RhoA-PC12 sejtekben (a kezelések 3 napig

kifejezett citotoxikus hatést

tartottak; A, 1 ug/ml anisomycin). a  Na-szalicilat 10 mM
koncentraci6 felett mutatott. DNS-fragmentacios analizis és id61éptetéses video-mikroszkopos
morfologiai vizsgalatok is apoptotikus sejthalalt igazoltak. Az apoptozist sem NGF, sem
dbcAMP nem védte ki. A Na-szaliciladt NFkB-utat gatld hatasat gélretardacios analizissel
mutattuk ki. Kisérleteink tehat igazoljak az NFxB szerepét PC12 sejtek talélésében. (Tovabbi
részleteket Kiss és mtsai, 2004 kézleménye tartalmaz. A Na-szalicilat hatdsanak vizsgélata
képezte Kiss Judit diplomamunkajanak alapjat.)

A cellularis stressz folyamatok vizsgalata hivta fel figyelmiinket a protein kindz R
(PKR) szerepére PC12 sejtek apoptdzisdban. Ezt az enzimet stressz-szignalok, ndvekedési
faktorok aktivaljak, sokféle sejtfolyamatban feltételezik szerepét (proliferacid, differenciacio,
antiviralis valasz, apoptozis). Aktivalasa foszforilacié mellett proteolitikus hasitassal torténik.
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11. abra: Anisomycin-indukalta apotozis és PKR-aktivacio PC12 sejtekben.



Munkank ezen részében a PKR proteolitikus aktivalasat vizsgaltuk apoptotizalé PC12 sejtek-
ben. Minden vizsgalt, apoptdzishoz vezetd kezelés (szérum-éheztetés, etopozid, ciszplatin,
anisomycin, LY294002 kezelés) PKR hasitast eredményezett PC12 sejtekben. A PKR hasités
idében egybeesett az apoptotikus morfologiai valtozasokkal és DNS-fragmentacioval. A
hasitas aktivalta a PKR-t: az elF2a transzlacios inicidcios faktor foszforildcidja szorosan
korrelalt a PKR-hasitassal. A kaszpaz-3 proteolitikus aktivacidja megeldzte vagy kisérte a
PKR aktivacidjat. Eredményeink arra utalnak, hogy a kaszpaz-3/PKR/elF2a
proteolitikus/foszforilacios kaszkad altal eldidézett fehérjeszintézis-gatlas fontos szerepet
jatszhat az apoptozis végrehajtdo fazisaban PC12 sejtekben. (A 11. &bra az anisomycin
példajan mutatja be a fenticket. A munka eredményeit dsszefoglald kézirat jelenleg elbiralas
alatt van a J. Neurosci. Res. folyoiratnal /Pap, M., Szeberényi, J.: Involvement of proteolytic
activation of protein kinase R in the apoptosis of PC12 pheochromocytoma cells/.)



