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1. Bevezetés

Anyagcsere tevékenységeiket a sejtek csak a kornyezetiikkel vald folytonos
kolcsonhatésban képesek véghezvinni. Eletiik soran kornyezetiikb6l szamtalan inger éri Sket:
kémiai, mechanikai, h6, elektromos, és egyebek. Ezek a sejten kiviili, vagyis extracellularis
szignalok biztositjak a sejtek kozotti kommunikaciot, a szervezet dsszehangolt mitkodését is.
Mivel a kommunikacié kémiai agensek kozvetitésével is torténhet, ezért ezt a folyamatot
kémiai jelatvitelnek, vagy szignaltranszdukcionak nevezziik. A kémiai jelatvitelnek két
szakasza van. Az els6, mely soran a jeltermel6 sejt jelatviteli molekulat (ligandot) képez, ami
eléri és felismeri a ra specifikus receptorral rendelkezd célsejtet. Ez a sejten kiviili
szignalizacio folyamata. Ezt kovetden a ligand receptorhoz kotddésével megkezdddik az
intracellularis, azaz a sejten beliili jelatvitel. Ennek végeredményeként a sejt bioldgia valaszt
ad az Ot ért hatdsokra, tobbek kozt génexpresszids valtozasok kovetkeznek be, melytdl

anyagcseréje modosulhat.

A kémiai jelatvitelnek tobb fajtajat kiilonboztetjiilk meg aszerint, hogy a jeltermeld- és
a célsejt milyen viszonyban vannak egymassal. Eszerint beszélhetiink parakrin-, endokrin-
autokrin-, juxtakrin- és intakrin jelatvitelrél. Parakrin szignalizacié esetén a ligand a célsejtet
diffuzioval éri el, a hatas gyors. Az endokrin jelatvitel soran endokrin mirigyek termelik a
hormonokat, melyek a véraram utjan érik el célsejtjeiket. A célsejteknek nagy affinitast
receptorokkal kell rendelkezniiik, a hormonnak kis koncentracioban is hatasosnak kell lennie.
Autokrin jelatvitelnél a jeltermeld sejt altal kivalasztott ligand ugyanazon sejt sejtfelszini
receptorahoz kotddik, juxtakrin esetben pedig a jelatviteli molekula sejtfelszini fehérjeként
expresszalodik, majd a masik sejt receptorahoz kozvetlen, sejt-sejt kontaktus utjan
kapcsolodik. Intakrin jelatvitelr6l beszéliink akkor, amikor a sejtben termel6dé anyag
(metabolit) a sejtben talalhaté ugynevezett arva receptorhoz kotddik, az anyag a sejtet nem is

hagyja el.

A receptorok két csoportjat kiilonitjiik el. Vannak sejtfelszini €s intracellularis
receptorok. Az intracelluldris receptorok a citoszolban vagy a sejtmagban talalhatok, Kis
hidroféb molekulak (pl.: szteroidok) érhetik Oket el, melyek szdmara a sejthartya szabadon
atjarhato. A sejtfelszini receptorokhoz ezzel szemben olyan ligandok ko6tddnek, melyek

méretiik és/vagy toltésiik miatt nem tudnak atjutni a sejthartyan (SZEBERENYI 2004).



. Célkituzés

A felhasznalt szakirodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy Urocortin2 kezelés ERK
foszforilaciot, azaz aktivaciot indukal PC12 sejtekben.

Rendelkezésiinkre allt az az informaci6 is, hogy NGF (idegi novekedési faktor)
kezelés hatdsara szintén bekovetkezik az ERK aktivacié ebben a sejttipusban.

Ezen el6zményekbdl kiindulva kutatocsoportunk Ucn2 és idegi novekedési faktor
kombinalt kezelését alkalmazta PC12 sejtekben, de a vart jelnovekedéssel szemben az
egyiittes kezelés hatasara egy koztes intenzitasu aktivacioé alakult Ki.

Ahhoz, hogy jobban megértsiik, mely jelatviteli komponensek sziikségesek az Ucn2
szignaltranszdukcidjahoz PC12 sejtekben, jelatviteli utakban defektiv sejtvonalakat
hasznaltunk. Ezzel az volt a célunk, hogy kideritsiik, vajon mi lehet a koztes aktivacio
oka.

A tovabbiakban kombinalt kezeléseket alkalmaztunk, hogy kideritsiik, vajon mely
jelatviteli fehérje/fehérjék felelosek ezért a jelenségért, vagyis tulajdonképpen a

gatlasért.



3. Anyagok és modszerek

3.1 PC12 sejttenyészet

Kisérleteinkhez vad tipusu PC12 sejteket, illetve ennek valamely jelatviteli komponensére
nézve mutans sejtvonalat hasznaltuk. 5% foetalis borjuszérumot és 10% hdvel inaktivalt
16szérumot tartalmazé Dulbecco’s modified Eagle’s médiumban (Sigma-Aldrich), standard
tenyésztési koriilmények kozott (37°C, 5% CO2, 80% paratartalom) ndvesztettiik a sejteket. A
tapfolyadékot heti két alkalommal cseréltiik. Kezeléshez Kkiiiltetés elétt a tenyésztd edény
aljarol médiummal mostuk le a sejteket, majd ezt kovetden 1.000.000 sejtet iltettiink ki
lemezenként. A kezelések el6tt a sejtek szinkronizalasa és altalanos jelcsillapitas céljabol

0,5%-0s médiumban 24 6ras széruméheztetést végeztiink.

3.2 PC12 sejtek kezelése

crer

faktorral kezeltiik a PC12-, MM17-26-, A126- és az nnr5 sejteket 5-, 15-, 30 percen, valamint
1-, 3-, 6- és 24 6ran keresztiil, illetve NGF-fel 15 perces kezelést végeztiink. Ezen feliil PC12
sejteken Astressin2B-vel (Sigma Aldrich) valé kombinalt Ucn2 és NGF kezeléseket is
végeztiink. Végiil a kezelések leallitasa €s a sejtek roncsolasa lizispufferben (50mM Tris-base,
pH7.4, 150mM NaCl, 10%glycerol, ImM EGTA, ImM Na3VO0O4, 5uM ZnCl2, 100mM NaF,
10pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin, ImM PMSF, and 1% Triton X-100) tortént.

3.3 Western blot analizis

Egykomponensti BioRad Protein Assay-t kovetden 595 nm-en mért abszorbancia értékek
alapjan hataroztuk meg a sejtlizatumok fehérje koncentracioit, majd natrium dodecil szulfat-

poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS- PAGE) valasztottuk szét egymastol a fehérjéket. A

crer

crer

poliakrilamid gél zsebeibe egyenként 30pg fehérjekivonatot mértiink be, majd 25mA/gél
aramerdsséggel a fehérjéket méret szerint szeparaltuk. A gélben 1évo mintdkat egy €éjszakan at

elektromos dram segitségével permeabilizalt nitrocellul6z membranra transzferaltuk. Az

crer
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blokkoltuk a membrant, majd indirekt immunologiai jeloléssel detektaltuk a specifikus
fehérjéket. A poliklonalis, nytlban termelt anti-foszforilalt ERK antitestet (Cell Signaling)
1:1000 ardnyban, 3% marha szérum albuminban oldva vittiik fel a membranokra, majd 4°C-
on ¢jszakan at igy inkubaltuk. 2x5 perces, majd 3x10 perces TBS-T-s (10mM Tris-base
(pH8), 150mM NacCl, 0,2% Tween-20,) mosassal tavolitottuk el a rendszerbdl a fehérjékhez
nem specifikusan kotddott antitesteket. A membranokat ezutan 5% zsirmentes tejben 1:10.000
aranyban oldott, poliklonalis, anti-nyul, tormagyokér-peroxidaz (HRP) enzimmel kapcsolt,
szekunder antitestekkel (Jackson Immunological) inkubaltuk 4°C-on, 1 6ran at. A jelet
rontgenfilmen, HRP katalizalt kemilumineszcens reakcioval (Millipore Immobilon Western)
detektaltuk. Ez utan stripping pufferrel (0,2M glicin-HCI, 0,05M Tween 20, pH2,5) torténd
mosassal leoldottuk az elsddleges ¢€s masodlagos antitesteket a membrénokrdl, majd
ugyanezen a membranon 1:1000 aranyban zsirmentes tejben oldott, nyul, poliklonialis anti
ERK-antitesttel (Cell Signaling) a fent leirtakhoz hasonlé6 mddon ellendriztiik a betoltott

mintak mennyiségét.

3.4 Adatelemzés

Kisérleteinket egymastol fliggetleniil, 3 alkalommal végeztiik el. A Western blot analizis
soran kapott jeleket Image] szoftverrel denzitometraltuk, atlagukat grafikonon abrazoltuk,
melyen feltiintettiik az egyes mintak atlagtol valo eltérését is. A detektalt jelet minden esetben

a foszforilalt fehérje inaktiv formajara normalizaltuk (loading kontroll).

3.5 Immunfluoreszcencia

Immunfluoreszcens vizsgalatainkhoz 24-lyuku tenyésztéedénybe, alkohollal zsirtalanitott
fedolemezekre, Biirker- kamraban tortént sejtszamolast kovetden 50.000 sejtet iiltettiink ki. A
sejteket a kezeléseket megel6z6 éjszakan at 0,5%-os szérumtartalmiu médiumban éheztettiik.
paraformaldehiddel fixaltunk a feddlemezeken lasst razatas mellett, 4°C-on, egy oOran at. Ezt
kovetden a sejteket 2x5 percig mostuk foszfat-pufferelt s6oldatban (PBS: 137mM NaCl,
2,7mM KCI, 4,3mM Na2HPO4 x 7 H20, 1,4AmM KH2PO4), amit 2x10 perc mosas kovetett
tris pufferrelt sooldatban (TBS: 50mM Tris-HCI (pH7,4), 150mM NaCl). 3%-os zsirmentes
tejben tortént az aspecifikus kotohelyek blokkolasa. Az elsddleges, poliklonalis, nytalban
termelt anti-foszforilalt ERK antitestet (Cell Signaling) 1:300 aranyban, 3%-o0s zsirmentes



tejben oldva adtuk a sejtekhez, majd egy éjszakan at 4°C-on inkubaltunk. Ezek utan a nem
kotodott, elsddleges antitesteket 2x5 perc, majd 3x15 perc TBS-sel mostuk ki lasst razatas
kozben. Ezt kovetdéen a masodlagos, Cyanin 3-mal konjugalt poliklonalis, anti-nyul,
fluoreszcens antitestet (Jackson Immunological) 1:600 aranyban oldottuk 3%-0s zsirmentes
tejben, és a sejteket 4°C-on inkubaltuk az oldatban 1 o6ran keresztiil. A nem kotodott
masodlagos antitesteket 2x5 perc, majd 3x15 perc TBS -es mosassal tavolitottuk el. 5 perces,
TBS-ben 1:10.000 aranyban feloldott Hoechsttel (Calbiochem) végzett festéssel tettiik
lathatova a sejtmagokat. A Hoechst oldat leszivasat kovetoen, a felesleges festék eltavolitasa
végett a sejteket 3x15 percig TBS-ben mostuk. A preparatumokat Vectashilddel (Vector
Laboratories Inc.) fedtiik. A fluoreszcens jelet 1ézer-pasztazd konfokalis fluoreszcencia
mikroszkop segitségével jelenitettiik meg. A preparatumokrol egy Olympus Fluo View-1000

rendszer és a FW10ASW szoftver hasznalataval felvételeket készitettiink.



4. Eredmények és értékelésiik

4.1 PC12 sejtek kezelése

p-ERK
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az ERK fehérje foszforilacidjara Western bloton (fels¢ abra), a blot denzitometriaja

alapjan kapott oszlop diagramok (k6zépsd abra) és a 15 perces NGF és Urocortin2

15min Ucn2

kezelések foszfo-ERK jelének immunfluoreszcens felvétele (also abra)
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mutatjak, hogy 5 percnél kezdédik meg az ERK foszforilacio, majd a 15. perc utan kezd el
csokkenni. Igy sikeriilt kimutatnunk, hogy van ERK foszforilacié Urocortin2 kezelést
kovetden PC12 sejtekben. NGF kezelés hatasara az Ucn2 kezelésnél erésebb ERK aktivacio
figyelheté meg. Az oszlopdiagram szamszer(isitve is mutatja az ERK aktivaci6 mértékét az
egyes kezelések esetében. Immunfluoreszcencia vizsgalattal is igazoltuk az ERK aktivaciot
PC12 sejtekben NGF ¢és Ucn2 kezelés hatasra, ahol is jol lathato az ERK foszforilacié a

citoplazmaban mindkét kezelés hatasara.

4.2 MM17-26 sejtvonal vizsgalata
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ERK fehérje foszforilacidjara Western bloton (felsé abra), a denzitometria alapjan
kapott oszlop diagramok (kozépsé abra) és a 15 perces Ucn2 és NGF kezelések

immunfluoreszcens felvétele (also abra)

Dominans gatlé Ras-t expresszaldo MM17-26 sejtvonalban Western blottal nem figyelhet6
meg Unc2-vel, vagy NGF-fel torténd kezelés hatasara. Ezt az oszlopdiagram is mutatja. Az
immunfluoreszcens felvételek alapjan jol lathatd, hogy nincs ERK aktivacid sem a
sejtplazmaban, sem a magban egyik kezelés hatasar sem. Igy azt a kovetkeztetést vonhatjuk
le, hogy a Ras fehérje részt vesz az Ucn2 jelatvitelében, ami vad tipusu PC12 sejtekben az

ERK foszforilaciojahoz vezet.

4.3 A126 sejtvonal vizsgalata
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NGF 15min Ucn2 15min

ERK fehérje foszforilacidjara Western bloton (fels6 abra), a denzitometria alapjan
kapott oszlop diagramok (kozépsd abra) és a 15 perces idegi ndvekedési faktor és

Urocortin2 kezelések immunfluoreszcens felvétele (als6 abra)

Az A126 sejtvonal PKA-ra defektiv sejtvonal. Ahogy azt a Western blot analizis is
mutatja, ebben a sejtvonalban sem figyelhetd6 meg ERK aktivacio Ucn2 kezelés hatasara.
Denzitometriaval is alatamaszthatjuk ezen megfigyeléseinket, melyeket szintén
megerdsitettiink immunfluoreszcencia segitségével. Ez alapjan itt is elmondhatjuk, hogy
Urocortin2 kezelés hatasara nem alakul ki ERK aktivacio A126 sejtvonalban. NGF hatasara is
a kontrolhoz képest egy a vad tipusu PC12 sejtben mérhetdnél joval gyengébb foszforilacid
figyelhet6 csak meg. Ezen eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a proteinkinaz A
egy fontos komponens az Ucn2 jelatvitelében PC12 sejtekben, viszont ez az enzim a

novekedési faktorok hatasat nem befolyasolja olyan erdsen.

4.4 nnr5 sejtvonal vizsgdlata
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nnr5 sejtvonal
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ERK fehérje foszforilacidjara Western bloton (felsd abra), a denzitometria alapjan
kapott oszlop diagramok (kozépso abra) és a 15 perces idegi novekedési faktor és

Ucn2 kezelések immunfluoreszcens felvétele (also abra)

Az nnr5 sejtvonal a TrkA-ra defektiv, ami az idegi novekedési faktor nagy affinitasu
receptora. A Western blot analizis alapjan elmondhato, hogy ebben a sejtvonalban Urocortin2
kezelés hatasara hasonloan, mint vad tipusu PC12 sejtekben, van ERK aktivacio, vagyis a
TrkA receptor nem vesz részt az Ucn2 jelatvitelében. NGF kezelés hatasara a vartaknak
megfeleléen nincs ERK foszforilacio, hiszen az NGF receptora nem miikddik ebben a
sejtvonalban, igy a Ras/ERK ut sem tud ebbdl az iranybol aktivalédni. A Western blot
analizist kovetd denzitometria szintén jol tlikrozi az emlitett kdvetkeztetéseket, amikkel az

immunfluoreszcens felvételek is egybevagnak.
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4.5 Részosszefoglalas

3 —PC12
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5. abra: A kiilonb6z0, vizsgalt sejtvonalak (A126, MM17-26, PC12, nnr5) Urocortin2,
vagy NGF kezelésekre adott ERK aktivacios valaszai

Az 5. abra grafikonja a 4 sejtvonal egyes kezelésekre adott ERK aktivacios valaszait
Osszegzi. JOl lathatd, hogy PC12 sejtvonalban Ucn2 kezelés hatdsara az 5. percnél kezdddik
az ERK aktivacié és a 15-30. perc utan kezd el csokkenni, mig NGF kezelés esetében egy
joval erésebb ERK foszforilacié alakul ki. A dominéns negativ Ras-t tartalmaz6 MM17-26
sejtvonal esetében nincs ERK aktivacio sem Ucn2, sem NGF kezelés hatasara. A proteinkinaz
A-ra defektiv A126 sejtvonalban nincs ERK aktivacio Urocortin2 kezelést kovetden és idegi
novekedési faktor hatdsara is csak egy gyenge aktivacio figyelhetd meg. Tehat elmondhatjuk
azt, hogy a PKA és a Ras fontos komponensei az Ucn2 jelatvitelének PC12 sejtekben, mig a
Trk receptor nem vesz részt az Ucn2 jelatvitelében. Ezen eredményeink utan kezdtiik el az

Ucn2- és NGF-fel torténd kombinalt kezeléseinket.
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4.6 A2B-vel elokezelt PC12 sejtek
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crer

hatasa az ERK fehérje foszfor11ac10Jara Western bloton (fels6 abra) és a denzitometria
alapjan kapott oszlopdiagramok (als¢ abra). Kell6 szdmban elvégzett megbizhato
ismétlés hianyaban csak az els6 kisérlet eredményeit mutatjuk.

A PC12 sejteket astressin2B-vel kezeltiik, mely a CRF-R2p tipusu receptort, vagyis az
Urocortin2 receptorat szelektiven blokkolja. 10 perces NGF kezelés hatarara er6s ERK
aktivacio figyelhet6 meg, mig ezt megel6z6 30perces astressin2B elokezelés hatasara szintén
erds ERK aktivacio indukalodik. Ezek alapjan elmondhatjuk azt, hogy az astressin2B nincs
hatassal az NGF receptorara. 10 perces Ucn2 kezelés hatdsdra szintén kialakul az ERK
aktivacio, de ha ezt megel6zte a 30 perces astressin2B-vel valo elkezelés, akkor nem jott
létre az ERK aktivacio. Urocortin2 €s idegi ndvekedési faktor kombinalt 10 perces kezelése
soran azt tapasztaltuk, hogy koztes aktivacié alakul ki, mig ha ezt a kombinalt kezelést
megeldzte a 30 perces astressin2B-vel valod eldkezelés, akkor olyan mértékiit ERK aktivaciot
kaptunk, mintha csak 6nmagukban NGF-fel kezeltiik volna a sejteket. Ugy tiinik tehat, hogy

az astressin2B nincs hatassal az NGF jelatvitelére, mig az Urocortin2 szignaltranszdukcidjara
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igen. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a PKA és a Ras/ERK Ut nem receptor szinten hatnak

egymasra.

5. Osszefoglalas és jovébeli céljaink

NGF—

Ucnz\‘
CRF- T? — | Ras

R2§ —
‘ cAMP

l

7. abra: Urocortin2 és NGF kezelések hatdsa a cAMP és a Ras/ERK jelatviteli utakra
PC12 sejtekben

Az Ucn 2 egy CRF receptor ligand, melynek egyedi szovettani eloszlasa és szamos
funkcidja ismert. Elettani hatasait legtobbszor a sejtfelszini, G-protein-kapcsolt CRF2-
receptor altal kozvetiti, de mas alternativ itvonalak aktivacigjat is megfigyelték. Mivel Ucn2
kezelést kovetden hasonlé ERK aktivacios kinetika volt megfigyelhetd, mint NGF esetében,
ezért kutatocsoportunk a két liganddal egyszerre torténd, kombinalt kezeléseket is végzett. Az

eredmények itt némileg ellentmondtak a vartaknak, mert a két szer egyiittes hatdsara csak
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némileg gyengébb foszforilaciot figyelhettiink meg, mint amit az NGF egymagaban ki tudott
valtani. Mindezek alapjan célunk az volt, hogy a jelatviteli utakat pontosabban

feltérképezziik, és igy e gatlas lehetséges okara is fényt deritsilink.

Eredményeik alapjan azt mondhatjuk,hogy az Urocortin2 kezelés hatissal van a
CAMP-PKA ¢és a Ras/ERK jelatviteli utakra. Ennek bizonyitéka a Ras illetve a PKA fehérjék
kiiktatasa, melynek kdvetkeztében Ucn2 kezelés hatasara nem alakul mar ki ERK aktivacio
PC12 sejtekben. Az A2B 4altal blokkolt CRF-R2B receptor nem vesz részt az NGF
jelatvitelében, tehat nem receptor szinten torténik a gatlas. Jovobeli céljaink kozé tartozik
ezeknek a jelatviteli utaknak a tovabbi vizsgalata, illetve annak meghatarozasa, hogy mely
tovabbi komponensek jatszanak fontos szerepet az Ucn2 jelatvitelében PCI12 sejtekben.
Szeretnénk tovabba azt is kideriteni, hogy a cAMP ¢és a Ras/ERK jelatviteli ut hol mutat
atfedést. A gatlas egyik lehetséges oka lehet a Rapl fehérje, mely szintén része az ERK
szignalizacios utnak, igy tovabbi kisérleteink sordn erre a jeldtviteli komponensre fogunk

fokuszalni.
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