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Roviditések jegyzéke

AIF: apoptosis inducing factor

ATF4: activating transcription factor 4

Bak: Bcl2-antagonist/killer

Bax: Bcl2-associated X protein

Bcl2: B-cell lymphoma protein 2

CaMK: Ca®*/calmodulin-dependent kinase

cGMP: cyclic guanosine monophosphate

CHOP: CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein
CREB: cAMP-responsive element binding protein
dbcAMP: dibutyryl cyclic adenosine monophosphate
elF2a: eukaryotic initiation factor 2-alpha

ERK: extracellular signal-regulated kinase

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
GCN: general control non-derepressible

GEF: guanine nucleotide exchange factor

GSNO: S-nitrosoglutathione

HRI: heme-regulated inhibitor kinase

HSP90: heat shock protein 90

JNK: c¢-Jun N-terminal kinase

MAPK: mitogen-activated protein kinase

MKK: MAP kinase kinase

MEKK: MAPK/ERK kinase kinase

MKP: MAPK phosphatase

NF«B: nuclear factor x B

NGF: nerve growth factor

NO: nitric oxide

NOS: nitric oxide synthase

p21WAFL1: wild-type p53-activated fragment 1
p75NTR: p75 neurotrophin receptor

P90RSK (=Rsk2): p90 ribosomal S6 kinase



PARP: poly-ADP-ribose polymerase
PCNA: proliferating cell nuclear antigen
PDI: protein disulfide isomerase

PDK: PIPs-dependent kinase

PERK: PKR-like endoplasmic reticulum kinase
PI13K: phosphatidylinositol 3-kinase
PIP,: phosphatidylinositol bisphosphate
PIP3: phosphatidylinositol trisphosphate
PKA: protein kinase A

PKB (=Akt): protein kinase B

PKC: protein kinase C

PKG: protein kinase G

PKR: protein kinase R

PLC: phospholipase C

PTEN: phosphatase and tensin homolog
sGC: soluble guanylate cyclase

Siah: seven in absentia homolog

SNP: sodium nitroprusside

SOD: superoxide dismutase

TNFa: tumor necrosis factor a

TrkA: tropomyosin-related kinase A
UPR: unfolded protein response

XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis

WST-1: water soluble tetrazolium salts



Bevezetés

A nitrogén-oxid szerepe, képzddése, metabolizmusa

A nitrogén-oxid (NO) masodlagos messengerként szerepet jatszik az intracellularis
jelatvitelben, illetve a sejtmembranon atjutva a sejtek kozotti parakrin jelatviteli
folyamatokban. A vérrel, a hemoglobin hem részéhez vagy az albuminhoz koétédve a
keletkezési helyétdl tavolabbra is szallitodhat (Blaise és mtsai, 2005).

A nitrogén-oxid szintaz (NOS) fehérjecsalad felelds a NO eloallitasaért, az aldbbi

reakcio szerint:
L-arginin — NO + L-citrullin

Az enzimcsalad tagjai a neuronalis, az endotelialis és az indukalhato NOS. C-
termindlis reduktdz doménjilk nagymértékben, mig N-termindlis oxigendz doménjiik
kevésbé homolog. Hem résziik mellett tetrahidrobiopterint, NADPH-t, FAD-ot és flavin
mononukleotidot hasznalnak kofaktorként. A kalmodulint mindhdrom izoforma képes
megkotni (Bian és mtsai, 2006). Mindharom enzim homodimerként aktiv. Az endotelialis
¢s neuronalis NOS aranylag kis mennyiségben termel NO-t, ami nem éri el a toxikus
szintet. Konstitutivan expresszalodnak, Ca?*, illetve kalmodulin hatasara aktivalodnak. Az
indukalhatd NOS lipopoliszacharid, citokinek, tumor nekrézis faktor a (TNFa) hatasara
expresszalodik, NFkB transzkripcios faktor kozvetitésével (Kang és mtsai, 2004, Blaise és
mtsai, 2005). Az indukalhatdé NOS aktivacidjaban nem vesz részt a kalmodulin, a
tobb napig) aktiv (Lirk és mtsai, 2002). Az altala termelt NO adott esetben nagyobb, mar
toxikus koncentraciot is elérhet (Brown, 2010). A kisérleteinkhez hasznélt PC12 sejtvonal
mindharom tipusit NOS-t expresszalja (Balogh Andras, személyes kozlés).

In vivo koriilmények kozott a NO hatésait tobbféle tényezd befolyasolja: egyrészt a
potencialis célfehérje NOS-t6l valo tavolsaga, hiszen a képz6dott NO, mint szabadgyok
nagyon reakcioképes. Masrészt a képzddott NO koncentracioja, hiszen kiilonbozé fehérjék
modositasdhoz eltérd NO-koncentracio sziikséges. Példaul a cGMP-ut aktivalasahoz joval
kisebb mennyiségli NO is elég, mint a p53 fehérje modositasdhoz. S6t, egy adott fehérjén

belil 1s kiulonbdz6 aminosav-oldallancok modosulasa eltér6 NO koncentracid hatasara



kovetkezik be (példadul p53 fehérje). Harmadrészt, él6 szervezeten beliil mas lebonto
mechanizmusok is érvényesiilnek, mint akar egy sejttenyészetben, ezaltal altalaban
csokkent és/vagy rovidebb idejli hatassal szamolhatunk (Anand és Stamler, 2012; Brown,
2010; Souza és mtsai, 2008).

A NO hatdsai

A képz6dott NO intracellularisan serkenti a szolubilis guanilat-ciklaz (SGC)
miikodését (annak hem részéhez kotédve), a képzodott ciklikus GMP (CGMP) tobbek
kozott a protein kindz G (PKG) aktivalasan keresztiil fejti ki hatasait. A PKG egyéb
fehérjék mellett aktivalja a PI3K enzimet, foszforilalja a CREB transzkripcios faktort,
befolyasolja a sejt Ca’* homeosztazisat, hatassal van a citoszkeleton funkcidjara (Kang és
mtsai, 2004, Francis és mtsai, 2010).

A NO kovalensen kotédhet fehérjék meghatarozott aminosav oldallancaihoz. A
folyamat a foszforilacié mintajara a nitrozilacio nevet kapta. A -NO csoport cisztein
aminosavhoz koétédése a nitrozaciod vagy S-nitrozilacio. A tirozin modositasa -NO, csoport

altal a nitracio folyamata (Martinez-Ruiz és Lamas, 2004, Blaise ¢és mtsai, 2005). Egyes

crer

crcr

befolyasolja a nitrozilaciojuk, ennek a modositott aminosav elhelyezkedésétdl fiiggden
aktivalo és inaktivalo hatasa egyarant lehet.

Vas vagy rézionnal komplexet képz6 fehérjékben a NO a fémionnal is kapcsolodhat.

A nitrozilacio tipusai

Az S-nitrozildcié mechanizmusaban részt vevé egyes enzimek (a metal-cisztein
nitrozilazok) fémionrél (a fehérjével komplexet alkotd Fe?* vagy Cu2+-ionr('>l) juttatjak
sajat vagy egy masik fehérjében talalhato cisztein aminosavra a nitrozocsoportot (példaul
hemoglobin, neuroglobin, citokrom c, coruloplazmin). Az enzimek masik csoportja, a
transznitrozilazok (példaul hemoglobin, tioredoxin, kaszpaz-3, glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz /GAPDH/, Cdk5) sajat cisztein aminosavrdl juttatjdk a nitrozocsoportot a
célfehérjéjiik cisztein aminosavara. A nitrozocsoportot a denitrozilazok tavolitjak el a
fehérjérol. Jelenleg ismert két f6 tipusuk a Trx-rendszer (tioredoxin, tioredoxin-reduktaz,
NADPH) ¢és az S-nitrozoglutation (GSNO) reduktaz rendszer (GSNO-reduktaz mas néven



alkohol dehidrogenaz III, glutation, NADH). Mindketté a citoszolban 1év0, S-nitrozilalt
fehérjék denitrozilalasaban vesz részt. A tioredoxin a tioredoxin-reduktazzal kapcsolodva a
denitrozilacié (példaul kaszpaz-3, kaszpaz-9, AKkt), anélkiil a nitrozilacio folyamataban
vesz részt. A GSNO-reduktaz rendszer denitrozilalja tobbek kozott a Ras fehérjét. In vitro
vizsgalatok soran kimutattdk a xantin/xantin-oxidaz, a y-glutamil transzpeptidaz, a
glutation peroxidaz és a Cu/Zn szuperoxid-dizmutaz (SOD) denitrozilalé hatasat is (Gaston
¢és mtsai, 2003, Anand és Stamler, 2012).

A NO masodlagosan a fehérjék S-glutationilacigjat, tehat a glutation és cisztein
oldallanc diszulfid hidon keresztiili kotddését is eléidézheti. A glutation S-nitrozilalodhat
(GSNO képzodik), ez pedig elésegiti a fehérjékhez kapcsolodasat (Circu és Aw, 2012). A
glutationilacio szintén szabalyoz6 szerepii (Martinez-Ruiz és Lamas, 2004). A
denitrozilazok koziil a y-glutamil transzpeptidaz és a Cu/Zn SOD elsdésorban a GSNO
denitrozilalasaban vesz részt. A GSNO koncentracioja sejttipusonként valtozik, ez
kiilonbdz6 GSNO-bonto katalitikus enzimaktivitasra utal (Gaston és mtsai, 2003). A NO
indukalta apoptozis soran csokken a sejtben a glutation mennyisége (Blaise és mtsai, 2005).

A fehérjék tirozin-nitracidja kevésbé ismert folyamat, mint az S-nitrozilacio, de
mar igy is tobbféle lehetséges mechanizmusa korvonalazddott. Eldszor is a NO-bol,
reakcioképessége miatt mas intermedierek mellett peroxinitrit (ONOQOY) és nitrit (NO3)
képzddik, melyeknek szerepe van a nitracidés folyamatokban (a peroxinitritnek az S-
nitrozilacios folyamatokban is) (Bian és mtsai, 2006, Souza és mtsai, 2008). A tirozin-
nitraci6 ,klasszikus” folyamata peroxinitritet hasznal fel. Peroxiddzok (mieloperoxidéz,
laktoperoxidaz, tormaperoxiddz) a nitritet és hidrogén-peroxidot felhasznalva képeznek
nitrotirozint. A nitrit hem jelenlétében nem enzimatikus reakcioban nitralja a tirozint,
ehhez szintén sziikség van hidrogén-peroxidra (Bian és mtsai, 2006). A denitracid
mechanizmusa még kevésbé tisztdzott (Abello és mtsai, 2009). A nitrotirozin tartalmu
fehérjek egy része a proteaszomak segitségével lebomlik. Mivel protedzgatlok jelenlétében
is csokken a tirozinon nitralt fehérjék mennyisége, denitraz enzimek szerepe is
valdszintisithetd (Ischiropoulos és Gow, 2005).

A nitraci6 célpontjai olyan tirozinok, amelyek a fehérjén beliil meghatarozott
kornyezettel rendelkeznek. Ez a tirozin kOrnyezetében meghatarozott kémiai
tulajdonsagokkal rendelkezd aminosavak jelenlétét, és nem valamiféle konszenzus-

szekvenciat jelent. A nitralt tirozin kornyezetében savas karakteri, valamint prolin



aminosavakat taldlunk az atlagosndl nagyobb, ellenben ként tartalmaz6 aminosavakat
kisebb szamban. A tirozin-nitraci6é sokszor olyan tirozin aminosavakon torténik, amelyek
foszforilalédhatnak is. Bar a nitraci6 nem a hidroxilcsoportot, hanem a fenolos gytiriit
érinti, gatlolag hat az aminosav foszforilaciojara (Souza és mtsai, 2008). Mas esetben
(példaul a Src onkoprotein esetében) az autofoszforilalt allapotot imitalva hozzajarul a
fehérje aktivaciojahoz. Gyulladasos folyamatok markereként is detektaljak a
peroxinitritbdl képzodott nitrotirozint (Ryberg és Caidahl, 2007). A nitralt fehérjék
fokozott immunvalaszt valthatnak ki, szerepiik lehet autoimmun folyamatokban. A nitralt
fehérjék aggregatumokat is képezhetnek (példaul a-szinuklein a Parkinson-korban
megfigyelheté Lewy-testekben, tau-fehérje Alzheimer-korban) (Souza és mtsai, 2008).

Az oxigén szabadgyokok altal kivaltott oxidativ stresszhez hasonléan, a nagyobb
mennyiségli NO altalanos sejtkarositd hatast valt ki (ilyen kortilmények kozott altalaban a
nitrogén ¢s oxigén szabadgyokok karositd hatdsa egyiitt érvényesiil, hiszen mindkettd
megtalalhato a sejtben), melyet nitrozativ stressznek neveznek. Ezt a fogalmat a fehérjék,
DNS, zsirsavak NO ¢és szarmazékai altal torténd, kovalens moddosuldsanak (kémiailag
pontatlan) Osszefoglalé neveként is hasznaljak. Kémiailag helyesen a fokozott S-
nitrozilacié megnevezése a nitrozativ stressz, mig a fokozott nitracidé a nitrativ stressz. A

nitrozativ stress végso soron sejthalalhoz vezethet (Heinrich és mtsai, 2013).

NO-donorok

A NO hatasanak modellezésére kisérleti koriilmények kozott sokszor NO-
donorokat hasznalnak. Ezek konnyebben adagolhatok a gaz halmazallapota NO-hoz képest,
viszont hatranyuk, hogy a NO mellett egyéb termékek is képzddnek beldliikk, €s nem
zarhatd ki, hogy a tapasztalt hatdsok egy részéért ezek a ,,melléktermékek™ feleldsek.
Valamint nem biztos, hogy az adott donor-vegyiilet egyenletes sebességgel, illetve dozissal
aranyos mértékben termel NO-t (Li és Wogan, 2005, Brown, 2010). Antioxidansok
(vitaminok, glutation), illetve hemoglobin (mint a NO megkétdje, inaktivaloja) jelenléte a
sejttenyészté médiumban befolyasolja a NO hatasat (Li és Wogan, 2005, Brown, 2010).
Munkacsoportunk nitroprusszid-natriumot (SNP, Nay[Fe(CN)sNO]) hasznal a kisérletei
soran. Ebbdl NO mellett natrium-cianid képzddik, valamint mésodlagosan hozzjarul a
sejtben oxigén szabadgyokok képzodéséhez, illetve a képzO6d6 hidrogén-peroxid

toxicitasahoz. A toxikus doézisu SNP-bdl képzddé natrium-cianid azonban nem éri el azt a



koncentraciot, ami toxikus a sejtekre (Niknahad és O’Brien, 1996, Wink és mtsai, 1996,
Yamada és mtsai, 1996, Babich és mtsai, 1998).

A NO szerepe a neuronadlis differencidacio jelatvitelében
Az NGF jelatvitele PC12 sejtekben

A munkadm soran hasznalt PC12 patkany pheochromocytoma sejtek idegsejt
novekedési faktor (NGF) hatasara neuronalis differenciaciot mutatnak: megvaltozik a
fehérje-expresszios mintazatuk, leall az osztédasuk, neuritokat novesztenek, sot elektromos
aram hatasara ingerelhetéek lesznek (Dichter és mtsai, 1977). Az NGF hatasait a nagy
affinitasi TrkA (tropomyosin-related kinase A) receptor, illetve a nem csak NGF-re
specifikus, és azt kis affinitassal kotd p75 neurotrofin receptor (p75NTR) kozvetiti. A
TrkA receptor NGF kotését kovetden tobb jelatviteli utvonal parhuzamos aktivacidja
figyelheté meg: a Ras - extracellularis szignal-regulalta kinaz (ERK) ttvonal tartds
aktivacidja sziikséges a neuritndvekedéshez, a foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K) - Akt
utvonal dontéen a sejt tuléléséért felelés, a foszfolipaz Cy (PLCy) atvonal szerepe a
rendelkezésre allo adatok alapjan kevésbé meghatarozo (Szeberényi és Erhardt, 1994) (1.
abra).

Az aktivalt NGF-receptorhoz adapter fehérjék kozvetitésével kapcsolédd guanin-
nukleotid kicseréld faktorok (GEF) aktivaljak a Ras fehérjét. A Ras fehérje miikodését
gatolhatjuk dominans gatld Ras mutans expresszalasaval. Az N17 mutans RasH a GEF
szekvesztralasaval a sejtben jelenlévd vad-tipusu RasH aktivaciojat is gatolja (Farnsworth
¢és Feig, 1991; Stacey és mtsai, 1991). A Ras fehérje aktivitasa kritikus: a dominans gatlé
Ras-t expresszald sejtvonalak NGF hatasara nem képesek differencialodni (Szeberényi és
mtsai, 1990).

Az aktivalodott Ras fehérje a Raf és mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz (MKK)
enzimek kozremitkodésével serkenti az ERK-et (Robbins és mtsai, 1992; Thomas és mtsai,
1992; Wood ¢és mtsai, 1992). A tartos ERK-foszforilacid, valamint a fehérje nuklearis
transzlokacidja sziikséges a neuronalis differenciaciohoz (Traverse és mtsai, 1992). Az
ERK aktivacioja gatolt Ras-funkcio esetén nagymértékben gatolt (Boglari és mtsai, 1998)
(1. ébra).

Az ERK-nek szamos célfehérjéje van. Tobbek kozott a p90 riboszomalis S6 kinaz

(P9ORSK) fehérje kozvetitésével aktivalja a CAMP-reszponziv elemet koté (CREB)
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transzkripcids faktort. A CREB a Ras-ERK-en kiviil szamos mas jelatviteli ut (példaul
cAMP-PKA, cGMP-PKG, Ca?**-kalmodulin, PI3K-Akt) aktivaciojat kdvetden is
foszforilalodhat (Boglari és Szeberényi, 2002, DeCesare ¢s mtsai, 1999, Du és Montminy,
1998). A CREB gatlasaval is gatolhat6 a neuronalis differenciacio (Ahn és mtsai, 1998).

A Ras-ERK utvonal kdzremiikodésével indukalodik a neurondlis NOS is NGF-
kezelt PC12 sejtekben (Schonhoff és mtsai, 2001). Az altala termelt NO hatasara a p53
fehérje kozremiikodésével a p21WAF1 (wild-type p53-activated fragment 1) ciklin
dependens kinaz inhibitor indukalodik (Poluha és mtsai, 1997). A p21WAF1, mint a ciklin
dependens kindz inhibitorok altalaban, a sejtciklus leallitasaért felelds. A ciklin D1
mennyisége szintén megndvekszik, és ez a ciklin PC12 sejtekben a proliferacio serkentése
helyett a differenciacio folyamataban jatszik szerepet: az NGF hatasara a p21WAF1 és
ciklin D1 expresszi6 fokozddasaval parhuzamosan lecsokken az S-fazisba 1épd sejtek
szama. Az S-fazisban 1év6 sejtek aranydnak csokkenését a DNS-polimerdz egyik
alegységének, a PCNA-nak (proliferating cell nuclear antigen) csokkent expresszidja jelzi
(Yan és Ziff, 1995). Az NGF antiproliferativ hatasa dominans gatl6 RasH-t expresszald
PC12 sejtekben nem érvényesiil (Kiss és mtsai, 1998) (1. &bra).

Novekedési faktor receptorok aktivaciojakor a PI3K foszfatidil-inozitol-biszfoszfat
(PIP,) foszforilalasaval foszfatidil-inozitol-triszfoszfatot (PIP3) termel, ez a PIP;3-fiiggd
kinazok (PDK) kozremiikodésével aktivalja a protein kindz B-ként is ismert Akt fehérjét.
PIP; defoszforilalasaval a foszfatdz és tenzin homolog (PTEN) fehérje felelés a PI3K
hatdsainak gatladsaért. Széruméheztetett PC12 sejtek apoptézisa kivédhetd NGF adasaval,
ez viszont nem torténik meg a TrkA mutans nnr5 klonban (Loeb és Greene, 1993). Ennek
hatterében a PI3K-Akt itvonal aktivacidjanak elmaradasa allhat, hiszen a Ras fehérjék nem
sziikségesek a PC12 sejtek tuléléséhez: egyrészt a dominans gatld RasH, RasK, illetve
RasN fehérjet expresszald sejtvonalak életképesek, masrészt NGF adasaval kivédhetod a
széruméheztetéssel indukalt apoptozisuk (Varga Judit, nem ko6zolt eredmények). A
differenciacidhoz a PI3K-Akt jelatviteli ut kozvetleniil nem sziikséges, bar egyes
kutatdcsoportok szerint pozitiv szerepe lehet benne (Jackson és mtsai, 1996) (1. dbra).

A PLCy utvonal szerepe a neuronalis differenciacioban ellentmondasos: egyes

megfigyelések szerint nem sziikséges az NGF-indukalta differenciaciohoz (Loeb és mtsai,
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1994), viszont a PLCy, vagy a PKC kémiai gatloészerei gatoljak a PCI12 sejtek
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1. 4bra: A NO szerepe a neurondlis differenciacid jelatvitelében. —:

aktivacié/indukcid, ——: tobblépcsds aktivacid/indukeio, -| : gatlas
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A NO szerepe az NGF jelatvitelében

A NO 6nmagaban nem idéz el differenciaciot PC12 sejtekben (Hindley és mtsai,
1997), a neuronalis differenciacio folyamataban viszont fontos szerepet jatszik. Ezt
alatdmasztja, hogy NOS-gatlok alkalmazasa gatolja a differenciaciot (Kalisch és mitsai,
2003). A NO altal aktivalt SGC-cGMP jelatviteli utvonal nem sziikséges a PC12 sejtvonal
a tapasztalt hatasok hatterében fehérjenitrozilacio all.

Tobb, a neuronalis differenciacio jelatvitelében szerepet jatszo fehérje potencialisan
nitrozildlhat6. A differencidcid szempontjabdl a nitrozildciojuknak serkentd és gatlo
szerepe egyarant lehet, valamint a jelatviteli fehérjék koziil tobbrél még nem bizonyitott,
hogy in vivo koriilmények kozott is nitrozilalodnak-e NGF-kezelés hatasara. A tirozinon
nitrozilalt NGF a neuronalis differenciaci6 és tilélés serkentése helyett a p7SNTR receptor
segitségével apoptozist indukal (Souza és mtsai, 2008). A Ras fehérje nitrozilacioja
onmagaban nem aktivalja a fehérjét, azonban megkdnnyiti annak GEF altali aktivaciojat
(Lander és mtsai, 1997, Heo és Campbell, 2004). Az N17 dominans gatlo Ras-mutans
nitrozilaciot kovetéen sem aktivalhatdo (Jeong és mtsai, 2002). Az ERK aktivacioja
peroxinitrit jelenlétében is bekovetkezhet, akar a Ras-MKK ut aktivacigjatol fliggetleniil.
Az ERK fehérje S-nitrozilacidja a foszforilacidjanak gatlasat eredményezi, viszont csak
nagy dozist NO hatasara kovetkezik be (Feng és mtsai, 2013; Liaudet és mtsai, 2009). A
PTEN és Akt fehérjék szintén nitrozilalhatéak, ez mindkét fehérjét gatolja. A PI3K-utat
ilyenkor az Akt fehérjekinaz aktivitasa fokozodik (Numajiri és mtsai, 2011). A mar
emlitetteknek megfeleléen a CREB-et aktivalo jelatviteli utak koziil a Ras-ERK, PI3K-AKkt,
cGMP-PKG utak befolyasolhatoak a NO altal (1. abra).

A p53 protein tobb tirozin aminosava is nitrdlhat6. A tetramerizaciés doménben
1évd tirozin nitracidja kis mennyiségli NO hatdsara is bekovetkezik, és serkenti a p53
transzkripcids aktivitdsat (Kim ¢és mtsai, 2011). Az NGF altal is aktivalt egyéb
transzkripcids faktorok koziil az AP1 (mind a Fos, mind a Jun alegysége), az Spl és az
Egrl S-nitrozilacidja ismert, és gatolja ezen fehérjék DNS-hez kotddését (Sha és Marshall,
2012).
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Differencialatlan PC12 sejtekben a nitralt fehérjék jo része a citoszol frakciobol
nyerhetd ki. A neuronalis differenciacié soran nitralt fehérjék viszont zomiikben a
citoszkeleton fehérjéi, illetve a citoszkeletonhoz kapcsolédé fehérjék. Kimutattak az a-
tubulin, a tau, valamint a periferin nitraciéjat NGF-fel kezelt PC12 sejtekben (Cappelletti
¢és mtsai, 2004; Tedeschi és mtsai, 2005, 2007). A neurofilamentum konny( lanca tirozinon
nitrozilalédva viszont nem képes a neurofilamentum Osszeszerelésében részt venni (Souza

és mtsai, 2008).

A NO antiapoptotikus hatdsai

A NO kis koncentracioban citoprotektiv hatasu, nagyobb koncentracioban (ennek
mértéke a sejttipus fliggvényében valtozik) sejthalalt idéz el6. Novekedési faktor- illetve
szérummegvonas, oxidativ stressz, halalligandok indukalta apoptézis kivédheté NO-dal.
Elképzelhetd, hogy a NO gyokfogoként mitkodve mérsékli a szabadgyokok karos hatasait
(Li és Wogan, 2005). Bizonyos sejttipusokban antiapoptotikus hatasa a cGMP jelatviteli
uton érvényesiil. A PKG segitségével a PI3K-Akt ttvonalat aktivalja, illetve a CREB
foszforilacidjat és az antiapoptotikus hatasi Bcl2 fehérje expresszidjat fokozza. Mas
sejttipusokban a SGC-cGMP ut szerepe kérdéses, igy az antiapoptotikus hatds varhatdéan
nitrozilacios folyamatok eredménye (Kang és mtsai, 2004, Li és Wogan, 2005, Brown,
2010). Teng és munkatarsai a Ras nitrozilacidjanak protektiv szerepét igazoltak (Teng és
mtsai, 1999) (2. abra).

Az antiapoptotikus hatas nemcsak a sejt talélését segitd jelatviteli folyamatok
aktivalasaval, hanem az apoptdzisban pozitiv szerepet jatszo fehérjék gatlasan keresztiil is
érvényesiilhet. Példaul a nitralt citokrdm c a nem nitraltnal kevésbé aktivalja az
apoptoszomat (Souza ¢és mtsai, 2008). Katalitikus doménjiik S-nitrozilaciojaval a
kaszpazok aktivacidja gatolhato (Brown, 2010, Shahani és Sawa, 2012) (2. abra).
Kiilonb6zd, apoptotikus hatdsnak nem kitett sejttipusokban detektalhatd a mitokondriumok
intermembran terében prokaszpaz-3, amely apoptotikus inger utan mar nem figyelhetd meg
(Mancini és mtsai, 1998). A nitrozilacio elsdsorban a mitokondriumhoz k6t6d6 kaszpaz-3
fehérjékre jellemzd, mig a citoszolban elhelyezkedd kaszpaz-3 altaldban nem nitrozilalt

(Gaston és mtsai, 2003).
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A NO-indukalta sejthalal

Kellden nagy koncentracioban a NO nitrozativ stresszt indukal, igy vezet
sejthaldlhoz. Az ehhez sziikséges koncentracid sejttipusonként jelentdsen eltérd: a
szivizomsejtek, fogpulpasejtek pusztulasahoz vezeté 3-4 mM SNP dozis a tizszerese a
PC12 sejtek sejthalalahoz sziikséges 200-400 uM SNP koncentracionak (Chiusa és mtsai,
2012, Young Park és mtsai, 2013, Tamatani és mtsai, 1998). Nemcsak a sziikséges dozis,
hanem a sejthalal tipusa is kiillonbozhet: sejttenyészetben egyarant taldlunk nekrozissal,
apoptozis kaszpaz-fliggd, illetve -fliggetlen tipusaval elpusztuld sejteket. A dominans
sejthalal-tipus a tenyésztési koriilményeknek (példaul a tenyésztémédium glikoz-
koncentracidja), az aktualisan hasznalt sejttipus glikolitikus kapacitasanak és egyéb
tényez6knek a fiiggvénye. Altalaban a NO kisebb koncentracioban inkabb apoptozist,
nagyobb koncentrdcidban inkabb nekrozist okoz, természetesen ez sejttipusonként
jelentdsen kiilonbozik (Li és Wogan, 2005). Az SNP PC12 sejtekben is egyarant képes
apoptozist €s nekrozist eldidézni, az alkalmazott koncentracid és a tenyé€sztémédium

Osszetétele fiiggvényében (Bal-Price és Brown, 2000).
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A NO dltal okozott nekrozis

crer

« ey

reverzibilisen gatolja a citokrom ¢ oxidazt (IV. komplex), mivel a fém koézponthoz k&t6do
NO az O, kotédésével kompetal (Ischiropoulos és Gow, 2005). Ilyenkor a sejt a glikolizis
altal tud ATP-t termelni (bar egyes enzimjeinek, példaul a GAPDH-nak a gatlasat szintén
leirtak (Kang és mtsai, 2004), amennyiben ez nem elég, nekrozissal elpusztul. ATP
hianyaban a Ca™" pumpak elégtelen miikddése kdvetkeztében Ca™" 4rasztja el a citoszolt,

az ozmotikus viszonyok valtozasa pedig a sejtmembran karosodasahoz vezethet (Brown,

2010).

A NO altal eldidézett kaszpaz-fiiggetlen, programozott sejthalal

A poli-ADP-riboz polimeraz (PARP) aktivacioja szintén megtorténik NO hatasara.
A PARP t&bbféle sejthalal-tipusban is szerepet jatszhat. Ez a DNS-repair enzim NAD™-ot
hasznal szubsztratként, aminek potlasa ATP-t igényel. Az enzim tulzott aktivacidjakor
ATP-deplécio 1ép fel, ami nekrotikus sejthalalt eredményez (Brown, 2010).

A PARP-ot teszik felel6ssé egy kaszpaz-fiiggetlen, programozott sejthalal-tipus
(amely a parthanatos nevet kapta) elinditasaért (Galuzzi és mtsai, 2012) is. A PARP
hatasanak egyik f6 kozvetitdje az apoptodzis indukalo faktor (AIF), amely kaszpaz-
fliggetlen apoptdzis és parthanatos kivaltasaban is szerepet jatszhat. Ez a nyugalmi sejtben
mitokondrialis fehérje felszabadulva a sejtmagba transzlokalodik. A sejtmagban
endonukleaz-aktivacio révén indit el sejthalalt, amely az apoptdzishoz hasonldéan kromatin-
kondenzacidval jar (Cregan és mtsai, 2004, Brown, 2010, Galuzzi és mtsai, 2004).

Az apoptdzisban kulcsszerepet jatszo aktivalt kaszpazok a PARP-ot is elhasitjak. A
PARP hasitott formaja inaktiv, igy nem okoz ATP-depléciot, ezaltal az apoptozis felé
lenditi a sejthalal folyamatat (Blaise és mtsai, 2005).

A NO proapoptotikus hatdasai

A PI3K altal termelt PIP; serkenti az Akt kindz miikodését, amely szamos

célfehérje foszforilalasan keresztiil kdzponti szerepet tolt be PC12 sejtek és szamos mas
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sejttipus talélésében (Yao és Cooper, 1995; Luo és mtsai, 2003). Az Akt fehérje
inaktivalasa onmagaban tobbféle sejthalal kivaltdja lehet (Luo és mtsai, 2003). A PI3K-
Akt jelatviteli utvonal mikodését tobb ponton befolyasolja a NO: alacsonyabb
koncentracioban nitrozilaciéval gatolja a PTEN fehérje miikodését, mig magasabb
koncentracidban az Akt enzim miikodését is. Ennek megfeleléen alacsonyabb dézisu NO
Osszességében serkenti az Akt fehérje aktivitdsat, mig magasabb koncentracioban a gatlas
érvényesiil (Numajiri és mtsai, 2011) (3. abra).

A MAPK-ok csaladjaba tartozo stresszkinazok (c-Jun N-terminélis kindz /JINK/ €s
p38 mitogén aktivalt protein kindz /p38MAPK/) a legkiilonfélébb cellularis
stresszhatdsokra, tobbek kozott nagy dozisu NO-kezelésre aktivalodnak (Han és mitsai,
2001; Li és mtsai, 2004). Szamos célfehérjét (koztiik a p53-at is) foszforilalnak a sejt
stresszvalasza érdekében. Atmeneti aktivaciojuk a talélést is serkentheti, tartds
aktivaciojuk apoptdzishoz vezet (Matsuzawa és Ichijo, 2001) (3. abra).

A NO farmakolégiai dozisban endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt is el6idéz.
A protein diszulfid izomeradz (PDI) S-nitrozildcidéja annak diszulfid izomeraz aktivitasat
gatolja (Shahani és Sawa, 2012). A nem megfelel6 térszerkezetl fehérjék felhalmozodasa a
sejtben tgynevezett ,,unfolded protein response”-t (UPR) valt ki. A stresszvalasz részeként
a transzlacios aktivitas csokken. Ennek mechanizmusa, hogy a foszforilalt eukariota
transzlacids iniciacios faktor 2 oa-alegységének (elF2a) jelenlétében a cap-fiiggd
transzlacid inicidcidja gatolt. Az elF2a foszforilacigjat tobb kiilonbozd (és mdas-mas
koriilmények kozt aktivalodo) fehérjekinaz képes végrehajtani: a protein kinaz R (PKR), a
PKR-szerli endoplazmatikus retikulum kinaz (PERK), a GCN (general control non-
derepressible) és a hem-regulalt inhibitor kinaz (HRI). Az elF2a foszforilacidja nem
gatolja cap-tdl fiiggetlen transzlacidra alkalmas mRNS-eken a fehérjeszintézist. Ezek a
MRNS-ek az UPR-ben szerepet jatszo fehérjéket kodolnak. Az aktivald transzkripcios
faktor 4 (ATF4) szintézise is az elF2a foszforilacidjakor kovetkezik be. Az elF2a tartds
foszforilacigja a cap-fliggd transzlacid inicidcidjdnak altalanos gatldsaval apoptozishoz
vezethet (3. abra). Ilyenkor tobbek kozott az ATF4 transzkripcios faktor hatasara a C/EBP
homolog protein (CCAAT/enhancer binding protein homologous protein, CHOP)
indukalédik. Ez a transzkripcios faktor az ER stressz okozta apoptozis kozvetitje (Brown,

2010, Tong és mtsai, 2011).
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A p53 fehérje kezeletlen sejtekben is expresszalodik. Celluldris stresszhatas nélkiil
a p53 fehérje mennyisége mégis kevés, mert a képzodott fehérje az ubikvitin-proteaszéma
rendszer altal lebomlik. Kiilonféle cellularis stresszhatdsokra, illetéleg stimulusokra
stabilizalodhat, igy a mennyisége emelkedik. A stabilizacidjaban kiilonféle
poszttranszlaciés modosulasok (tobbek kozott a fehérje foszforilacidja) vesznek részt. A
p53 fehérje ilyenkor antimitogén hatast fejt ki vagy apoptozist indukal. Komoly szerepe
van az idegrendszer fejlédésében is (Tedeschi és DiGiovanni, 2009). A 15. pozicidju
szerinen példaul NO hatasara bekovetkezett foszforilacié gatolja a p53 fehérje magbol
torténd exportjat, ezaltal a proteaszomalis lebontasat (Schneiderhan és mtsai, 2003). A p53
fehérje aktivaciojaval az apoptdzis mitokondridlis (intrinszik) Gtvonala aktivalodik. A p53
apoptozist el6idéz6 hatasat a sejtmagban (mint transzkripcios faktor), vagy kozvetleniil a
mitokondriumra hatva fejtheti ki. A proapoptotikus Puma és Noxa fehérjék indukalasaval,
valamint az antiapoptotikus Bcl2 és Bcl-XL fehérjék represszalasaval a mitokondriumokbol
apoptozist el6idézé fehérjék (mint a citokrom c és az AlF) szabadulnak fel. A p53 fehérje
kozvetlen mitokondridlis hatdsainak pontos mechanizmusa még nem vildgos: a Bax
és/vagy Bak aktivalasara, illetve Bcl2 vagy Bcl-xL inaktivalasara is talalunk adatokat (Li
és Wogan, 2005, Brown, 2010, Lindenboim és mtsai, 2011). Miikodésképtelen p53 fehérjét
expresszald limfoblaszt sejtek kevésbé érzékenyek a NO citotoxikus hatdsdra (Wang és
mtsai, 2003). A kaszpaz-9 és -3 hasitasaval aktivalodo kaszpaz-kaszkad teljesiti ki az
apoptozis folyamatat (3. abra). A kaszpazok aktivacidja nitrozativ stressz hatasara
ellentmondasos: egyrészt S-nitrozilacidjuk gatolja az aktivitdsukat. Masrészt hasitott, aktiv
formajuk a citoszolban a XIAP-hoz (X-linked inhibitor of apoptosis) kapcsolodik, amely
E3 ubikvitin ligdz aktivitdsaval az aktivalt kaszpazok proteaszomalis lebontasat idézi eld.
A nitrozilalt kaszpaz-3 viszont a XIAP transznitrozilazaként mikodik. A XIAP S-
nitrozilacidja géatolja annak E3 ligaz aktivitasat, ez végilil az aktiv kaszpdzok
felhalmozddasahoz vezet (Anand és Stamler, 2012, Shahani és Sawa, 2012).

A glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) normalis koriilmények kozott a
glikolizis egyik enzimjeként a citoszolban aktiv. A GAPDH S-nitrozildcija massziv
nitrozativ stressz esetén gatolja annak katalitikus aktivitasat, ellenben ez teszi lehetévé a
citoszolban a Siahl-hez (Siah, seven in absentia homolog) kotédését. Ez egy nuklearis

lokalizacios szignallal rendelkezé fehérje, amely a GAPDH-val egyiitt a sejtmagba
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transzlokalodik. A Siahl E3 ubikvitin ligazként nuklearis fehérjék lebomlasat idézi eld,
ami sejthalalhoz vezet (Brown, 2010, Shahani és Sawa, 2012).
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3. dbra: A NO proapoptotikus hatdsai. —: aktivacid/indukcidé, ——: tobblépcsds

aktivéci(')/indukci('),-I : gatlas

Néhany példa a NO jelentioségére patologias folyamatokban

Szamos adat utal arra, hogy a talzott mennyiségben, illetve nem megfeleléen
szabélyozott moédon  termelédéd NO szerepet jatszik a neurodegenerativ betegségek
felhalmozdodasahoz vezethet, mert tobbek kozott a protein diszulfid izomeraz (PDI) és a
HSP90 hdsokk fehérje enzimaktivitasat gatolja az S-nitrozilacidjuk (Martinez és mitsai,
2011; Tong és mtsai, 2011). Az abnormalis szerkezetli fehérjéket az ubikvitin-
proteaszoma rendszer lebontja. llyen korilmények kozott azonban a lebontasukat
akadalyozza, hogy az E3 ubikvitin ligdizok kozé tartozo parkin S-nitrozilacidja szintén
gatolja a fehérje miikodését. A HSP90 koroki szerepét leirtak Alzheimer-korban (a tau és
az amiloid-béta fehérjék szolubilis allapotban tartasa lenne a feladata), mig a parkin és a

PDI mind a Parkinson-, mind az Alzheimer-kor kialakulasaban szerepet jatszik, hasonléan
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a sejtmagban felhalmozodott, ott proapoptotikus hatasi GAPDH-hoz. Az apoptozist gatld
XIAP ugyan nagyobb mennyiségben van jelen Parkinson- és Alzheimer-korban szenvedd
betegek idegsejtjeiben, azonban S-nitrozildlodva nem képes kifejteni antiapoptotikus
hatasat (Brown, 2010, Shahani és Sawa, 2012). Sokféle idegrendszeri koérképben
gyulladasos reakcio, mikroglia és asztrocita aktivacio figyelheté meg. Ezekben a sejtekben
citokinek hatasara INOS indukaloédik és nagyobb mennyiségii NO-t termelhet, mely a
kornyez6 idegsejteket elpusztitja (Blaise és mtsai, 2005, Brown, 2010).

A NO indukélta apoptézisban kulcsszerepet jatszik a p53 fehérje, ezért NO
jelenlétében az esetleges pS53-mutacié elényos a sejtek talélése és proliferacidja
szempontjabol. Tehat a NO jelenléte és a p53 mutdcidja egyiittesen potencialisan

hozzajarulhat a daganatképzddéshez (Li és Wogan, 2005).
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Célkitiuzeések

A NO kis koncentracioban jelatviteli molekulaként, toxikus koncentracioban
celluléris stresszt eldidézve vesz részt az idegsejtek szignal transzdukcids folyamataiban.
Munkam célja kis dozisi SNP-kezelés NGF-jelatvitelt moduléld hatdsainak, valamint
toxikus dozisu SNP citotoxikus hatasainak tesztelése volt a PC12 sejtek modell
rendszerében. Dominans géatldo RasH fehérjét expresszalo PC12 szubklont haszndlva

elsésorban a RasH fehérjének a NO-szignalizacioban betoltott szerepét vizsgaltam.

.....

e az SNP antiproliferativ hatdsanak Ras-fiiggd vagy Ras-fliggetlen voltat,

e kombinalt SNP- és NGF-kezelés hatasat Ras-gatlds esetén a neurondlis
differenciaciora,

e az SNP és NGF altal befolyésolt, a neurondlis differenciacidban részt vevo

jelatviteli utak aktivaciojat.

Citotoxikus dozisu SNP-kezelés indukalta apoptozisban szerepet jatszo fehérjék
kimutatasaval vizsgaltuk:
e a Ras-gatlas hatasait a tulélési szignalizaciot kozvetitd Akt- és ERK-ut
aktivitasara,
e aRas fehérje befolyasat stressz-jelatviteli utak aktivaciojara,
e ap53-aktivacio és -indukcid Ras-fliggését,

e az SNP é¢s a Ras fehérje hatasat a kaszpaz-aktivaciora.
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Kisérleti anyagok és modszerek

Felhasznalt anyagok és sejtkulturak

Kisérleteinkhez vad-tipusu PC12 patkany pheochromocytoma sejtvonalat (Greene
¢és Tischler 1976), valamint ennek kiilonbdz6 szubklonjait hasznaltuk. A dominans gatld
RasH-t nagy mennyiségben expresszald sejtvonal neve M-M17-26 (Szeberényi és mtsai,
1990). Az nnr5 sejtvonalat, amely TrkA-t nem expresszal, kémiai mutagenezissel hoztak
1étre (Green és mtsai, 1986). A sejtvonalakat 5% hdéinaktivalt fotalis borjuszérummal és
10% szintén hdinaktivalt 16szérummal kiegészitett, 4.5 g/l gliikozt tartalmazé Dulbecco
altal modositott Eagle médiumban (DMEM) tenyésztettilk. Nitrogén-oxid donorként
nitroprusszid natriumot (SNP) alkalmaztunk. Az SNP-t ¢s a DMEM-et a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) cégtdl szereztiik be, a szérumokat és az NGF-et az Invitrogen-t6l
(Paisley, Skocia, Nagy-Britannia) vasaroltuk.

A proliferdcio vizsgalata

A proliferacio vizsgalatahoz lyukanként 5 x 10% sejtet iiltettiink ki 24 lyukd
sejttenyészté lemezre. Masnap, illetéleg 3 nap mulva ismételten nem toxikus dozist SNP-
vel és/vagy NGF-fel kezeltiik a sejteket. A 6 napos kezelési id6 végén tripszin segitségével
levalasztottuk a sejteket a tenyésztdedény aljarol, majd Biirker-kamras szamolassal
meghataroztuk a sejtek abszolit szamat az egyes lyukakban. Az eredmények statisztikai

analizisét Student-féle t-probaval végeztiik. Szignifikansnak a p<0.05 értékeket tekintettiik.

Western-blot analizis

Lemezenként 5 x 10° sejtet iiltettiink ki 100 mm-es tenyésztélemezre. A kiilonb6z6
dozisi SNP-vel és/vagy NGF-fel torténé kezelések végén fehérjét izolaltunk. A sejtek
liziséhez proteaz- és foszfatazgatlokkal kiegészitett RIPA puffert hasznaltunk (1% NP-40,
0.5% natrium dezoxikolat, 0.1% SDS, 1 x PBS pH 7.3 pufferben oldva, 6sszetevéit a
Sigma-Aldrich-tol vasaroltuk). A kaszpazok kimutatasahoz Chaps-pufferrel (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, USA) izolaltunk fehérjéket. A puffert ebben az
esetben 5 mM ditiotreitollal (Cell Signaling Technology) és 1 mM fenilmetanszulfonil-
fluoriddal (Sigma-Aldrich) egészitettiik ki. A fehérjelizatumokat (30-50 pg fehérjét) 0.1%
SDS-tartalmu 12-15%-0s poliakrilamid gélben elektroforézissel elvalasztottuk, PVDF
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membranra transzferaltuk. A kovetkezd antitesteket hasznaltuk: anti-P-Akt(Ser473), anti-
Akt, anti-hasitott kaszpaz-9, anti-hasitott kaszpaz-3, anti-P-CREB(Ser133), anti-P-elF2a,
anti-elF2a, anti-P-ERK, anti-P-JNK, anti-JNK, anti-P-p38, anti-p38, anti-P-p53(Serl5)
(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA); anti-p21, anti-p53, anti-PCNA, anti-
ERK1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anti-PKR (BD Transduction
Laboratories, San Jose, CA, USA); HRP-konjugalt masodlagos — anti-nyul illetve anti-egér
— antitestek (Pierce Biotechnology, Rockford, IL USA). A membranokat ECL-reakciot

kovetden Kodak géldokumentaciods rendszer segitségével fényképeztiik.

A differencidcio morfologiai vizsgdlata

A neurondlis differenciacié vizsgélatdhoz lyukanként 10° sejtet iltettiink ki 24
lyuka sejttenyészté lemezre. Masnap, illetéleg 3 nap mulva ismételten SNP-vel és/vagy
NGF-fel kezeltiik a sejteket. A differencialodott sejtek aranyat 2, 4 és 6 napos kezelés utan
mikroszkopos vizsgélattal hatdroztuk meg, mintdnként 200 sejtet értékelve. Azokat a
sejteket tekintettilk differencidltnak, amelyek legalabb egy, a sejtditmérével megegyezd
hosszisagi vagy annal hosszabb neuritot novesztettek. Az eredmények statisztikai

analizisét Student-féle t-probaval végeztiik. Szignifikdnsnak a p<0.05 értékeket tekintettiik.

A sejtek életképességének vizsgalata

Az ¢l6 sejtszam biokémiai meghatarozasahoz WST-1 esszét hasznaltunk (az esszé
beallitasat Fabian Zsolt végezte laboratoriumunkban /Fabian és mtsai, 2007/). A reagens
14-[3-(4-jodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzén diszulfonat, WST1 (Roche
Hungary Ltd., Budapest, Magyarorszag)/ egy, az ¢él6 sejtek mitokondrialis dehidrogenazai
altal atalakitott formazanso. Lyukanként 2 X 10* sejtet iiltettliink ki 24 lyuku sejttenyésztd
lejartakor a sejteket 10%-0s WST-1 reagens-oldattal inkubaltuk 4 oran keresztiil. Az
atalakitasat kovetden sargas szinli formazan termék kontrollhoz viszonyitott fényelnyelését
ELISA-olvaso segitségével, 450 nm hulldmhosszon hataroztuk meg. Az eredmények
statisztikai analizisét Student-féle t-probaval végeztiik. Szignifikansnak a p<0.05 értékeket

tekintettik.
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A magmorfolégia vizsgdlata

Lyukanként 1-2 x 10° sejtet iiltettiink ki 6 lyuka sejttenyésztd lemezre. Masnap
kolonboz6 dozisi SNP-vel adott ideig, vagy adott dozisi SNP-vel kiiléonboz6 ideig
kezeltiink. A kezelési id6 lejartakor a sejteket paraformaldehid 4%-os oldataval fixaltuk,
majd 0.1% Triton X-100 segitségével permeabilizaltuk. A sejtek DNS-ét 0.5% Hoechst
33258 (Sigma-Aldrich) oldattal festettilk, a mintakat Vectashicld H-1000 (Vector,
Burlingame, CA, USA) fluoreszcens lefedGszerrel fedtiik le. Az apoptozisra jellemzo
kromatinkondenzaciot vagy -fragmentaciot mutato sejtek (a 4. abran nyillal jelolt sejtek)

aranyat fluoreszcencia mikroszkop segitségével kvantifikaltuk. Az eredmények statisztikai

analizisét Student-féle t-probaval végeztiik. Szignifikdnsnak a p<0.05 értékeket tekintettiik.

4. abra: Kontroll (A) és 200 uM SNP-vel kezelt (B) PC12 sejtek magmorfologiaja

Hoechst-festéssel lathatova téve

A DNS-fragmentdcio vizsgdlata

Lemezenként 5 x 10° sejtet iiltettiink ki 100 mm-es tenyésztélemezre. A kiilonbozd
dozisa SNP-vel végzett kezelés utan a sejteket a sajat médiumukba kapartuk fel, 2000
fordulat/perc sebességgel, 5 percig centrifugaltuk, és 0.5 % Triton-X 100, 5 mM Tris pH
7.4, 5 mM EDTA tartalmu pufferben (0sszetevdit a Sigma-Aldrich-t6l vasaroltuk) lizaltuk.
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A centrifugalas utani feliiluszobol DNS-t izolaltunk fenol-kloroformos fehérjekicsapast
alkalmazva, majd RNaz (Invitrogen) emésztés utan 1.8%-os agar6z gélben futtattuk a
mintakat (Yao és Cooper, 1995). DNS-festékként etidium-bromidot (Sigma-Aldrich) vagy
SYBR Goldot (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) hasznaltunk. A géleket Kodak

géldokumentacios rendszerrel fotoztuk.
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Eredmények

A citotoxikusnal kisebb koncentracioju SNP hatdsai

Az SNP Ras-fiiggetlen uton gdtolja a sejtproliferdciot

A NO sejtproliferaciot gatld hatasa régota ismert (Peunova és Enikolopov, 1995).
Tesztelésére vad-tipusu PC12 és dominans gatlé RasH-t erc’iteljesen expresszalo M-M17-
alkalmazott dozissal aranyos mértékii volt a NO proliferaciot gatldo hatasa mind a vad-
tipustt PC12, mind az M-M17-26 sejtvonalban. Az antiproliferativ hatas PC12 sejtekben 50
uM SNP, M-M17-26 sejtekben mar 5 uM SNP hatdsara szignifikans volt a kezeletlen
sejtekhez képest (5. abra).
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5. abra: Az SNP hatasa Vad-tipusﬁ PC12 és M-M17-26 Sejtek proliferéci(')jéra. 6 napos,
Osszegyljtottiik, €és meghataroztuk a sejtszamot a kiindulasi értékhez viszonyitva. A
hibajelek 3 fiiggetlen kisérlet szorasat mutatjak. A szignifikans kiilonbségeket *-gal

jeleztiik (* p<0.05 a kezeletlen mintdhoz viszonyitva).
Mivel ismert, hogy az NGF antiproliferativ hatasat a Ras-ERK-p53-p21WAF1

jelatviteli ut kozvetiti (Poluha és mtsai, 1997, Schonhoff és mtsai, 2001), vizsgaltuk, hogy

ezek a fehérjék felelosek-e az SNP antiproliferativ hatasanak kozvetitéséért is.
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Hat napig tartd, 5 vagy 50 uM SNP kezelést kdvetden a p53, p21WAF1 és PCNA
fehérjék expresszidjanak valtozasat vizsgaltuk. A p53 fehérje az SNP-vel kezelt vad-tipust
PC12 sejtekben doézisfiiggden indukalddott. Ugyancsak dozisfiiggd p53-indukceiot lattunk
M-M17-26 sejtekben, ami arra utal, hogy a p53 fehérje NO hatasara Ras-fiiggetlen uton
keresztiil indukalodott (6. abra). PC12 sejtekben megnétt a p21 WAF1 mennyisége i1s SNP-
kezelésre (6. abra). M-M17-26 sejtekben viszont magas p21WAF1 alapexpressziot
detektaltunk, mely SNP-kezelés hatasara sem valtozott (6. abra). Az SNP sejtosztodast
gatlo hatdsaval 0sszhangban az S-fazis marker PCNA expresszidjat mindkét sejtvonalban

gatolta az SNP-kezelés (6. abra).
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6. abra. Az SNP hatasa a p53, p21WAF1 és PCNA fehérjék expressziojara. 6 napos,

crer

p21WAFI1 és anti-PCNA antitestet hasznalva Western-blot analizist végeztiink. Az
anti-ERK1/2 antitestet mennyiségi kontrollként hasznaltuk.

Az NGF és az SNP egyiittes hatisa sem idéz eld neurondlis differencidaciot M-M17-26
sejtekben

onmagaban nem idézett elé differenciaciot (7.A abra). 50 ng/ml NGF hatasara a sejtek
differencidlodni kezdtek, amely 2 nap mulva mar szignifikans volt a kontrollhoz
viszonyitva, és 6 nap alatt elérte a 64 %-ot. Az NGF-fel egyiitt adott 5 uM SNP

atmenetileg gyorsitotta a neuritndovekedést, hiszen 2 napos kombinalt kezelés utin a
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differencialodott sejtek szama szignifikansan magasabb volt a csak NGF-fel kezelt
sejtekéhez képest, de 4 és 6 napos kezelés utan mar nem volt szignifikans kiilonbség az
NGF-fel, valamint az NGF és SNP kombinacidjaval kezelt mintak kozott (7.A abra). 50
uM SNP némileg lassitotta az NGF indukalta differenciaciot, minden szamoldsi napon
szignifikdnsan alacsonyabb szamu differencialodott sejtet talaltunk (7.A ébra). M-M17-26
sejtek nem differencialodtak sem a kiilonb6z6 dozist SNP, sem 50 ng/ml NGF-kezelés
hatasara (7.B abra). Mivel az SNP az M-M17-26 sejtek proliferaciojat is gatolta (5. abra),
megkiséreltik SNP-vel és NGF-fel egyiitt kezelve el6idézni az M-M17-26 sejtek
dozisu NO, illetve a sejtciklus gatlasa tehat nem képes oldani a Ras/ERK 1t blokkjanak
differencidciot gatlo hatdsat.
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majd meghataroztuk a neurittal rendelkez6 sejtek szazalékos aranyat. A szignifikans

kiilonbségeket a szovegben jeleztem.

Az SNP nem fokozza az NGF ERK-foszforilaciot serkentd hatdsdt

Az irodalmi adatok alapjan varhatdé médon az 50 ng/ml doézisa NGF-kezelés
erdteljes ERK-foszforilaciot eredményezett PC12 sejtjeinkben. Vad-tipusu PC12 sejtekben
az SNP kezelés altal eléidézett ERK-foszforilacio az NGF hatasahoz képest elenyész6 volt.
Az SNP ¢és az NGF egyiittes adasakor az ERK foszforilacidja nem fokozddott tovabb a
csak NGF-fel kezelt mintahoz viszonyitva (8. abra). Az ERK fehérje aktivaciojat a
dominans gatlé RasH jelenléte nagymértékben gatolta mind az NGF-fel, mind az SNP-vel
kezelt M-M17-26 sejtekben. Ebben a sejtvonalban a kombinalt SNP és NGF kezelés sem
indukalt a PC12 sejtekéhez hasonldé mértékit ERK-foszforilaciot (8. abra).

Az SNP nem befolydsolja az NGF dltal indukalt Akt-foszforildciot
Az Akt fehérje PC12 sejtekben NGF hatasara Ras-fiiggetlen jelatviteli uton
keresztiil foszforilalodva aktivalodik (Yao és Cooper, 1995).

cre

cre

SNP a doézissal aranyosan mindkét sejtvonalban kissé serkentette az Akt foszforilaciojat,

viszont kombinalt kezelés esetén nem fokozta az NGF hatasat (8. abra).

A CREB foszforilacidja Ras-fiiggd mind SNP-, mind NGF-kezelés hatdsdara
aminosav foszforilaciojat vizsgaltuk, mert az NGF jelatvitelében ez jatszik kulcsszerepet.
Ez a foszforilacio aktivalja a CREB transzkripcios faktort (DeCesare és mtsai, 1999).
NGF-kezelés hatasara az irodalom alapjan elvart médon vad-tipusu PC12 sejtekben
erdteljes CREB-foszforilaciot detektaltunk (8. abra). Az alkalmazott 5 és 50 uM SNP-
kezelés is a CREB dozisfiiggen fokozott foszforilaciojahoz vezetett PC12 sejtekben. 50
uM SNP hatasara a CREB foszforilacioja az NGF-kezelt mintaéhoz hasonlé mértéki volt
(8. abra). Az SNP hatasa nem szinergisztikus az NGF-kezelés altal eléidézett
foszforilacioval (8. abra). M-M17-26 sejtekben a CREB foszforilacioja nem fokozodott

sem SNP, sem NGF-kezelés hatasara, valamint a két szer egyiittes adasakor sem (8. abra).
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8. abra: ERK-, Akt- és CREB-foszforilaci6 SNP- és NGF-kezelés hatasara vad-tipusa
PC12 és M-M17-26 sejtekben. 2 oras, az abran jelzett koncentracidju SNP-el6kezelés,
majd 30 perces, az SNP jelenlétében folytatott NGF-kezelés utan fehérjét izolaltunk,
¢és anti-P-ERK, anti-P-Akt(Ser473), valamint anti-CREB(Ser133) antitestet hasznalva
Western-blot analizist végeztiink. Az anti-ERK1/2 antitestet mennyiségi kontrollként

hasznaltuk.

Citotoxikus koncentrdaciojin SNP hatdsai

Kisérleteink elsd részében kiilonb6zo tesztek segitségével meghataroztuk az SNP

cres

Az SNP hatasa a sejtek életképességére

Az €16 sejtszam meghatarozasara egy indirekt, biokémiai tesztet hasznaltunk. A
funkcioképes mitokondrialis dehidrogendzok 4&ltal sargas termékké alakitott WST-1
reagens szinvaltozasat kvantitaltuk kiilonb6z6 doézisi SNP-vel kezelt mintdinkban. A
WST-1 esszé szerint a vad-tipusu PC12 sejtek életképessége szignifikansan csokkent 200
uM SNP hatasara, mig 400 uM gyakorlatilag teljes sejtpusztulast idézett el6 (9. abra). A
dominans gatld RasH-t expresszald M-M17-26 sejtvonal érzékenyebbnek bizonyult az
SNP citotoxikus hatasara, mint a vad-tipusi PC12 sejtek, mar 100 uM SNP szignifikans

sejtpusztulast okozott. A TrkA-t nem expresszalo nnr5 sejtvonal szintén, minden
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alkalmazott dozis esetén érzékenyebb volt az SNP toxikus hatasara, mint a vad-tipusa
PC12 sejtek.
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9. abra. Az SNP hatasa vad-tipusi PC12, M-M17-26 és nnr5 sejtek tulélésére. A
sejteket 3 napig az abran jelzett dozisi SNP-vel kezeltik, majd WST-1 esszé
segitségével meghataroztuk a mitokondrialis dehidrogenazok enzimaktivitasat. A
hibajelek 3 fiiggetlen kisérlet szorasat mutatjak. A szignifikans kiilonbségeket jeleztiik
(* p<0.05 a kezeletlen mintdhoz viszonyitva, # p<0.05 az azonos mddon kezelt PC12

sejtekhez viszonyitva).

Az SNP apoptotikus hatdasanak kimutatasa a kromatinban

A kromatin-kondenzacié megjelenése apoptozist, esetleg apoptozis-szerli sejthalalt
valoszinlisit (Broker €és mtsai, 2005, Tait és Green, 2008). Kondenzalt kromatinu
sejtmagok mind a vad-tipust PC12, mind az M-M17-26 sejtvonal (minimum 100 uM
dozisu, illetve minimum 4 6ras) SNP-kezelését kovetéen megjelentek, M-M17-26 sejtek
esetében mind az alkalmazott dozis, mind a kezelési id6 (100-200 uM illetve 4-6 ora utan)
fliggvényében szignifikdnsan nagyobb aranyban, mint PC12 sejtek esetében (10.A és B
abra).

Az apoptozis markereként tartja szdmon az irodalom a nukleazok altal
internukleoszomalisan végrehajtott DNS-fragmentaciot. Az ilyen koriilmények kozott

hasitott DNS agarozgélben megfuttatva létraszerli képet eredményez (Galuzzi és mtsai,
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2012). Vad-tipusu PCI12 sejtekben ehhez 200 uM SNP sziikséges (10.C éabra), mig M-
M17-26 sejtekben a DNS-fragmentacio mar 100 pM SNP hatasara kimutathaté mérték
volt.

Az altalunk alkalmazott tesztek aldtdmasztjdk, hogy a tovébbiakban vizsgélt M-
M17-26 sejtvonal valamivel érzékenyebb az SNP citotoxikus hatdsara, mint a vad-tipusa
PC12 sejtek, valamint, hogy a dominans sejthalal-tipus SNP-kezelt sejtjeinkben az

apoptozis.
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10. abra. Az SNP apoptotikus hatasanak vizsgélata vad-tipustt PC12 és M-M17-26
sejtekben. Apoptotikus sejtek kvantifikalasa kiilonb6z6 dozisi 18 oras SNP-
kezelést kovetden (A). Apoptotikus sejtek aranya kiilonb6z6 idétartamu 400 uM
dozist SNP-kezelést kovetden (B). Apoptotikus DNS-fragmentacié kimutatasa (C).
A hibajelek legalabb 3 fiiggetlen kisérlet szorasat mutatjdk. A szignifikéns
kiilonbségeket jeleztiik (*p<0.05 a kezeletlen mintdhoz viszonyitva, # p<0.05 az

azonos modon kezelt PC12 sejtekhez viszonyitva).
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Az SNP-kezelés kétfazisu ERK-foszforilaciot ideéz elo

A Ras-ERK ut aktivitdsa hozzajarulhat a PC12 sejtek tuléléséhez (Yan és Greene,
1998), bar nem nélkiilozhetetlen ahhoz. PC12 sejtekben 18 6ras idétartamu, 5-400 uM-0s
SNP-kezelés az alkalmazott dozissal aranyos ERK-foszforilaciot idézett el (11.A abra).
Az erOsen toxikus, 400 uM-o0s, 2-24 oras SNP-kezelés kétfazisi ERK-foszforilacio
emelkedést okozott, egy korai, 2-4 6ras, és egy késoi, 18 oras foszforilacios maximummal
(11.B éabra). Az M-M17-26 sejtvonalban az ERK-foszforilacio nagymértékben gatolt volt.
A Korai aktivacio teljesen hianyzott, mig a késdi foszforilacid6 megjelent, bar joval
gyengébben, mint a vad-tipusa PC12 sejtekben (11.A és B abra). A csokkent ERK-

foszforilacié hozzajarulhat az SNP megndvekedett citotoxicitdsdhoz ebben a sejtvonalban.

A.
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11. &bra: Az SNP-indukalta ERK-foszforildcio dozis- és idéfiiggése vad-tipust
PC12 és M-M17-26 sejtekben. 18 oras, az abran jelzett koncentracioja (A), illetve

crer

izolaltunk, és anti-P-ERK antitestet hasznalva Western-blot analizist végeztiink.

Az anti-ERK1/2 antitestet mennyiségi kontrollként hasznaltuk.
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Az SNP csak erdsen toxikus koncentrdacioban gatolja az Akt-foszforilaciot

A PCI12 sejtek tuléléséért dontden a foszforilalt Akt biztositotta jelétvitel felelOs.

crer

crer

kezelés (legalabb 18 o6ra) hatasara PC12 sejtekben (12.A és B abra). A gatlas az M-M17-26
sejtekben i1s hasonléan a nagy koncentracidju €és hosszabb idejii SNP-kezelés hatasara
érvényesiilt (12.A és B abra), tehat a Ras aktivitasatol fiiggetlennek bizonyult. Eszerint
Akt-kozvetitette jelatviteli utvonal eltéré aktivitasaval a két sejtvonal eltéré SNP-

érzékenysége nem magyarazhato.
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12. abra: Az SNP indukalta Akt-foszforilacié dozis- és idéﬁiggése Vad-tipusﬁ

cre

cre

izolaltunk, ¢és anti P-Akt(Ser473) antitestet haszndlva Western-blot analizist

végeztiink. Az anti-Akt antitestet mennyiségi kontrollként hasznaltuk.
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Az SNP stresszkinazok dltal kozvetitett jelatviteli utakat aktival

Az altalanos cellularis stresszreakcio részeként mindkét sejtvonalban az alkalmazott
SNP-doézissal aranyos (13.A éabra) és elhuzodo (24 6ras kezelés utan is kimutathato) JNK
és p38MAPK aktivaciot detektaltunk. A két fehérje foszforilacidja 2 6ras SNP-kezelést
kovetéen mar kimutathatd volt, maximumat 6-8 oOras kezelés hatasara érte el, majd a
foszforilacio csokkenni kezdett, de még 24 oras kezelés esetén is magasabb maradt a
kontroll sejtekénél (13.B abra). Az endoplazmatikus retikulum stressz jelzéseképpen
mindkét sejtvonalban megfigyelhetévé valt az elF2a dozis-fiiggd, tartoés foszforilacidja,
hasonlo idébeli lefutdssal, mint a stresszkindzoké (13.A és B abra). Az M-M17-26
sejtvonal esetében egyik vizsgalt kinaz aktivacidja sem volt nagyobb mértékii, mint a PC12
sejtek esetében (13.A ¢és B dbra). Ez arra utal, hogy bar mindkét sejtvonal
stresszvalaszdhoz hozzajarulhatnak a fenti kindzok &ltal aktivalt jelatviteli utvonalak, az
M-M17-26 sejtek SNP hatasara megfigyelt fokozott érzékenységéért viszont nem teheték

feleldssé.
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13. abra: Az SNP indukalta INK, p38MAPK, valamint elF2a-foszforilacié dozis-

és id(’)’ﬁiggése Vad-tipusﬁ PC12 és M-M17-26 Sejtekben. 18 oras, az abran jelzett

--------

SNP-kezelés utan feherjet izolaltunk, és ant1-P-p38, anti-P-JNK (a nyilak a 46 és
54 kDa-0s JNK izoformakat jelzik), valamint anti-P-eIF2a antitest segitségével
Western-blot analizist végeztiink. Az anti-p38, anti-JNK és anti-eIF2a. antitesteket

mennyiségi kontrollként hasznaltuk.
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A p53 fehérje foszforilacioja és stabilizacioja SNP-kezelés hatdsdra

A INK és p38MAPK szamara tobbek kozott a p53 fehérje 15. szerin aminosava is
foszforilacios hely (Wu, 2004).
hatasara bekovetkez6 foszforilacidja dozisfiiggd (14.A abra). A foszforilacid 2 oras, 400
uM-0s SNP-kezelést kovetéen mdar kimutathaté, maximumat 6-8 o6ras SNP-kezelés
hatasara éri el, és még 24 o6ras SNP-kezelést kovetOen is erételjesebb, mint a kezeletlen
sejtekben (14.B abra), tehat hasonl6 idébeli lefutasu, mint a stresszkinazok aktivacioja. A
PC12 sejtvonalban, mint a dominans gatldo Ras-t expresszalé sejtekben, igy, bar
hozzédjarulhat a p53 stabilizadlasdhoz, nem jarul hozza az M-M17-26 klén fokozott
érzékenységéhez.

Mindkét sejtvonalban megfigyelhetd a p53 fehérje ,klasszikus”, 53 kDa méretli a
izoformaja mennyiségének dozissal és kezelési id6vel aranyos emelkedése, Gnmagaban
nem magyarazva a két vizsgalt sejtvonal eltérd apoptotikus reakciojat SNP-kezelésre (14.A
¢és B abra). A dominans gatldo RasH fehérje jelenléte modositotta a nem kezelt M-M17-26
sejtekben a p53 expresszids mintdzatat a nem kezelt vad-tipusi PC12 sejtekéhez
viszonyitva (14.A és B abra). Az SNP-kezelés ugyancsak befolyasolta az egyes izoformak
expresszidjanak mértékét (14.A és B abra). Kiilondsen szembetiind az M-M17-26
sejtekben megfigyelt hatas: a csak ebben a sejtvonalban erésen expresszalt, mérete alapjan
valoésziniileg a gatlo 35 kDa-os izoformanak megfelel$ csik teljesen eltint SNP-kezelés

hatasara (14.A és B abra).
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14. abra: Az SNP indukalta p53-foszforilacid és -expresszid-valtozas dozis- és
id(’Sﬁiggése Vad-tipusﬁ PC12 és M-M17-26 Sejtekben. 18 orés, az abran jelzett
SNP-kezelés utan feherjet izolaltunk, és ant1-P-p53(Ser15) valamint anti-p53
antitestet hasznalva Western-blot analizist végeztiink. Az anti-ERK1/2 antitestet

mennyiségi kontrollként hasznaltuk.

Kaszpazaktiviacio SNP-kezelés hatdsdra
A p53 fehérje altal indukalt apoptdzis soran a multidomén proapoptotikus Bcl2
csaladtagok altal Iétrehozott fehérjecsatorndkon keresztiil tobbek kozott citokrém c aramlik

a citoszolba. Részvételével feléplil az ugynevezett apoptoszoma, aktivalva az iniciator
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kaszpazok kozé tartozo prokaszpaz-9-et. A hasitott kaszpaz-9 effektor kaszpazok, tobbek
kozott a prokaszpaz-3 hasitasaval indukal apoptozist (Allan és Clarke, 2009).

A prokaszpaz-9 dozissal aranyos hasitasat detektaltuk legalabb 18 o6ras SNP-
kezelés hatasara vad-tipusu PC12 sejtekben (15.A és B abra). Az M-M17-26 sejtvonalban
a kaszpaz-9 aktivacioja joval nagyobb mértéki volt, mint a vad-tipusa PC12 sejtekben
(15.A és B abra). A prokaszpaz-3 hasitasa is kimutathatd volt a kaszpaz-9 aktivaciojaval
aranyosan mindkét sejtvonalban (15.A ¢és B abra). A fokozott kaszpazaktivacid

magyarazatul szolgal az M-M17-26 sejtvonal fokozott SNP-érzékenységére.
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15. abra: Az SNP indukalta kaszpaz-9 és -3 hasitas dozis- és idofliggése vad-tipusu

cre

puffert hasznalva fehérjét izolaltunk, €s anti-hasitott kaszpaz-9 és -3 antitesttel
Western-blot analizist végeztink. Az anti-ERK1/2 antitestet mennyiségi
kontrollként hasznaltuk.
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Megbeszélés

A PC12 sejtvonal alkalmas modellrendszer a NO cellularis hatasainak vizsgalatara,
a NO esetleges szerepének tanulmanyozasara mind a neurondlis differenciacid, mind a
nitrozativ stressz jelatviteli folyamataiban (az SNP altal befolyasolt jelatviteli molekulak
rendszerét a 16. és 18. abra tartalmazza). Az egyes jelatviteli utak tanulméanyozéasara
kiilonbozd, exogén fehérjét expresszald PC12 szubklonok dallnak rendelkezésiinkre,
melyekben a bevitt gén terméke a vizsgalt jelatviteli Gt miikodését modositja. Jelen
dolgozat targyat a Ras fehérje szerepének vizsgalata képezi. Egyéb fehérjéket expresszalo
PC12 sejtvonalak tanulményozasa is folyamatban van, intézetlink kutatasi témajat képezi.
Reményeink szerint ezek a celluldris modellek lehetdséget adnak arra, hogy a NO
idegrendszeri és egyéb betegségekben jatszott szerepével kapcsolatosan — hasznos

kovetkeztetéseket vonjunk le.

A NO antiproliferativ hatasa Ras-fiiggetlen

PC12 sejtekben az NGF az antiproliferativ hatasat (Rudkin és mtsai, 1989) a Ras
fehérje aktivaciojan keresztiil fejti ki (Kiss és mtsai, 1998). Ha az NGF antiproliferativ
hatasa gatolt (példaul a Ras gétlasa mellett a p53 gatldsakor), nem jon 1étre PC12 sejtekben
differenciacid (Kiss és mtsai, 1998, Fabian és mtsai, 2006). Viszont a proliferativ hatasu
epidermalis novekedési faktor (EGF), antiproliferativ szerek (példaul dbcAMP, SNP)

rrrrrr

rrrrrr

Osszehasonlitottuk vad tipust PC12 és egy dominans gatld RasH-t expresszald
PC12 szubklon (M-M17-26 sejtek) antiproliferativ valaszat SNP kezelésre (5. abra). A p53
fehérje SNP-vel kezelt PC12 sejtekben, Brynczka és Merrick (2007) eredményeivel
Osszhangban, dozisfiiggden indukalodik (6. abra). A két sejtvonal kozt nincs kiilonbség az
SNP hatasara bekdvetkezo pS3-indukcioban, valamint a PCNA-expresszio csokkenésében.
A p21WAFI1 indukcidjanak mértéke PC12 sejtekben hasonlé az NGF altal eléidézett
p21WAF1 indukcidééhoz (sajat nem kozolt adat), mig M-M17-26 sejtekben sem NGF (ez
egybevag Kiss Katalin személyes kozlésével), sem SNP hatasara nem nd tovabb az

expresszidja (6. abra). A magas p21WAF1 alapexpresszio kezeletlen M-M17-26 sejtekben
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nem jart egyiitt a sejtvonal csokkent proliferacios képességével, valamint a proliferacid
gatlasdhoz nem volt sziikség a fehérje mennyiségének tovabbi emelkedésére. Ezek alapjan
vagy a p21WAFI1 fehérje valamilyen poszttranszlaciés moédosulasa is befolyasolja az
aktivitasat, vagy valamelyik masik ciklin dependens kindz inhibitor is részt vesz a
sejtciklus leallitasaban (Abukhdeir és Park, 2008). A kérdés tisztazasa tovabbi kisérleteket
igényel. Eredményeink szerint a Ras fehérjének nincsen szerepe az SNP sejtosztodast gatld
hatasanak kozvetitésében (16. dbra). A NO hatdsai dozissal aranyosan érvényesiilnek,
azonban a differencidcios kisérleteknél alkalmazott 50 uM-nal nagyobb mennyiségii SNP
kezelésnek mar toxikus hatdsai is vannak (9. és 10 abra). Az 5 és 50 uM SNP még nem

indukal sejthalalt, amint az a citotoxicitasi kisérletekbdl kimutathat6 (10.A ébra).

Az egyiittes NGF és SNP kezelés nem idéz eld neurondlis differencidciot M-M17-26
sejtekben

5 uM SNP-kezelés NGF-fel kombinalva kissé felgyorsitja a vad tipusa PC12 sejtek
végeredményben nem valtoztatja meg a differencialodott sejtek aranyat. Tehat az NGF és
SNP egyiittes antiproliferativ hatasa kedvez a differenciacionak, azonban nem indukalja a
oknal fogva rezisztensek. Bar az 50 uM SNP hatékonyabban gatolja a sejtosztodast, mégis
gatolja a PC12 sejtek differenciaciojat is (7. abra), feltételezhetden az altala okozott ATP
deplécié miatt (Varga Judit, személyes kozlés).

Az M-M17-26 sejtek NGF jelenlétében a kezeletlen sejtekhez hasonldo mértékben
proliferalnak (Kiss és mtsai, 1998), viszont proliferacidjuk kis doézisi SNP-kezeléssel
gatolhato (5. abra). Mégsem kovetkezik be neuritndovekedés NGF és SNP egylittes hatasara
(7. éabra), tehat a Ras fehérje gatlasait NO adasaval nem lehet athidalni. Ennek egyik
lehetséges oka, hogy a NO Onmagiban nem stimuldlja az endogén Ras-fehérjék GTP-
aktivacio hidnyaban is eldidézhetd NGF és kiilonb6z6 masodlagos messenger analdogok
egyiittes alkalmazasaval, ilyen példaul az NGF és dbcAMP, vagy az NGF és a Ca?*-
ionofor ionomycin kombinacios kezelés (Szeberényi és mtsai, 1992). Eszerint a
differenciacié elmaradasanak masik magyarazata, hogy a NO - szemben a CAMP-vel vagy

Ca?*-mal - nem stimulél olyan jelatviteli mechanizmust, amely a Ras-blokkot megkeriili. A
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kombinalt SNP- és NGF-kezelés tanulsdga az is, hogy a sejtciklus leallitisa, még ha
szlikséges is a neuritndvekedéshez, Ras altal kozvetitett neuritogén szigndlok nélkiil nem

képes a nytlvanyndévekedést elinditani.

SNP NGF
N NGF-R

v

Il PI3
! i %

ERK Akt

/c iEB ﬁ&NAH

neuronalis differenciacio

proliferacio

16. abra: Az SNP és NGF-kezelés egyiittes hatasa PC12 és M-M17-26 sejtekben. —-:

aktivacid/indukcid, ——: tobblépcsds aktivacid/indukcio, -| : gatlas

Az SNP-kezelés nem képes oldani az; NGF indukdlta ERK- és CREB-foszforilacio
domindns negativ RasH okozta gatldasadt

Az SNP PC12 sejtekben dozissal aranyosan tartds ERK-foszforilaciot idéz elo
(11.A ¢és B abrak), azonban ez joval kisebb mértékii, mint az NGF hatasara bekovetkezo
ERK-foszforilacio, valamint kombinalt kezelések soran az SNP az NGF hatasat nem
fokozza (8. abra). Kis dozist SNP-vel kezelt M-M17-26 sejtekben nem foszforilalodik az
ERK, és az SNP NGF-fel egyiitt adva sem képes oldani a Ras-ERK ut gatolt aktivaciojat (8.
abra).

A jelatviteli ut tovabbi fontos tagja a CREB transzkripcios faktor. Megvizsgaltuk

ennek a foszforilaciojat is, mert megfeleld korilmények kozott ERK-tdl fiiggetlen
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jelatviteli utakon keresztiil is aktivalhato a CREB fehérje, példaul ha a p90Rsk
fehérjekinaz nuklearis transzlokacioja megtorténik (Boglari és Szeberényi, 2001, 2002). A
mi kisérleti rendszeriinkben azonban ez a CREB-moédosulas Ras-fiiggének bizonyult,
nemcsak az NGF, hanem az SNP-kezelés hatasara is (8. abra). Ezek szerint mindkét szer a
Ras-ERK ut aktivalasaval idéz eld6 CREB-foszforilaciot. Egy tanulmény szerint a CREB
harmadanak promoéteréhez kotédik (Mullenbrock és mtsai, 2011). Ennek ismeretében nem
meglepd, hogy a CREB aktivaciojanak elmaradasa a differenciacié elmaradast
eredményezi.

A differencidcios kisérletek Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy a NO hatas
részben (antiproliferativ hatds) képes a gatolt Ras-funkciot helyettesiteni, azonban nem

aktival (legaldbbis kelld mértékben) a neuritndvekedéshez vezetd utvonalakat (16. &bra).

Az SNP tobbféle jelatviteli uton keresztiil indukdl sejthalalt PC12 sejtekben

Az SNP tobbféle sejthalalt is indukalhat PC12 sejtekben. Amelyik utvonal a
sejttenyészet adott sejtjében a legerdsebben/leggyorsabban aktivalodik, az lesz felelds az
adott sejt pusztulasaért (Bal-Price és Brown, 2000). Ennek morfoldgiailag lathato jele,
hogy kiilonb6z6 mikroszkopos megjelenésti, kiillonb6zdé fokban kondenzalt kromatinu
sejtmagokat lathatunk SNP-kezelt sejtjeinkben (4. abra). A kevésbé kondenzalt kromatinti
sejtmag az apoptozis korai fazisa mellett jele lehet apoptozis-szer(i sejthalalnak, kaszpaz-
fiiggetlen apoptdzisnak is (Leist és Jaatteld, 2001, Tait és Green, 2008). Sejtvonalainkban a
kaszpaz-aktivacié idoben késObb kovetkezik be, mint az elsé kondenzalt kromatinnal
rendelkezé sejtmagok megjelenése (15.B és 10.B abra). Ez amellett, hogy bizonyitja az
apoptozis mitokondrialis utjanak aktivalodasat, egyben jelzi azt is, hogy kaszpaz-fliggetlen
sejthalal is indukalodik az SNP-vel kezelt sejtekben.

Vad-tipusu PC12 sejtekben a TrkA receptor kapcsolodik a p75SNTR fehérjével.
TrkA hidnyaban a p75NTR homodimereket képezve halalreceptorként miikodik (Arévalo
¢s Wu, 2006), ez intenzivebb stresszjelatvitelt eredményez a TrkA deficiens nnr5 klonban

SNP-kezelés hatasara, annak fokozott érzékenységét eredményezve (9. abra).
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A toxikus koncentrdacioju SNP-kezelés a Ras jeldatviteli utat haszndlva indukal kétfazisu
ERK-foszforilaciot

A Ras fehérje aktivacioja szamos jelatviteli utat aktivalhat, koztiik proapoptotikus
utvonalakat is (Cox és Der, 2010). Mivel a PC12 sejtvonal kevésbé érzékeny, mint az M-
M17-26 sejtek, a proapoptotikus Ras-effektorok (RASSF csalad /Ras association
(RalGDS/AF-6) domain family member/ tagjai) aktivacioja nem valdszini. A PC12
sejtvonalban a PI3K-Akt utvonal aktivacidja Ras-fliggetlen, ezt alatamasztja az is, hogy
nincs kiilonbség a két sejtvonal kozott az Akt 473. helyen allo szerin aminosavanak
foszforilacidjaban (12. abra). Az ERK fehérje SNP altali korai aktivacidja teljes mértékben
Ras-fiiggd (11.B abra), igy a korai foszforilacioért a nitrozilalodé Ras fehérje, esetleg
valamelyik, a jelatvitelben a Ras el6tt helyet foglald fehérje aktivacidja tehetd feleldssé
(példaul egy, vagy akar tobbféle Ras-t aktivald novekedési faktor receptornak a vélhetéen
nitrozilacioval bekovetkezé aktivacidja). A kés6i (18 oras SNP-kezelésre bekovetkezd)
ERK-foszforilacio megjelenik M-M17-26 sejtekben is (11.B abra), tehat részben Ras-
fiiggetlen. Ennek egyik lehetséges magyardzata, hogy az ERK peroxinitrit jelenlétében a
Ras, illetve MKKI1 fehérjéktol fliggetleniil is aktivalodhat (Liaudet és mtsai, 2009). A
kés6i ERK-aktivacié ezen kiviil lehet a MEKK1, egy, a Ras-ut altal nem szabalyozott
MAPKKK aktivacidjanak kovetkezménye. Ez a fehérje elsésorban a JNK aktivacidjaért
felelds, masodlagosan a MKK1 foszforilalasaval az ERK-et is aktivalhatja (Matsuzawa és
Ichijo, 2001, Lu és Xu, 2006) (18. abra).

A toxikus koncentracioju SNP-kezelés Ras-funkciotol fiiggetleniil stressz-jelatvitelt
aktival

A PKR fehérje hasitassal torténd aktivaciojat (Pap és Szeberényi, 2008) latjuk
hosszt idejii (18 és 24 oras) SNP-kezelés hatasara (Varga Judit, személyes kozlés). Az
elF2a-foszforilacid viszont ennél korabban (2-4 ora elteltével) is detektalhatd (13.B abra).
Ezek alapjan az elF2a korai aktivaciojaért valosziniileg a PERK, a GCN, esetleg a HRI
fehérjekinaz tehetd feleldssé (18. abra).

A p38MAPK ¢és a INK foszforilacioja idébeli lefutasat tekintve megegyezik a p53

crc

cre
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foszforilacidja eredményezheti a p53 fehérje stabilizacidjat, viszont onmagaban nem

magyarazza a két sejtvonal eltéré6 SNP-érzékenységét (14. abra).

Az SNP-kezelés, valamint a dominans gdtlo RasH expresszioja befolydsolja a p53 fehérje
expressziojdt

A p53 fehérjének szdmos izoformaja létezik, melyek kiilonbozéképpen
szabalyozzak a sejtproliferacid, differenciacio, apoptdzis folyamatait. A ,klasszikus”, teljes
hosszusagu, 53 kDa-os izoforma a p53a, N-termindlisan két egymast kovetd
transzaktivacios domént, majd a szekvencia-specifikus DNS-kotésért felelés DNS-koto
domént, oligomerizaciés domént és a struktara-specifikus DNS-kotésben fontos bazikus
domént is tartalmaz. Az N-terminalis rovidiilésével a A40, A133 és A160 izoformék jonnek
létre, a C-terminalis mddosuldsaval képzodott izoformdk a B és y nevet kaptak. A A40
izoforméaknak az egyik transzaktivacios doménje, a A133 és A160 izoformaknak mindkét
transzaktivacidos doménje, és a DNS-kotd domén kisebb-nagyobb része is hidnyzik. A C-
termindlis rovidiilésével a B és y izoformdknak hianyzik az oligomerizacids, valamint a
bazikus doménje. Ennek megfelelden hatasaik kiilonboznek a p53a izoforma hatasaitol. Az
egyes izoformak egymas jelatviteli hatésait is képesek modositani (Bourdon és mtsai, 2005,
Janicke és mtsai, 2009, Khoury és Bourdon, 2011, Marcel és Hainaut, 2010) (17. abra).

Az altalunk hasznalt poliklonalis, a teljes hosszusagu p53a fehérje elleni, ezaltal
minden ismert izoformat felismerd antitesttel Western-blotjainkon tdbb csikot
detektalhatunk. Az egyes csikok azonositdsdhoz az egyes izoformak kozotti kis méretbeli
eltérések miatt tovabbi vizsgalatok szilikségesek monoklonalis, €s igy csak egyes
1izoformdkat/néhany izoformat felismerd antitestekkel. A legfels6 detektalhatd csik minden
valészinliség szerint az 51-53 kDa-os p53a. Alatta kevéssel a 46-48 kDa-os p53p és pS3y,
illetve A40p53a izoforma lehet. Hozzavet6legesen 41 kDa koriili méretiiek a A40p53p és
a A40p53y izoformak. 35 kDa-os csikot ad a A133p53a. Végil 25-26 kDa-osnak
azonositottak a A133p53p és v, illetve a A160p53p és y izoformakat. A membranokon
detektalhatd csikok kozill a p53 fehérje ,klasszikus”, 53 kDa-os o izoforméja
mennyiségének emelkedése vad-tipusa PC12 (Osszhangban Brynczka €s Merrick, 2007
eredményeivel) és M-M17-26 sejtjeinkben hasonlé mértékii, ez valdsziniisiti mas
izoformak részvételét az M-M17-26 sejtek fokozott apoptozisanak kivaltasaban. A 46-48

kDa-os izoformak mindegyike részt vehet apoptozis eldidézésében, ezek SNP-kezelés
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hatasara mindkét sejtvonalban indukalodnak (14. abra). A 41 kDa-0s izoformak szerepe
még nem ismert. A A133p53a izoforma a pS3a dominans gatlo fehérjéjeként hat, eszerint a
pS3 altal kivaltott apoptozist is gatolja. Csak az M-M17-26 sejtekben taldlunk ennek az
izoformanak megfelelé méretii csikot (bar a molekulasaly-marker korlatozott
megbizhatdsdga és a felfedezett p53 izoformdk még mindig boviilé sora miatt teljes
biztonsaggal nem allithatjuk, hogy err6l az izoformaro6l van sz6). A csik toxikus dozisu
SNP-kezelés hatasara eltiinik, a fehérje gatld hatasanak megsziinése segitheti a p53
indukalta apoptozist. A kis moélstulyu izoformak koziil a A133p53p és v izoformak jelenlegi
ismereteink szerint nem vesznek részt az apoptdzis kivaltasaban, a A160 izoformak szerepe
pedig még nem ismert (Bourdon és mtsai, 2005, Janicke és mtsai, 2009, Khoury és
Bourdon, 2011, Marcel és Hainaut, 2010, Olivares-Illana és Fahraeus, 2010). Ezek szerint
a RasH fehérje elsésorban a A133p53a expresszigjat (14. abra), ezaltal a p53 fehérjek
antimitogén vagy apoptotikus folyamatokban jatszott szerepét befolyasolja (Agarwal és
mtsai, 2001, Halaschek-Wiener ¢s mtsai, 2004). Vélhetéen ez lehet az egyik kulcsa az M-
M17-26 sejtek fokozott érzékenységének. A toxikus SNP-dézisok adasakor megnovekedd
mennyiségii 46-48, illetve 53 kDa-os p53 izoformak jelenléte magyarazhatja (14. abra),
hogy a differenciacios kisérletekben tapasztalt antimitogén hatas helyett a p53
proapoptotikus hatasa érvényesiil. A leirtak bizonyitasa természetesen tovabbi kisérleteket
igényelne.

A p53 fehérje a pro- és antiapoptotikus Bcl2 csalddtagok szabalyozéasaval az
apoptozis intrinsic Utjat aktivalja. A csak BH3-domént tartalmazd proapoptotikus
csaladtagok koziil barmelyik expresszidja gatolhatd, azonban a NO indukalta apoptdzis
nem marad el (Snyder ¢és mtsai, 2009). Eszerint ezen csaladtagok egyike sem
nélkiilozhetetlen a NO indukalta apoptozis kivaltdsaban. Az antiapoptotikus csaladtagok
koziil NO hatadsara az Mcll mennyisége bizonyitottan csokken, ez hozzédjarulhat a
multidomén proapoptotikus Bcl2 fehérjék aktivalasdhoz. A multidomén proapoptotikus
Bax ¢s Bak fehérjék expressziojadnak egyiittes gatlasaval a NO altal okozott sejtpusztulés
kivédhet6 (Snyder és mtsai, 2009). A kiilonbozé Bel2 csaladtagok esetleges szerepének
igazolasa PC12 sejtjeinkben tovabbi kisérleteket igényel.
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TAD1 TAD2 DBD NLS OD BD p53a

TAD2 DBD NLS OD BD A40p53a
DBD NLS OD BD A133p53a
ADBD NLS OD BD A160p53a
TAD1| TAD2 DBD NLS B p53p
TAD2 DBD NLS B A40p53p
DBD NLS B A133p53p
ADBD NLS B A160p53p
TAD1 TAD2 DBD NLS vy p53y
TAD2 DBD NLS v A40p53y
DBD NLS vy A133p53y
ADBD NLS y A160p53y

17. abra: A p53 izoformak szerkezete (Janicke és mtsai, 2009, Khoury és Bourdon,
2011. cikkek abrai alapjan). TAD: transzaktivaciés domén, DBD: (szekvencia-specifikus
DNS-kotésért felelés) DNS-kot6 domén, NLS: nuklearis lokalizacios szignal, OD:
oligomerizaciés domén, BD: (struktara-specifikus DNS-kotésben fontos) bazikus domén,

B: B 1izoformak jellemzd C-terminalisa, y: v izoformak jellemzd C-terminalisa

Az M-M17-26 kion fokozott érzékenysége az SNP apoptotikus hatdsdra a fokozott
kaszpaz-9 és -3 aktivdacio kovetkezménye

Tulelést serkentd jelatviteli folyamatok gatoljak a kaszpazok aktivacidjat. Tobbek
kozott a PI3K-Akt utvonal még nem azonositott célfehérjéje és az ERK fehérje
foszforilalhatja a prokaszpaz-9-et. Mindegyik foszforilacio gatlé hatasu (Allan és Clarke,
2009). Esetiinkben az Akt fehérje defoszforilacidja megegyezé a két sejtvonalban, tehat
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nem lehet feleldés az eltérd kaszpaz-aktivacidért (12. és 15. abra). Az ERK fehérjék
foszforilacioja M-M17-26 sejtekben gatolt (11. abra), eszerint a kaszpaz-9 foszforilacidja,
tehat aktivaciojanak gatlasa sem valdosulhat meg (18. abra). A feltételezés bizonyitasa
foszfo-kaszpaz-9 antitesttel torténhetne, azonban patkanyra specifikus format még nem

forgalmaznak.

SR,

Ras " “’

Il P38 UNK

i o %
ERK p33 Akt

|
|

kaszpaz-9

kaszpaz-3

|

apoptozis

18. abra: Az SNP apoptotikus hatasai PC12 és M-M17-26 sejtekben. —-:

aktivacid/indukcid, ——: tobblépcsds aktivacid/indukeio, -| : gatlas

Nem tudunk egyértelmii valaszt adni arra, mitdl valik toxikussa PC12 sejtekre a
100-200 uM SNP kezelés. Az altalunk vizsgalt stresszkindzok aktivacidja dozisfiiggod, €s
elérhet egy kiiszobértéket, amely apoptozis kivaltasahoz elegendd. A p53 fehérje esetében
a mai napig nem bizonyitott, hogy miért érvényesiil bizonyos koriilmények kozott az
antiproliferativ, maskor a proapoptotikus hatasa. A p53 fehérje mennyiségének ndvekedése
mellett valoszinlsithetd a poszttranszlaciés modosulasainak megvaltozasa is, amelyek
modositjdk a fehérje biologiai hatasait. Kisebb mértékii nitracidja (csak meghatarozott

tirozin aminosavon) serkenti a transzkripcios aktivitasat, mig a DNS-ko6t6é doménjén

crc
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gatolja azt (Kim ¢és mtsai, 2011). Transzkripcidés faktorként antiproliferativ és
proapoptotikus hatasokat egyarant kozvetit, mig transzkripciotol fiiggetleniil elsdsorban
proapoptotikus hatasai érvényesiilnek. Elképzelheté, hogy ha a NO koncentracidja elég
ahhoz, hogy a transzkripcios aktivitasat gatolja, akkor az antiproliferativ hatas apoptotikus
jellé valtozik.

Az apoptdzis kivaltasanal szoba johet altalunk nem vizsgélt proapoptotikus fehérjék

indukcidja/aktivacioja is, amelyhez adott d6zisu NO-felszabadulas sziikséges.

A munka gyakorlati jelentosége

Kutatasunk sejttenyészeten végrehajtott, alapkutatas jellegi munka. Eredményei
kozvetleniil a gyogyaszatban ennek megfeleléen nem hasznosithatoak. A NO idegsejtekre
gyakorolt hatasainak jobb megismerése azonban kozelebb vezethet a NO komplex
idegrendszeri hatdsainak megértéséhez. Ezzel taldn kozelebb keriilhetiink egy sor
neurodegenerativ és egyéb idegrendszeri betegség pathomechanizmusanak megértéséhez,
igy lefolyasanak lassitasahoz.

A NO szamos szisztémas jelatviteli hatdsa egyben azt is valoszinisiti, hogy NO-
donorok vagy NOS-gatlok gyogyaszati alkalmazasa esetén akar stilyos mellékhatasokkal is
szamolhatunk. Ez megneheziti a NO mennyiségét befolyasold, nem til szelektiven hato
vegyiiletek gyogyaszatban valod felhasznalasat. A NO jelatvitelének jobb megismerése
reményeink szerint lehetévé teheti olyan szerek kifejlesztését, amelyek szelektivebbek a

befolyasolni kivant jelatviteli folyamatra.
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Osszefoglalas

A nem toxikus koncentrdcioju SNP-kezelések alapjan (16. dbra):
e Az SNP antiproliferativ hatdsa Ras-fiiggetlen.

e Az NGF és SNP kombinalt kezelés nem 1déz el6 neuronalis differenciaciot M-

M17-26 sejtekben.
e Az SNP-kezelés nem képes oldani az NGF indukalta ERK- és CREB-foszforilacio

dominans negativ RasH okozta gatlasat.

A toxikus koncentrdcioju SNP-kezelés tobbféle jelatviteli utat aktivdl (18. abra):
e A Ras jelatviteli utat hasznalva kétfazisa ERK-foszforilaciot indukal.
e A Ras-funkciotdl fiiggetlentil stressz-jelatvitelt aktival.
e Az SNP-kezelés, valamint a dominans gatlé6 RasH expresszidja befolyasolja a p53
expressziojat.
e Az M-M17-26 klon fokozott érzékenysége az SNP apoptotikus hatasara a fokozott

kaszpaz-9 és -3 aktivacié kovetkezménye.

50



Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek, Szeberényi Jozsef professzor
urnak a kisérletek technikai kivitelezését6l kezdve a cikkek és disszertacid megirasaig
nyujtott minden tamogatasaért. Ugy tanitott, hogy kozben nagy teret engedett a sajat
elképzeléseimnek, terveimnek, ugyanakkor faradhatatlanul korrigalta, finomitotta azokat.

Szeretnék koszonetet mondani Varga Juditnak, aki kozvetlen munkatarsamként
tudomanyos diakkoros kora ota velem dolgozik. Kisérleti eredményeinek rendelkezésre
bocsatasaval, tiirelmes tamogatasaval nagymértékben megkonnyitette a munkamat. Szintén
koszondm Varga Juditnak és Dr. Galgoci Szilvidnak a disszertacid atolvasasat,
véleményezését.

Koszonet illeti Potzné Arvai Zitat, munkacsoportunk asszisztensét, a kisérletek
technikai kivitelezésében nyujtott segitségéért.

Koszonettel tartozom Dr. Berta Gergelynek a statisztikai elemzések betanitasaért,
ifj. Dr. Sétalé Gyorgynek az immuncitokémiai preparatumok konfokélis mikroszkdpos
vizsgalata soran nyujtott segitségéért és Dr. Kiss Katalinnak, aki rendelkezésemre
bocsatotta az elébiralati anyagaban szerepld, még nem publikalt kisérleti eredményeit,
segitve ezzel sajat eredményeink értelmezését.

Szeretnék koszonetet mondani az Orvosi Biologiai Intézet minden dolgozojanak,
aki munkajaval hozzajarult a kutatasunk sikereihez.

Eziton is szeretném megkdszonni Dr. Abraham Hajnalka és Dr. Polgar Beata
gondos eldbiralatat. Eszrevételeikkel sokat segitettek a disszertacio végleges forméaba

Ontésében.

51



Felhasznalt irodalom

Abello, N., Kerstjens, H. A., Postma, D. S., and Bischoff, R. 2009. Protein tyrosine
nitration: selectivity, physicochemical and biological consequences, denitration, and
proteomics methods for the identification of tyrosine-nitrated proteins. J. Proteome
Res. 8(7): 3222-3238.

Abukhdeir A. M. and Park B. H. 2008. P21 and p27: roles in carcinogenesis and drug
resistance. Expert Rev Mol Med. 10:e19.

Agarwal, M. L., Ramana, C. V., Hamilton, M., Taylor, W. R., DePrimo, S. E., Bean, L. J.,
Agarwal, A., Agarwal, M. K., Wolfman, A., Stark, G.R. 2001. Regulation of p53
expression by the RAS-MAP kinase pathway. Oncogene. 20(20): 2527-2536.

Ahn, S., Olive, M., Aggarwal, S., Krylov, D., Ginty, D. D., and Vinson, C. 1998. A
dominant-negative inhibitor of CREB reveals that it is a general mediator of
stimulus-dependent transcription of c-fos. Mol. Cell. Biol. 18(2): 967-977.

Allan, L. A., and Clarke, P. R. 2009. Apoptosis and autophagy: Regulation of caspase-9 by
phosphorylation. FEBS J. 276(21): 6063-6073.

Anand, P., and Stamler, J. S. 2012. Enzymatic mechanisms regulating protein S-
nitrosylation: implications in health and disease. J. Mol. Med. (Berl.). 90(3):233-244.

Arévalo, J. C., and Wu, S. H. 2006. Neurotrophin signaling: many exciting surprises! Cell
Mol. Life Sci. 63(13): 1523-1537.

Babich, H., Zuckerbraun, H. L., Ricklis, A. S., and Blau, L. 1998. In vitro toxicity of
sodium nitroprusside to human endothelial ECV304 cells. Environ. Toxicol.
Pharmacol. 5(2): 135-144.

Bal-Price, A., and Brown, G. C. 2000. Nitric-oxide-induced necrosis and apoptosis in
PC12 cells mediated by mitochondria. J. Neurochem. 75: 1455-1464.

Bian, K., Ke, Y., Kamisaki, Y., and Murad, F. 2006. Proteomic modification by nitric
oxide. J. Pharmacol. Sci. 101(4): 271-279.

Blaise, G. A., Gauvin, D., Gangal, M., and Authier, S. 2005. Nitric oxide, cell signaling
and cell death. Toxicology. 208(2): 177-192.

Boglari, G., Erhardt, P., Cooper, G. M., and Szeberényi, J. 1998. Intact Ras function is

required for sustained activation and nuclear translocation of extracellular signal-

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Abello%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kerstjens%20HA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Postma%20DS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bischoff%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19415921##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19415921##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Allan%20LA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Clarke%20PR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19788417##

regulated kinases in nerve growth factor stimulated PC12 cells. Eur. J. Cell. Biol.
75(1): 54-58.

Boglari, G., and Szeberényi, J. 2001. Nerve growth factor in combination with second
messenger analogues causes neuronal differentiation of PC12 cells expressing a
dominant inhibitory Ras protein without inducing activation of extracellular signal-
regulated kinases. Eur. J. Neurosci. 14: 1445-1454.

Boglari, G. and Szeberényi, J. 2002. Nuclear translocation of p90R

and phosphorylation
of CREB is induced by ionomycin in a Ras-independent manner in PC12 cells. Acta
Biol. Hung. 53: 325-334.

Bourdon, J. C., Fernandes, K., Murray-Zmijewski, F., Liu, G., Diot, A., Xirodimas, D. P.,
Saville, M. K. and Lane, D. P. 2012. p53 isoforms can regulate p53 transcriptional
activity. Genes Dev. 19: 2122-2137.

Brown, G. C. 2010. Nitric oxide and neuronal death. Nitric Oxide, 23(3): 153-165.

Broker, L. E., Kruyt, F. A., and Giaccone, G. 2005. Cell death independent of caspases: a
review. Clin. Cancer Res. 11(9): 3155-3162.

Brynczka, C., and Merrick, B.A. 2007. Nerve growth factor potentiates p53 DNA binding
but inhibits nitric oxide-induced apoptosis in neuronal PC12 cells. Neurochem. Res.
32(9): 1573-1585.

Cappelletti, G., Tedeschi, G., Maggioni, M. G., Negri, A., Nonnis, S., and Maci, R. 2004.
The nitration of tau protein in neurone-like PC12 cells. FEBS Lett. 562(1-3): 35-93.

Chiusa, M., Timolati, F., Perriard, J. C., Suter, T. M., and Zuppinger, C. 2012. Sodium
nitroprusside induces cell death and cytoskeleton degradation in adult rat
cardiomyocytes in vitro: implications for anthracycline-induced cardiotoxicity. Eur. J.
Histochem. 56(2): e15.

Circu, M. L., and Aw, T. Y. 2012. Glutathione and modulation of cell apoptosis. Biochim.
Biophys. Acta. 1823(10): 1767-1777.

Cox, A.D., and Der, C.J. 2010. Ras history: The saga continues. Small Gtpases. 1(1): 2-27.

Cregan, S. P., Dawson, V. L., Slack, R. S. 2004. Role of AIF in caspase-dependent and
caspase-independent cell death. Oncogene. 23(16): 2785-2796.

De Cesare, D., Fimia, G. M. and Sassone-Corsi, P. 1999. Signaling routes to CREM and
CREB: plasticity in transcriptional activation. Trends Biochem. Sci. 24: 281-285.

53


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16131611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16131611
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20547235
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15867207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15867207
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17592775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17592775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cox%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21686117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Der%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21686117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21686117
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10390618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10390618

Dichter, M. A., Tischler, A. S., Greene, L. A. 1977. Nerve growth factor-induced increase
in electrical excitability and acetylcholine sensitivity of a rat pheochromocytoma cell
line. Nature. 268(5620): 501-504.

Du, K. and Montminy, M. 1998. CREB is a regulatory target for the protein kinase
Akt/PKB. J. Biol. Chem. 273: 32377-32379.

Fabian, Z., Vecsernyés, M., Pap, M., and Szeberényi, J. 2006. The effects of a mutant p53
protein on the proliferation and differentiation of PC12 rat phaeochromocytoma cells.
J Cell Biochem. 99(5): 1431-1441.

Fabian, Zs., Csatary, C. M., Csatary, L. K., and Szeberényi, J. 2007. p53-independent
endoplasmic reticulum stress-mediated cytotoxicity of a Newcastle disease virus
strain in tumor cell lines J. Virol. 81(6): 2817-2830.

Farnsworth, C. L., and Feig, L. A. 1991. Dominant inhibitory mutations in the Mg(2+)-
binding site of RasH prevent its activation by GTP. Mol. Cell. Biol. 11(10): 4822-
4829.

Feng, X., Sun, T., Bei, Y., Ding, S., Zheng, W., Lu, Y. and Shen, P. 2013. S-nitrosylation
of ERK inhibits ERK phosphorylation and induces apoptosis. Sci Rep. 3: 1814.
Francis, S. H., Busch, J. L., Corbin, J. D. and Sibley, D. 2010. cGMP-dependent protein
kinases and cGMP phosphodiesterases in nitric oxide and cGMP action. Pharmacol

Rev. 62(3): 525-563.

Galluzzi, L., Vitale, I., Abrams, J. M., Alnemri, E. S., Baehrecke, E. H., Blagosklonny, M.
V., Dawson, T. M., Dawson, V. L., El-Deiry, W. S., Fuld,a S., Gottlieb, E., Green, D.
R., Hengartner, M. O., Kepp, O., Knight, R. A., Kumar, S., Lipton, S. A, Lu, X,
Madeo, F., Malorni, W., Mehlen, P., Nufez, G., Peter, M. E., Piacentini, M.,
Rubinsztein, D. C., Shi, Y., Simon, H. U., Vandenabeele, P., White, E., Yuan, J.,
Zhivotovsky, B., Melino, G., and Kroemer, G. 2012. Molecular definitions of cell
death subroutines: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death
2012. Cell Death Differ. 19(1): 107-120.

Gaston, B. M., Carver, J., Doctor, A., and Palmer, L. A. 2003. S-nitrosylation signaling in
cell biology. Mol. Interv. 3(5): 253-263.

Green, S. H., Rydel, R. E., Connolly, J. L., and Greene, L. A. 1986. PC12 cell mutants that
possess low- but not high-affinity nerve growth factor receptors neither respond to
nor internalize nerve growth factor. J. Cell. Biol. 102(3): 830-843.

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Du%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Montminy%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1922022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1922022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21760595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21760595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21760595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Green%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3005338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rydel%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3005338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Connolly%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3005338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Greene%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3005338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Green%20SH%2C%20Rydel%20RE%2C%20Connolly%20JL%2C%20Greene%20LA

Greene, L.A., and Tischler, A.S. 1976. Establishment of a noradrenergic clonal line of rat
adrenal pheochromocytoma cells which respond to nerve growth factor. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 73(7): 2424-2428.

Halaschek-Wiener, J., Wacheck, V., Kloo, Y., and Jansen, B. 2004. Ras inhibition leads to
transcriptional activation of p53 and down-regulation of Mdm2: two mechanisms that
cooperatively increase p53 function in colon cancer cells. Cell Signal. 16(11): 1319-
1327.

Han, O. J,, Joe, K. H., Kim, S. W.,, Lee, H. S., Kwon, N. S., Baek, K. J., and Yun, H. Y.
2001. Involvement of p38 mitogen-actived protein kinase and apoptosis signal-
regulating kinase-1 in nitric oxide-induced cell death in PC12 cells. Neurochem. Res.
26(5): 525-532.

Heinrich, T. A., da Silva, R. S., Miranda, K. M., Switzer, C. H., Wink, D. A. and Fukuto, J.
M. 2013. Biological nitric oxide signalling: chemistry and terminology. Br. J.
Pharmacol. 169(7): 1417-1429.

Heo, J. and Campbell, S. L. 2004. Mechanism of p21Ras S-nitrosylation and kinetics of
nitric oxide-mediated guanine nucleotide exchange. Biochemistry 43: 2314-2322.

Hindley, S., Juurlink, B. H., Gysbers, J. W., Middlemiss, P. J., Herman, M. A. and
Rathbone M. P. 1997. Nitric oxide donors enhance neurotrophin-induced neurite
outgrowth through a cGMP-dependent mechanism. J. Neurosci. Res. 47: 427-439.

Ischiropoulos, H., and Gow, A. 2005. Pathophysiological functions of nitric oxide-
mediated protein modifications. Toxicology. 208(2): 299-303.

Jackson, T.R., Blader, I. J., Hammonds-Odie, L. P., Burga, C. R., Cooke, F., Hawkins, P.
T., Wolf, A. G., Heldman, K. A. and Theibert, A. B. 1996. Initiation and maintenance
of NGF-stimulated neurite outgrowth requires activation of a phosphoinositide 3-
kinase. J Cell Sci. 109 (Pt 2): 289-300.

Janicke, R. U., Graupner, V., Budach, W., and Essmann, F. 2009. The do's and don'ts of
p53 isoforms. Biol. Chem. 390(10): 951-963.

Jeong, H.S., Kim, SW., Baek, K.J., Lee, H.S., Kwon, N.S., Kim, Y.M,, and Yun, H.Y.
2002. Involvement of Ras in survival responsiveness to nitric oxide toxicity in

pheochromocytoma cells. J. Neurooncol. 60(2): 97-107.

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15337531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15337531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15337531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14979728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14979728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19453282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19453282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12635656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12635656

Kalisch, B.E., Demeris, C. S., Ishak, M. and Rylett, R. J. 2003. Modulation of nerve
growth factor-induced activation of MAP kinase in PC12 cells by inhibitors of nitric
oxide synthase. J. Neurochem. 87: 1321-1332.

Kang, Y. C., Kim, P. K., Choi, B. M., Chung, H. T., Ha, K. S., Kwon, Y. G., and Kim, Y.
M. 2004. Regulation of programmed cell death in neuronal cells by nitric oxide. In
Vivo. 18(3): 367-376.

Khoury, M. P., and Bourdon, J. C. 2011. p53 Isoforms: An intracellular microprocessor?
Genes Cancer. 2(4): 453-465.

Kim, D. H., Kundu, J. K., and Surh, Y. J. 2011. Redox modulation of p53: mechanisms
and functional significance. Mol. Carcinog. 50(4): 222-234.

Kiss, K., Bartek, B., Nusser, N., and Szeberényi, J. 1998. Ras-dependence of nerve growth
factor induced inhibition of proliferation of PC12 cells. Acta Biol. Hung. 49: 97-102.

Kiss, K., Salamon, S., Torécsik, B., and Szeberényi, J. 2006. Role of phospholipase C-
gamma in NGF-stimulated differentiation and gene induction. Acta Biol. Hung.
57(2):147-155.

Lander, H. M., Hajjar, D. P., Hempstead, B. L., Mirza, U. A., Chait, B. T., Campbell, S.,
and Quilliam, L. A. 1997. A molecular redox switch on p21(ras). Structural basis for
the nitric oxide-p21(ras) interaction. J. Biol. Chem. 272(7): 4323-4326.

Leist, M., and Jaatteld, M. 2001. Four deaths and a funeral: from caspases to alternative
mechanisms. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2(8): 589-598.

Li, C. Q., and Wogan, G. N. 2005. Nitric oxide as a modulator of apoptosis. Cancer Lett.
226(1), 1-15.

Li, L., Feng, Z., and Porter, A. G. 2004. INK-dependent phosphorylation of c-Jun on Ser63
mediates nitric oxide-induced apoptosis of neuroblastoma cells. J. Biol. Chem.
279(6): 4058-4065.

Liaudet, L., Vassalli, G. and Pacher, P. 2009. Role of peroxynitrite in the redox regulation
of cell signal transduction pathways. Front Biosci. (Landmark Ed). 14: 4809-4814.

Lindenboim, L., Borner, C., and Stein, R. 2011. Nuclear proteins acting on mitochondria.
Biochim. Biophys. Acta. 1813(4): 584-596.

Lirk, P., Hoffmann, G. and Rieder, J. 2002. Inducible nitric oxide synthase--time for
reappraisal. Curr Drug Targets Inflamm Allergy. 1(1): 89-108.

56


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21779513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9020151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9020151
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16004928

Loeb, D. M., and Greene, L. A. 1993. Transfection with trk restores "slow" NGF binding,
efficient NGF uptake, and multiple NGF responses to NGF-nonresponsive PC12 cell
mutants. J. Neurosci. 13(7): 2919-2929.

Loeb, D. M., Stephens, R. M., Copeland, T., Kaplan, D. R., and Greene, L. A. 1994. A Trk
nerve growth factor (NGF) receptor point mutation affecting interaction with
phospholipase C-gamma 1 abolishes NGF-promoted peripherin induction but not
neurite outgrowth. J. Biol. Chem. 269(12): 8901-8910.

Lu, Z., and Xu, S. 2006. ERK1/2 MAP kinases in cell survival and apoptosis. IUBMB Life.
58(11): 621-631.

Luo, H. R., Hattori, H., Hossain, M. A., Hester, L., Huang, Y., Lee-Kwon, W., Donowitz,
M., Nagata, E., and Snyder, S. H. 2003. Akt as a mediator of cell death. Proc. Natl.
Acad. Sci. 100(20): 11712-11717.

Mancini, M., Nicholson, D. W., Roy, S., Thornberry, N. A., Peterson, E. P., Casciola-
Rosen, L. A., Rosen, A. 1998. The caspase-3 precursor has a cytosolic and
mitochondrial distribution: implications for apoptotic signaling. J. Cell Biol. 140(6):
1485-1495.

Marcel, V. and Hainaut, P. 2010. p53 isoforms - a conspiracy to kidnap p53 tumor
suppressor activity? Cell Mol Life Sci. 66 (2009) 391-406, and Olivares-Illana, V.,
Fahraeus, R. p53 isoforms gain functions. Oncogene. 29: 5113-5119.

Mark, M. D. and Storm, D. R. 1997. Coupling of epidermal growth factor (EGF) with the
antiproliferative activity of CAMP induces neuronal differentiation. J. Biol. Chem.
272(27): 17238-17244.

Martinez-Ruiz, A. and Lamas, S. 2004. S-nitrosylation: a potential new paradigm in signal
transduction. Cardiovasc. Res. 62: 43-52.

Martinez-Ruiz, A., Cadenas, S. and Lamas, S. 2011. Nitric oxide signaling: classical, less
classical, and nonclassical mechanisms. Free Radic. Biol. Med. 51(1): 17-29.

Matsuzawa, A., and Ichijo, H. 2001. Molecular mechanisms of the decision between life
and death: regulation of apoptosis by apoptosis signal-regulating kinase 1. J.
Biochem. 130(1): 1-8.

Mullenbrock, S., Shah, J. and Cooper, G. M. 2011. Global expression analysis identified a
preferentially nerve growth factor-induced transcriptional program regulated by

sustained mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase

57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17085381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17085381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=IUBMB%20Life%2C%2058(11)%3A%20621%20%E2%80%93%20631
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18854945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18854945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Olivares-Illana%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22F%C3%A5hraeus%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olivares-illana%20p53##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9202048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9202048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Matsuzawa%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ichijo%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11432772##
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11432772##

(ERK) and AP-1 protein activation during PC12 cell differentiation. J Biol Chem.
286(52): 45131-45145.

Niknahad, H., and O'Brien, P. J. 1996. Involvement of nitric oxide in nitroprusside-induced
hepatocyte cytotoxicity. Biochem. Pharmacol. 51(8): 1031-1039.

Numajiri, N., Takasawa, K., Nishiya, T., Tanaka, H., Ohno, K., Hayakawa, W., Asada M.,
Matsuda, H., Azumi, K., Kamata, H., Nakamura, T., Hara, H., Minami, M., Lipton,
S.A., and Uehara, T. 2011. On-off system for PI3-kinase-Akt signaling through S-
nitrosylation of phosphatase with sequence homology to tensin (PTEN). Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 108(25): 10349-10354.

Olivares-Illana, V., Fahraeus, R. 2010. p53 isoforms gain functions. Oncogene. 29:5113-
5119.

Pap, M., and Szeberényi, J. 2008. Involvement of proteolytic activation of protein kinase R
in the apoptosis of PC12 Pheochromocytoma cells. Cell. Mol. Neurobiol. 28: 443-
456

Peunova, N. and Enikolopov, G. 1995. Nitric oxide triggers a switch to growth arrest
during differentiation of neuronal cells. Nature 375: 68-73.

Phung, Y. T., Bekker, J. M., Hallmark, O. G. and Black, S. M. 1999. Both neuronal NO
synthase and nitric oxide are required for PC12 cell differentiation: a cGMP
independent pathway. Brain Res. Mol. Brain Res. 64: 165-178.

Poluha, W., Schonhoff, C. M., Harrington, K. S., Lachyankar, M. B., Crosbie, N. E.,
Bulseco, D. A. and Ross, A. H. 1997. A novel, nerve growth factor-activated
pathway involving nitric oxide, p53, and p21WAF1 regulates neuronal differentiation
of PC12 cells. J. Biol. Chem. 272: 24002-24007.

Robbins, D. J., Cheng, M., Zhen, E., Vanderbilt, C. A., Feig, L. A., and Cobb, M. H. 1992.
Evidence for a Ras-dependent extracellular signal-regulated protein kinase (ERK)
cascade. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 89(15): 6924-6928.

Rudkin, B. B., Lazarovici, P., Levi, B. Z., Abe, Y., Fujita, K. and Guroff, G. 1989. Cell
cycle-specific action of nerve growth factor in PC12 cells: differentiation without
proliferation. EMBO J. 8: 3319-3325.

Ryberg, H. and Caidahl, K. 2007. Chromatographic and mass spectrometric methods for
quantitative determination of 3-nitrotyrosine in biological samples and their

58


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21646525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21646525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1495981
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1495981

application to human samples. J. Chromatogr. B. Analyt. Technol. Biomed. Life Sci.
851(1-2): 160-171.

Schneiderhan, N., Budde, A., Zhang, Y., and Briine, B. 2003. Nitric oxide induces
phosphorylation of p53 and impairs nuclear export. Oncogene. 22(19): 2857-2868.

Schonhoff, C. M., Bulseco, D. A., Brancho, D. M., Parada, L. F. and Ross, A. H. 2001.
The Ras-ERK pathway is required for the induction of neuronal nitric oxide synthase
in differentiating PC12 cells. J. Neurochem. 78: 631-639.

Sha, Y., and Marshall, H. M. 2012. S-nitrosylation in the regulation of gene transcription.
Biochim. Biophys. Acta. 1820(6): 701-711.

Shahani, N., and Sawa, A. 2012. Protein S-nitrosylation: role for nitric oxide signaling in
neuronal death. Biochim. Biophys. Acta. 1820(6): 736-742.

Snyder, C. M., Shroff, E. H., Liu, J., and Chandel, N. S. 2009. Nitric oxide induces cell
death by regulating anti-apoptotic BCL-2 family members. PLoS One. 4(9): e7059.

Souza, J. M., Peluffo, G., and Radi, R. 2008. Protein tyrosine nitration--functional
alteration or just a biomarker? Free Radic. Biol. Med. 45(4): 357-366.

Stacey, D. W., Feig, L. A., and Gibbs, J. B. 1991. Dominant inhibitory Ras mutants
selectively inhibit the activity of either cellular or oncogenic Ras. Mol. Cell. Biol.
11(8): 4053-4064.

Szeberényi, J., Cai, H., and Cooper, G. M. 1990. Effect of a dominant inhibitory Ha-Ras
mutation on neuronal differentiation of PC12 cells. Mol. Cell. Biol. 10(10): 5324-
5332.

Szeberényi, J., Erhardt, P., Cai, H. and Cooper, G. M. 1992. Role of Ras in signal
transduction from the nerve growth factor receptor: relationship to protein kinase C,
calcium and cyclic AMP. Oncogene 7: 2105-2113.

Szeberényi, J. and Erhardt, P. 1994. Cellular components of nerve growth factor signaling.
Biochim. Biophys. Acta 1222: 187-202.

Tait, S. W., and Green, D. R. 2008. Caspase-independent cell death: leaving the set without
the final cut. Oncogene. 27(50): 6452-6461.

Tamatani, M., Ogawa, S., Niitsu, Y., and Tohyama, M. 1998. Involvement of Bcl-2 family
and caspase-3-like protease in NO-mediated neuronal apoptosis. J Neurochem. 71(4):
1588-1596.

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21640163
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2072908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2072908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18955972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18955972

Tedeschi, G., Cappelletti, G., Negri, A., Pagliato, L., Maggioni, M. G., Maci, R., and
Ronchi, S. 2005. Characterization of nitroproteome in neuron-like PC12 cells
differentiated with nerve growth factor: identification of two nitration sites in alpha-
tubulin. Proteomics. 5(9): 2422-2432.

Tedeschi, G., Cappelletti, G., Nonnis, S., Taverna, F., Negri, A., Ronchi, C., and Ronchi, S.
2007. Tyrosine nitration is a novel post-translational modification occurring on the
neural intermediate filament protein peripherin. Neurochem. Res. 32(3): 433-441.

Tedeschi, A., and Di Giovanni, S. 2009. The non-apoptotic role of p53 in neuronal
biology: enlightening the dark side of the moon. EMBO Rep. 10(6): 576-583.

Teng, K. K., Esposito, D. K., Schwartz, G. D., Lander, H. M., and Hempstead, B. L. 1999.
Activation of c-Ha-Ras by nitric oxide modulates survival responsiveness in neuronal
PC12 cells. J. Biol. Chem. 274(52): 37315-37320.

Thomas, S. M., DeMarco, M., D'Arcangelo, G., Halegoua, S., and Brugge, J. S. 1992. Ras
is essential for nerve growth factor- and phorbol ester-induced tyrosine
phosphorylation of MAP kinases. Cell. 68(6): 1031-1040.

Tong, L., Heim, R. A., and Wu, S. 2011. Nitric oxide: a regulator of eukaryotic initiation
factor 2 kinases. Free Radic. Biol. Med. 50(12): 1717-1725.

Traverse, S., Gomez, N., Paterson, H., Marshall, C. J. and Cohen, P. 1992. Sustained
activation of the mitogen-activated protein (MAP) kinase cascade may be required
for differentiation of PC12 cells. Biochem. J. 288: 351-355.

Wada, K., Okada, N., Yamamura, T., and Koizumi, S. 1996. Nerve growth factor induces
resistance of PC12 cells to nitric oxide cytotoxicity. Neurochem. Int. 29(5): 461-467.

Wang, C., Trudel, L. J., Wogan, G. N., and Deen, W. M. 2003. Thresholds of nitric oxide-
mediated toxicity in human lymphoblastoid cells. Chem. Res. Toxicol. 16(8): 1004-
1013.

Wink, D. A., Cook, J. A., Pacelli, R., DeGraff, W., Gamson, J., Liebmann, J., Krishna, M.
C., and Mitchell JB. 1996. The effect of various nitric oxide-donor agents on
hydrogen peroxide-mediated toxicity: a direct correlation between nitric oxide
formation and protection. Arch. Biochem. Biophys. 331(2): 241-248.

Wood, K. W., Sarnecki, C., Roberts, T. M., and Blenis, J. 1992. ras mediates nerve growth
factor receptor modulation of three signal-transducing protein kinases: MAP kinase,
Raf-1 and Rsk. Cell. 68(6): 1041-1050.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1312392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1312392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1312392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tong%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heim%20RA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wu%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tong%20Heim%20Wu%20eIF2##

Wu, G. S. 2004. The functional interactions between the p53 and MAPK signaling
pathways. Cancer Biol. Ther. 3(2): 156-161.

Yamada, M., Momose, K., Richelson, E., and Yamada, M. 1996. Sodium nitroprusside-
induced apoptotic cellular death via production of hydrogen peroxide in murine
neuroblastoma N1E-115 cells. J. Pharmacol. Toxicol. Methods. 35(1): 11-17.

Yamakura, F. and Ikeda, K. 2006. Modification of tryptophan and tryptophan residues in
proteins by reactive nitric oxide species. Nitric Oxide 14: 152-161.

Yan, C. Y., and Greene, L. A. 1998. Prevention of PC12 cell death by N-acetylcysteine
requires activation of the Ras pathway. J. Neurosci. 18(11): 4042-4049.

Yan, G. Z. and Ziff, E. B. 1995. NGF regulates the PC12 cell cycle machinery through
specific inhibition of the Cdk kinases and induction of Cyclin D1. J. Neurosci. 15(9),
6200-6212.

Yao, R., and Cooper, G. M. 1995. Requirement of phosphatidylinositol 3-kinase in the
prevention of apoptosis by nerve growth factor. Science. 267(5206): 2003-2006.
Young Park, S., Jeong, Y. J., Kim, S. H., Jung, J. Y., and Kim, W. J. 2013.
Epigallocatechin gallate protects against nitric oxide-induced apoptosis via
scavenging ROS and modulating the Bcl-2 family in human dental pulp cells. J.

Toxicol. Sci. 38(3): 371-378.

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14764989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14764989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yan%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9592085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Greene%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9592085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yan%20Greene%20Ras

A PhD-kutatas keretében sziiletett publikaciok

Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények
Bator. J., Varga. J., Berta. G., Barbakadze. T., Mikeladze. D., Ramsden. J.,
Szeberényi, J.: Sodium nitroprusside, a nitric oxide donor, fails to bypass the block
of neuronal differentiation in PC12 cells imposed by a dominant negative Ras
protein. Cell. Mol. Biol. Lett. 2012 Sep; 17(3): 323-332. IF: 1.953

Bator, J., Varga, J., Szeberényi, J.: The effect of sodium nitroprusside on
survival and stress signaling in PC12 rat phaeochromocytoma cells expressing a
dominant negative RasH mutant protein. Biochem. Cell Biol. 2013. Aug; 91(4):
230-235. IF: 2.915 (2012)

Eloadasok és poszterek:

Bator J., Olah G., Szeberényi J.: Ras-fehérjék farnezilacigjanak ¢és
nitrozilacidjanak szerepe az NGF jelatvitelében, XI. Sejt- és Fejlodésbioldgiai
Napok, Siéfok, 2003.

Szeberényi, J., Bator, J.: The role of Ras farnesylation and nitrosylation in
nerve growth factor signaling, XII. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Pécs, 2004.
(Absztrakt: E-35)

Bator J., Varga J., Szeberényi J.: Nitrogén-oxid hatisa PC12 sejtek
jelatvitelére, XIII. Sejt- és Fejlodésbioldgiai Napok, Eger, 2005. (Absztrakt: E85)

Bator, J. and Szeberényi, J.: The effect of farnesylation and nitrosylation on
NGF signaling in PC12 cells, 30" FEBS Congress - 9" IUBMB Conference,
Budapest, Magyarorszag, 2005., FEBS J. 272. 326, 2005. (Abstract E4-009P)

Bator J., Varga J., Harci A., Stark B., Tarjanyi O., Szeberényi J.:
Egyesiilet 2006. évi Vandorgyiilése, Pécs, 2006. augusztus 30. — szeptember 2.

Bator J.: A nitrogén-oxid szerepe a neurondlis differenciaciéban. Magyar

Biologiai Tarsasag Szakiilése, Pécs, 2007.

62



Varga J., Bator J., Tarjanyi O., Szeberényi J.: A Ras fehérje szerepe PC12
sejtek nitrogén-oxid indukalta apoptozisaban, Semmelweis Egyetem PhD
Tudomanyos Napok, Budapest, 2009. (Absztrakt: E-V111/6)

Bator J., Varga J., Szeberényi J.: Ras-fliggd és Ras-fiiggetlen jelatviteli utak
szerepe PCI12 sejtek nitrogén-monoxid indukalta apoptozisaban, XV. Sejt- és
Fejlodésbiologiai Napok, Nyiregyhdza, 2009. (Absztrakt: ES04)

Bator J., Varga J.: Nitrogén monoxid neuronalis differenciaciot ¢és
apoptozist befolyasold jelatvitelének Ras-fiiggése, Biologus Doktoranduszok
Konferencigja, Pécs, 2009

Bator J.: Nitrogén-monoxid szerepe idegi eredetii sejtek apoptdzisaban.
Magyar Biologiai Téarsasag Szakiilése, Pécs, 2011.

Bator, J., Varga, J., Szeberényi, J.: Pro-apoptotic and pro-survival effects of
sodium nitroprusside in PC12 cells expressing a dominant inhibitory RasH protein,
Ist International Doctoral Workshop on Natural Sciences, Pécs, 2012. (Absztrakt
0-03)

Bator, J., Varga, J., Szeberényi, J.: Effect of sodium nitroprusside on nerve
growth factor induced differentiation of PC12 cells, 2nd International Doctoral
Workshop on Natural Sciences, Pécs, 2013. (Absztrakt O-13)

Egyéb, a témahoz nem kapcsolodo kozlemények
Barbakadze, T., Zhuravliova, E., Sepashvili, M., Zaalishvili, E., Ramsden, J. J.,
Bator, J., Szeberényi, J., Mikeladze, D.: Production of homocysteine in serum-
starved apoptotic PC12 cells depends on the activation and modification of Ras.
Neurosci Lett. 2005 Dec 31; 391(1-2): 56-61 (IF: 1.898)

Szeberényi, J., Bator, J., Berta, G., Fabian, Z., Kiss, K., Komaromy, L., Pap,
M. and Sétalo, G. Jr.: Experiments in Molecular Cell Biology: A Problem-oriented
Basic Science Course in a Medical Curriculum. In: ,,Problem-based Learning 2004
A Quality Experience? (eds. H.Crabtree, A. Darvill, K. Holland, S. Mackay, M.
McLoughlin, D. Oakey, J. Supple) pp. 80-89. University of Salford, 2006.

63



Eléaddasok és poszterek

Horvath G., Bator J., Szeberényi J.: A RasN ¢s RasK fehérjék szerepe az
idegsejt novekedési faktor jelatvitelében, IX. Sejt- és Fejlodésbioldgiai Napok, Pécs,
2000. (Absztrakt P21)

Bator, J., Szeberényi, J.: The role of Ras farnesylation in NGF signal
transduction in PC12 cells, XII. Sejt- és Fejlédésbioldgiai Napok, Pécs, 2004.
(Absztrakt: P-34)

Bator, J., Szeberényi, J.: The effect of a farnesyl transferase inhibitor on
NGF signaling in PC12 cells, 7" International Conference of Anticancer Research,
Korfu, Gorogorszag, 2004., Anticancer Res. 24. 3430, 2004. (Abstract #31)

Bator J., Varga J., Szeberényi J.: Manumycin kezelés hatasa PC12 sejtek
Budapest, 2006. (Absztrakt: P-11/18.)

Varga J., Bator J., Stark B., Harci A., Tarjanyi O., Szeberényi J.: Nitrogén-
oxid szerepe PC12 patkany phaeochromocytoma sejtek apoptozisaban, XIV. Sejt-
¢és Fejlodésbiologiai Napok, Balatonfiired, 2007. (Absztrakt: P114.)

Varga J., Harci A., Stark B., Péter M., Bator J., Szeberényi J.: p53 fehérje
szerepe PC12 patkany phaeochromocytoma sejtek nitrogén-oxid indukalta
apoptozisaban, Semmelweis Egyetem PhD Tudomanyos Napok, Budapest, 2007.
(Absztrakt: P-11/5.)

Bator, J., Varga, J., Péter, M., Pap, M., Szeberényi, J.: The role of p53
protein in nitric oxide induced cell death of PC12 cells, EMBO Meeting on Cellular
Signaling and Molecular Medicine, Horvatorszag, Cavtat, 2008. maj. 29 — jin. 4.
(Absztrakt: P48)

Varga J., Bator J., Szeberényi J.: Nitric oxide-induced apoptosis of PC12
cells, 33 FEBS Congress and 11" [IUBMB Conference, Athén, Gordgorszag, 2008.
jan. 28 - jul. 3. (Absztrakt: PP7A-90)

Varga J., Bator J., Péter M.: A p53 fehérje szerepe PC12 sejtek nitrogén-
oxid indukalta apoptdzisadban, Bioldgus Doktoranduszok Konferenciaja, Pécs, 2009

Bator, J., Fabian, Z., Pap, M., Sétalo G. Jr., Csatary, L. K., Szeberényi, J.:

Defects in endoplasmic reticulum stress and interferon signaling in Newcastle

64



disease virus resistant PC12 cells, 6th Swiss Apoptosis Meeting, Bern, Svajc, 2010.
szept.30 — okt. 1. (Absztrakt: No. 04.)

Bator J., Fabian Z., Pap M., ifj. Sétalé G., Csatary K. L., Szeberényi J.: Az
interferon jelatvitel és az endoplazmatikus retikulum stressz jelatvitelének zavarai
Newcastle betegség virusra rezisztens PC12 sejtekben IX. Magyar Genetikai
Kongresszus és XVI. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Siofok, 2011. marc. 25-27.
(Absztrakt 0092)

Varga J., Bator J., Péter M., Pap M., ifj. Sétalo G., Szeberényi J.: Dominans
gatld pS3 fehérjét expresszaldo PC12 sejtek fokozottabban érzékenyek a nitrogén-
oxid apoptotikus hatasara, IX. Magyar Genetikai Kongresszus és XVI. Sejt- és
Fejlodésbiologiai Napok, Siofok, 2011. marc. 25-27. (Absztrakt O093)

Varga J., Bator J., Pap M., ifj. Sétalo G., Szeberényi J.: PC12 cells
expressing a mutant p53 protein are more susceptible to the cytotoxic effects of
sodium nitroprusside, 2nd International Doctoral Workshop on Natural Sciences,
Pécs, 2013. (Absztrakt O-12)

65



