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Bevezetés

A nitrogén-oxid szerepe, képzodése, metabolizmusa

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

A nitrogén-oxid szintdz (NOS) fehérjecsalad felelos a NO eldallitasaért.
Szubsztratként L-arginint hasznal, termékként a NO mellett L-citrullin keletkezik. Az
enzimcsalad tagjai a neuronalis, az endotelidlis és az indukalhaté NOS. Az endotelialis €s
neuronalis NOS aranylag kis mennyiségben termel NO-t, ami nem éri el a toxikus szintet.
Konstitutivan expresszalodnak, Ca2+, illetve kalmodulin hatasara aktivalodnak. Az

indukalhaté NOS lipopoliszacharid, citokinek, tumor nekrézis faktor o (TNFo) hatasara
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aktiv. Az 4ltala termelt NO adott esetben nagyobb, mar toxikus koncentraciot is elérhet.

In vivo koriilmények kozott a NO hatasait tobbféle tényezd befolyasolja: egyrészt a
potencialis célfehérje NOS-t6l vald tavolsaga, hiszen a képzdédott NO, mint szabadgyok
nagyon reakcioképes. Masrészt a képz0dott NO koncentracidja, hiszen kiilonbozd fehérjék
modositasdhoz eltérd NO-koncentracio sziikséges. Példaul a ¢cGMP-ut aktivalasahoz joval
kisebb mennyiségli NO is elég, mint a p53 fehérje modositdsdhoz. S6t, egy adott fehérjén
beliil is kiilonb6z6 aminosav-oldallancok modosuldsa elterd6 NO koncentracid hatasara
kovetkezik be. Harmadrészt, ¢él6 szervezeten beliill mas lebontdé mechanizmusok is
érvényesiilnek, mint akar egy sejttenyészetben, ezaltal altaldban csokkent és/vagy rovidebb

idejli hatdssal szamolhatunk.

A NO hatasai

A képz6dott NO intracellularisan serkenti a szolubilis guanilat-ciklaz (SGC)
miukodését (annak hem részéhez kotddve), a képzodott ciklikus GMP (cGMP) tobbek kozott a
protein kinaz G (PKG) aktivalasan keresztiil fejti ki hatésait.

A NO kovalensen kotddhet fehérjék meghatdrozott aminosav oldallancaihoz. A
folyamat a nitrozilacié nevet kapta. A -NO csoport cisztein aminosavhoz kotddése a

nitrozacioé vagy S-nitrozilacio. A tirozin modositasa -NO, csoport altal a nitracié folyamata.
2



crer

crer

nitrozilaciojuk, ennek a mddositott aminosav elhelyezkedésétdl fiiggden aktivalo és inaktivalod
hatdsa egyarant lehet.
Vas vagy rézionnal komplexet képzd fehérjékben a NO a fémionnal is kapcsolodhat.
Az oxigén szabadgyokok altal kivaltott oxidativ stresszhez hasonldan, a nagyobb
mennyiségli NO altalanos sejtkarosito hatast valt ki, melyet (kémiailag pontatlanul) nitrozativ

stressznek neveznek. A nitrozativ stress végso soron sejthalalhoz vezethet.

NO-donorok

A NO hatasanak modellezésére kisérleti koriilmények kozott sokszor NO-donorokat
hasznalnak. Ezek konnyebben adagolhatok a gdz halmazallapotit NO-hoz képest, viszont
hatranyuk, hogy a NO mellett egyéb termékek is képzddnek beldliik, és nem zarhato 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. Munkacsoportunk nitroprusszid-natriumot (SNP, Nay[Fe(CN)sNO]) hasznal a
kisérletei soran. Ebb6l NO mellett natrium-cianid képzddik. A toxikus doézisu SNP-bdl

képz6do natrium-cianid azonban nem éri el azt a koncentraciot, ami toxikus a sejtekre.

A NO szerepe a neurondlis differencidcio jelatvitelében
Az NGF jelatvitele PC12 sejtekben

A munkdm sordn hasznalt PC12 patkany pheochromocytoma sejtek idegsejt
novekedési faktor (NGF) hatasara differencialodnak. Az NGF hatasait a TrkA (tropomyosin-
related kinase A) és a p75 neurotrofin receptorok (p75NTR) kozvetitik. Az NGF kot6dését
kovetden tobb jelatviteli Utvonal parhuzamos aktivacioja figyelhetdé meg: a Ras -
extracellularis szignal-reguldlta kindz (ERK) utvonal tartdés aktivacioja sziikséges a
neuritnévekedéshez, a foszfatidil-inozitol 3-kinaz (PI3K) - Akt ttvonal dontéen a sejt
tuléléséért felelds, a foszfolipdz Cy (PLCy) utvonal szerepe a rendelkezésre allo adatok
alapjan kevésbé meghatarozo.

Az aktivalt NGF-receptorhoz adapter fehérjék kozvetitésével kapcsolodd guanin-
nukleotid kicseréld faktorok (GEF) aktivaljak a Ras fehérjét. A Ras fehérje aktivitasa kritikus:

a dominans gatld Ras-t expresszalo sejtvonalak NGF hatdsara nem képesek differencialodni.



Az aktivalédott Ras fehérje a Raf és mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz (MKK)
enzimek kozremukodésével serkenti az ERK-et. A tartos ERK-foszforilacio, valamint a
fehérje nuklearis transzlokéacioja sziikséges a neurondlis differenciacidohoz.

Az ERK-nek szamos célfehérjéje van. Tobbek kozott a p90 riboszomalis S6 kinaz
(p90RSK) fehérje kozvetitésével aktivalja a cAMP-reszponziv elemet kotd (CREB)
transzkripcios faktort. A CREB a Ras-ERK-en kiviil szamos mas jelatviteli ut (példaul cAMP-
PKA, cGMP-PKG, Ca**-kalmodulin, PI3K-Akt) aktivaciojat kovetden is foszforilalodhat. A
CREB gatlasaval is gatolhato a neuronalis differenciacio.

A Ras-ERK utvonal kézremiikddésével indukalodik a neuronalis NOS is NGF-kezelt
PC12 sejtekben. Az éltala termelt NO hatasara a p53 fehérje kozremiikodésével a p2 1 WAF1
(wild-type p53-activated fragment 1) ciklin dependens kinaz inhibitor indukalédik. 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 p21 WAF1 és ciklin
D1 expresszio fokozodasaval parhuzamosan lecsokken az S-fazisba 1ép6 sejtek szama. Az S-
fazisban 1év0 sejtek aranyanak csokkenését a DNS-polimeraz egyik alegységének, a PCNA-
nak (proliferating cell nuclear antigen) csokkent expresszidja jelzi. Az NGF antiproliferativ
hatasa dominans gatlé RasH-t expresszald PC12 sejtekben nem érvényesiil.

Novekedési faktor receptorok aktivacidjakor a PI3K foszfatidil-inozitol-biszfoszfat
(PIPy) foszforilalasaval foszfatidil-inozitol-triszfoszfatot (PIP3) termel, ennek hatasara
aktivalodik a protein kinaz B-ként is ismert Akt fehérje. Az Akt enzim szamos célfehérjéje
tenzin homolog (PTEN) fehérje felelds a PI3K hatasainak gatlaséért. A differencidcidhoz a
PI3K-Akt jelatviteli ut kozvetleniil nem sziikséges, bar egyes kutatdocsoportok szerint pozitiv

szerepe lehet benne.

A NO szerepe az NGF jelatvitelében

A NO oOnmagiban nem idéz eld differenciaciot PC12 sejtekben, a neuronalis
differencidcié folyamatdban viszont fontos szerepet jatszik. Ezt aldtdmasztja, hogy NOS-
gatlok alkalmazésa gatolja a differencidciot. A NO altal aktivalt sGC-cGMP jelatviteli utvonal
hogy a tapasztalt hatasok hatterében fehérjenitrozilacié all.

Tobb, a neurondlis differenciacio jelatvitelében szerepet jatszo fehérje potencialisan
nitrozilalhat6. A differencidcié szempontjabdl a nitrozildciojuknak serkentd és gatld szerepe
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egyarant lehet, valamint a jelatviteli fehérjék koziil tobbrél még nem bizonyitott, hogy in vivo

koriilmények kozott is nitrozilaldédnak-e NGF-kezelés hatdsara.

A NO antiapoptotikus hatdsai

A NO kis koncentraciéban citoprotektiv hatasu, nagyobb koncentraciéban (ennek
mértéke a sejttipus fliggvényében valtozik) sejthalalt idéz elé. Novekedési faktor- illetve
szérummegvonas, oxidativ stressz, halalligandok indukalta apoptozis kivédheté NO-dal.
Bizonyos sejttipusokban antiapoptotikus hatdsa a cGMP jelatviteli uton érvényesiil. A PKG
segitségével a PI3K-Akt utvonalat aktivalja, illetve a CREB foszforilacigjat és az
antiapoptotikus hatdsu Bcl2 fehérje expresszigjat fokozza. Mas sejttipusokban a sGC-cGMP
ut szerepe kérdéses, igy az antiapoptotikus hatds varhatdéan nitrozilaciés folyamatok
eredménye. A Ras nitrozilacidjanak protektiv szerepét is igazoltak.

Az antiapoptotikus hatds nemcsak a sejt talélését segitd jelatviteli folyamatok
aktivalasaval, hanem az apoptozisban pozitiv szerepet jatszo fehérjék gatlasan keresztil is
érvényesiilhet. Példdul a nitrdlt citokrom ¢ a nem nitraltnal kevésbé aktivalja az

apoptoszomat. Katalitikus doménjiik S-nitrozilacidjaval a kaszpazok aktivacioja gatolhato.

A NO-indukalta sejthalal

Kelléen nagy koncentracioban a NO nitrozativ stresszt indukal, igy vezet sejthalalhoz.
Az ehhez sziikséges koncentracid sejttipusonként jelentdsen eltéré: a szivizomsejtek,
fogpulpasejtek pusztulasdhoz vezetd 3-4 mM SNP dézis a tizszerese a PCI12 sejtek
sejthalaldhoz sziikséges 200-400 uM SNP koncentracionak. Nemcsak a sziikséges dozis,
hanem a sejthalal tipusa is kiillonbozhet: sejttenyészetben egyarant taldlunk nekrozissal,
apoptozis kaszpaz-fliggd, illetve -fliggetlen tipusaval elpusztulo sejteket. A dominans
sejthalal-tipus a tenyésztési koriilményeknek, az aktudlisan hasznalt sejttipus glikolitikus
kapacitasanak és egyéb tényezéknek a fiiggvénye. Altaldban a NO kisebb koncentracioban

inkabb apoptdzist, nagyobb koncentracidban inkabb nekrdzist okoz.

A NO altal okozott nekrozis

crer

all. Legfontosabb a 1égzési lanc komplexeinek irreverzibilis gatldsa, amiért fehérjenitrozilacio



felelds. Ilyenkor a sejt csak a glikolizis altal tud ATP-t termelni, amennyiben ez nem elég,

nekrozissal elpusztul.

A NO adltal eldidézett kaszpaz-fiiggetlen, programozott sejthalal

A poli-ADP-rib6z polimeraz (PARP) aktivacidja szintén megtorténik NO hatasara. A
PARP tobbféle sejthalal-tipusban is szerepet jatszhat. Hatdsdnak egyik f6 kozvetitdje az
apoptozis indukalo faktor (AIF). Ez a nyugalmi sejtben mitokondridlis fehérje felszabadulva a
sejtmagba transzlokaldodik. A sejtmagban endonukledz-aktivacid révén indit el sejthalalt,

amely az apoptozishoz hasonléan kromatin-kondenzaciéval jar.

A NO proapoptotikus hatdsai

Az Akt kindz kozponti szerepet tolt be PC12 sejtek és szamos mas sejttipus
tulélésében. Inaktivalasa nmagaban tobbféle sejthaldl kivaltoja lehet. A PI3K-Akt jelatviteli
utvonal milkddését tobb ponton befolyasolja a NO: alacsonyabb koncentracidoban
nitrozilacioval gatolja a PTEN fehérje miikddését, mig magasabb koncentracidban az Akt
enzim miikodését is. Ennek megfelelden alacsonyabb dézisu NO Osszességében serkenti az
Akt fehérje aktivitasat, mig magasabb koncentracidban a gatlds érvényesiil.

A MAPK-ok csaladjaba tartozo6 stresszkindzok (c-Jun N-terminalis kinaz /JINK/ és p38
mitogén aktivalt protein kindz /p38MAPK/) a legkiilonfélébb celluldris stresszhatdsokra,
tobbek kozott nagy dozisii NO-kezelésre aktivalodnak. Szdmos célfehérjét foszforiladlnak a
sejt stresszvalasza érdekében. Atmeneti aktivacidjuk a talélést is serkentheti, tartds
aktivacidjuk apoptdzishoz vezet.

A NO farmakologiai dozisban endoplazmatikus retikulum (ER) stresszt is eléidéz. A
nem megfeleld térszerkezetli fehérjék felhalmozodasa a sejtben ugynevezett ,,unfolded protein
response”-t (UPR) valt ki. A stresszvalasz részeként a transzlacios aktivitas csokken. Ennek
mechanizmusa, hogy a foszforilalt eukaridta transzlacios iniciacids faktor 2 a-alegységének
(elF2a) jelenlétében a cap-fliggd transzlacio inicidcioja gatolt. Az elF2a foszforilaciojat tobb
fehérjekinaz képes végrehajtani. Az elF2a tartdés foszforilacioja a cap-fliggd transzlacid
iniciacidjanak altalanos gatlasaval apoptdzishoz vezethet.

A p53 fehérje kezeletlen sejtekben is expresszalodik. Cellularis stresszhatds nélkiil a
p53 fehérje mennyisége mégis kevés, mert a képzddott fehérje az ubikvitin-proteaszoma
rendszer altal lebomlik. Kiilonféle cellularis stresszhatasokra, illetdleg stimulusokra
stabilizalodhat, igy a mennyisége emelkedik. A stabilizacigjaban kiilonféle poszttranszlacios
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modosuldsok (tobbek kozott a fehérje foszforilacioja) vesznek részt. A pS53 fehérje ilyenkor
antimitogén hatast fejt ki vagy apoptézist indukal. A p53 fehérje aktivacidjaval az apoptdzis
mitokondrialis (intrinszik) tutvonala aktivalodik. A p53 apoptozist el6idézd hatasat a
sejtmagban (mint transzkripcios faktor), vagy kozvetleniil a mitokondriumra hatva fejtheti ki.
Kozvetlen mitokondrialis hatdsainak pontos mechanizmusa még nem vildgos: a
proapoptotikus Bax és/vagy Bak aktivalasara, illetve az antiapoptotikus Bcl2 vagy Bcl-xL
inaktivalasara is talalunk adatokat. A p53 fehérje altal indukalt apoptdzis sordn a multidomén
proapoptotikus Bcl2 csaladtagok altal l1étrehozott fehérjecsatornakon keresztiil tobbek kozott
citokrom c aramlik a citoszolba. Részvételével felépiil az apoptoszéma, aktivalva az iniciator
kaszpazok kozé tartozd prokaszpaz-9-et. A hasitott kaszpaz-9 effektor kaszpazok, tobbek

kozott a prokaszpaz-3 hasitasaval indukal apoptdzist.

Néhany példa a NO jelentoségére patologias folyamatokban

Szamos adat utal arra, hogy a tulzott mennyiségben, illetve nem megfelelden
szabalyozott modon termelddd NO szerepet jatszik a neurodegenerativ betegségek
felhalmozodasahoz vezethet, ez példaul kozrejatszik Alzheimer- ¢és Parkinson kor
kialakulasaban is. Sokféle idegrendszeri korképben gyulladasos reakcid, mikroglia és
asztrocita aktivacio figyelhetd meg. Ezekben a sejtekben az iNOS indukalodik és nagyobb

mennyiségli NO-t termelhet, mely a kornyezo idegsejteket elpusztitja.

Ceélkituzeések

A NO kis koncentracioban jelatviteli molekulaként, toxikus koncentracidban celluléris
stresszt eldidézve vesz részt az idegsejtek szignal transzdukcids folyamataiban. Munkam célja
kis d6zisi SNP-kezelés NGF-jelatvitelt modulélé hatasainak, valamint toxikus dézist SNP
citotoxikus hatasainak tesztelése volt a PC12 sejtek modell rendszerében. Dominans gatlo
RasH fehérjét expresszald6 PC12 szubklont hasznalva elsdsorban a RasH fehérjének a NO-

szignalizacioban betoltott szerepét vizsgaltam.

.....

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



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

e az SNP és NGF éltal befolyasolt, a neuronalis differencidcidban részt vevo

crer

Citotoxikus dozisi SNP-kezelés indukélta apoptdzisban szerepet jatszo fehérjék
kimutataséaval vizsgaltuk:
e a Ras-gatlas hatdsait a talélési szignalizacidt kozvetité Akt- és ERK-ut
aktivitasara,
e a Ras fehérje befolyasat stressz-jelatviteli utak aktivaciojara,
e ap53-aktivacio és -indukcid Ras-fliggését,

e az SNP és a Ras fehérje hatasat a kaszpaz-aktivaciora.

Kisérleti anyagok és modszerek

Felhasznalt anyagok és sejtkulturak

Kisérleteinkhez vad-tipustt PC12 patkany pheochromocytoma sejtvonalat, valamint ennek kiilonb6z6
szubklonjait hasznaltuk. Az M-M17-26 sejtvonal nagy mennyiségben expresszal dominans gatlo RasH-t (N17
mutans). A sejtvonalakat 5% hdinaktivalt fotalis borjiszérummal és 10% szintén hdinaktivalt 16szérummal
kiegészitett, 4.5 g/l gliikkozt tartalmazé Dulbecco altal mddositott Eagle médiumban (DMEM) tenyésztettiik.

Nitrogén-oxid donorként nitroprusszid natriumot (SNP) alkalmaztunk.

A proliferdcio vizsgalata

A proliferacio vizsgalatahoz lyukanként 5 x 10° sejtet iltettink ki 24 lyuka sejttenyésztd lemezre.
Masnap, illetleg 3 nap mulva ismételten nem toxikus dozisi SNP-vel és/vagy NGF-fel kezeltiik a sejteket. A 6
napos kezelési id6 végén tripszin segitségével levalasztottuk a sejteket a tenyésztéedény aljardl, majd Biirker-
kamras szamolassal meghataroztuk a sejtek abszolut szadmat az egyes lyukakban. Az eredmények statisztikai

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

Western-blot analizis

Lemezenként 5 x 10° sejtet iiltettiink ki 100 mm-es tenyésztélemezre. A kiilonboz6 dozist SNP-vel
és/vagy NGF-fel torténd kezelések végén fehérjét izolaltunk. A sejtek liziséhez protedz- és foszfatazgatlokkal
kiegészitett RIPA puffert hasznéltunk. A kaszpdzok kimutatdsdhoz Chaps-pufferrel izolaltunk fehérjéket. A
fehérjelizatumokat (30-50 pg fehérjét) 0.1% SDS-tartalma 12-15%-os poliakrilamid gélben elektroforézissel
elvalasztottuk, PVDF membranra transzferaltuk. A kovetkezd antitesteket hasznaltuk: anti-P-Akt(Ser473), anti-
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Akt, anti-hasitott kaszpaz-9, anti-hasitott kaszpaz-3, anti-P-CREB(Ser133), anti-P-elF2a, anti-eIF20, anti-P-
ERK, anti-P-JNK, anti-JNK, anti-P-p38, anti-p38, anti-P-p53(Ser15), anti-p21, anti-p53, anti-PCNA, anti-ERK1,
HRP-konjugalt masodlagos — anti-nyul illetve anti-egér — antitestek. A membranokat ECL-reakciot kovetGen

Kodak géldokumentacios rendszer segitségével fényképeztiik.

A differencidcio morfoldgiai vizsgadlata

A neuronilis differenciacié vizsgalatdhoz lyukanként 10° sejtet iltettink ki 24 lyukd sejttenyésztd
lemezre. Maésnap, illetbleg 3 nap mulva ismételten SNP-vel és/vagy NGF-fel kezeltik a sejteket. A
differencialodott sejtek aranyat 2, 4 és 6 napos kezelés utan mikroszkopos vizsgélattal hatdroztuk meg,
mintanként 200 sejtet értékelve. Az eredmények statisztikai analizisét Student-féle t-probaval végeztiik.

Szignifikansnak a p<0.05 értékeket tekintettiik.

A sejtek életképességének vigsgalata

Az €16 sejtszam biokémiai meghatarozasdhoz WST-1 esszét hasznaltunk. A WST-1 reagens egy, az é16
sejtek mitokondrialis dehidrogenazai altal atalakitott formazans6. Lyukanként 2 x 10* sejtet iiltettiink ki 24 lyuka
lejartakor a sejteket 10%-0s WST-1 reagens-oldattal inkubaltuk 4 o6ran keresztil. Az atalakitasat kdvetSen
sargas szinli formazan termék kontrollhoz viszonyitott fényelnyelését ELISA-olvasd segitségével, 450 nm
hullimhosszon hataroztuk meg. Az eredmények statisztikai analizisét Student-féle t-probaval végeztiik.

Szignifikansnak a p<0.05 értékeket tekintettiik.

A magmorfoldgia vizsgalata

Lyukanként 1-2 x 10° sejtet iiltettiink ki 6 lyuku sejttenyészté lemezre. Mésnap kolonbdzé dozisa SNP-
vel adott ideig, vagy adott dozisi SNP-vel kiilonbozé ideig kezeltiink. A kezelési idé lejartakor a sejteket
paraformaldehid 4%-os oldataval fixaltuk, majd 0.1% Triton X-100 segitségével permeabilizaltuk. A sejtek
DNS-ét 0.5% Hoechst 33258 oldattal festettiik, a mintakat Vectashield H-1000 fluoreszcens lefeddszerrel fedtiik
le. Az apoptozisra jellemzd kromatinkondenzaciot vagy -fragmentaciot mutatd sejtek aranyat fluoreszcencia
mikroszkop segitségével kvantifikaltuk. Az eredmények statisztikai analizisét Student-féle t-probaval végeztiik.

Szignifikansnak a p<0.05 értékeket tekintettiik.

A DNS-fragmentdcio vizsgalata

Lemezenként 5 x 10° sejtet iiltettiink ki 100 mm-es tenyésztélemezre. A kiilonboz6 dozisi 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 tartalmt pufferben lizaltuk. A
centrifugélds utdni feliiliszobol DNS-t izolaltunk fenol-kloroformos fehérjekicsapast alkalmazva, majd RNaz
emésztés utan 1.8%-os agar6z gélben futtattuk a mintakat. DNS-festékként etidium-bromidot vagy SYBR

Goldot hasznaltunk. A géleket Kodak géldokumentacios rendszerrel fotoztuk.



Eredmények

A citotoxikusnal kisebb koncentrdacioju SNP hatdsai

Az SNP Ras-fiiggetlen uton gdtolja a sejtproliferdaciot

A NO sejtproliferaciot gatld hatdsanak tesztelésére vad-tipusi PC12 és dominans gatld
kezeltiikk 6 napon keresztiil. Az alkalmazott d6zissal aranyos mértékii volt a NO proliferaciot
gatlo hatasa mind a vad-tipusi PC12, mind az M-M17-26 sejtvonalban.

Mivel ismert, hogy az NGF antiproliferativ hatdsat a Ras-ERK-p53-p21WAF1 jelatviteli
ut kozvetiti, vizsgaltuk, hogy ezek a fehérjék felelosek-e az SNP antiproliferativ hatdsanak
kozvetitéséért is. A p53 fehérje az SNP-vel kezelt vad-tipustt PC12 és M-M17-26 sejtekben
egyarant dozisfliggden, tehat Ras-fliggetlen uton keresztiil indukalodott. Az SNP sejtosztodast
gatlo hatasdval Osszhangban az S-fazis marker PCNA expresszidjat mindkét sejtvonalban

gatolta az SNP-kezelés.

Az NGF és az SNP egyiittes hatisa sem idéz elo neurondlis differenciaciot M-M17-26
sejtekben

onmagaban nem idézett eld differenciaciot. 50 ng/ml NGF hatasara a sejtek differencialddni
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
neuritndvekedést, hiszen 2 napos kombinalt kezelés utdn a differencidlodott sejtek szama
magasabb volt a csak NGF-fel kezelt sejtekéhez képest. 50 uM SNP némileg lassitotta az
NGF indukalta differenciaciot. M-M17-26 sejtek nem differencialodtak sem a kiilonb6z6
dozisa SNP, sem 50 ng/ml NGF-kezelés hatasara. Mivel az SNP az M-M17-26 sejtek
proliferacigjat is gatolta, megkiséreltiik SNP-vel és NGF-fel egyiitt kezelve eldidézni az M-
dozistt NO, illetve a sejtciklus gatlasa tehat nem képes oldani a Ras/ERK 1t blokkjanak

differenciaciot gatld hatasat.
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Az SNP nem fokozza az NGF ERK-foszforilaciot serkentd hatdsat

Az irodalmi adatok alapjan varhato6 modon az NGF-kezelés erdteljes ERK-
foszforilaciot eredményezett PC12 sejtjeinkben. Vad-tipustt PC12 sejtekben az SNP kezelés
altal eldidézett ERK-foszforilacié az NGF hatasdhoz képest elenyészé volt. Az SNP és az
NGF egyiittes adasakor az ERK foszforilaciéja nem fokozodott tovabb a csak NGF-fel kezelt
mintdhoz viszonyitva. Az ERK fehérje aktivacigjat a domindns gatldo 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

hasonld mértékiu ERK-foszforilaciot.

Az SNP nem befolydsolja az NGF dltal indukalt Akt-foszforildaciot
Az Akt fehérje PC12 sejtekben NGF hatasara Ras-fliggetlen jelatviteli Giton keresztiil

cre

megfeleloen NGF-kezelés hatasdra mindkét sejtvonalban fokozddott. Nem toxikus

cre

foszforilacigjat, viszont kombinalt kezelés esetén nem fokozta az NGF hatésat.

A CREB foszforilacidja Ras-fiiggd mind SNP-, mind NGF-kezelés hatasdra

aminosav foszforilacigjat vizsgaltuk, mert az NGF jelatvitelében ez jatszik kulcsszerepet.
NGF-kezelés hatasara az irodalom alapjan elvart modon vad-tipusa PC12 sejtekben erdteljes
CREB-foszforilaciot detektaltunk. Az alkalmazott SNP-kezelés is a CREB dozisfiiggden
fokozott foszforilacidjdhoz vezetett PC12 sejtekben. 50 pM SNP hatasara a CREB
foszforilacioja az NGF-kezelt mintaéhoz hasonlé mértékii volt. Az SNP hatasa nem
szinergisztikus az NGF-kezelés altal eléidézett foszforilacioval. M-M17-26 sejtekben a CREB
foszforilacidja nem fokozodott sem SNP, sem NGF-kezelés hatasara, valamint a két szer

egylittes adasakor sem.

Citotoxikus koncentrdacioju SNP hatasai

Az SNP hatdsa a sejtek életképességére
A WST-1 esszé eredményei alapjan mindkét sejtvonal életképessége az alkalmazott

SNP-dézissal aranyosan csokkent, 400 uM SNP gyakorlatilag teljes sejtpusztulast idézett eld.
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Az M-M17-26 sejtvonal némileg érzékenyebbnek bizonyult az SNP citotoxikus hatasara, mint
a vad-tipusu PC12 sejtek.

Az SNP apoptotikus hatdisanak kimutatasa a kromatinban

A kromatin-kondenzacié megjelenése apoptozist, esetleg apoptdzis-szerii sejthalalt
valosziniisit. Kondenzalt kromatint sejtmagok mind a vad-tipust PC12, mind az M-M17-26
sejtek (minimum 100 uM doézisu, illetve minimum 4 O6ras) SNP-kezelését kovetden
megjelentek, az M-M17-26 sejtvonal ismét érzékenyebbnek bizonyult az SNP hatasara.

Az apoptdzis markereként tartja szdmon az irodalom az internukleoszomalis DNS-
fragmentaciot. Vad-tipusii PC12 sejtekben 200 uM SNP hatasara, mig M-M17-26 sejtekben
mar 100 uM SNP hatasara kimutathaté mértékii volt a DNS-fragmentacio.

Az altalunk alkalmazott tesztek alatamasztjak, hogy az M-M17-26 sejtvonal valamivel
érzékenyebb az SNP citotoxikus hatdsara, mint a vad-tipusi PC12 sejtek, valamint, hogy a

dominans sejthalal-tipus SNP-kezelt sejtjeinkben az apoptozis.

Az SNP-kezelés kétfazisu ERK-foszforildciot idéz elé

A Ras-ERK ut aktivitdsa hozzajarulhat a PCI12 sejtek taléléséhez, bar nem
nélkiilozhetetlen ahhoz. PC12 sejtekben az SNP-kezelés az alkalmazott dozissal aranyos
ERK-foszforilaciot idézett eld. Az erdsen toxikus, 400 uM-0S SNP-kezelés kétfazisi ERK-
foszforilacio emelkedést okozott, egy korai, 2-4 Oras, és egy késdi, 18 oras foszforilacios
maximummal. Az M-M17-26 sejtvonalban az ERK-foszforilacio nagymértékben gatolt volt.
A korai aktivacio teljesen hidnyzott, mig a késoéi foszforilacid megjelent, bar joval
gyengébben, mint a vad-tipusi PCI12 sejtekben. A kisebb mértékli ERK-foszforilacio

hozzajarulhat az SNP megnovekedett citotoxicitasdhoz ebben a sejtvonalban.

Az SNP csak erdsen toxikus koncentrdacioban gatolja az Akt-foszforilaciot

Kisérleteinkben az Akt fehérje 473. pozicidji szerin aminosavon tortént
hosszabb idejli kezelés (legalabb 18 6ra) hatasara PC12 sejtekben. A gatlas az M-M17-26
sejtekben is a Ras aktivitasatol fiiggetlennek bizonyult. Eszerint Akt-kozvetitette talélési
jelatviteli atvonal eltérd aktivitasaval a két sejtvonal eltér6 SNP-érzékenysége nem

magyarazhato.
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Az SNP stresszkinazok dltal kozvetitett jelatviteli utakat aktival

Az éltalanos celluléris stresszreakcio részeként mindkét sejtvonalban az alkalmazott
SNP-dozissal aranyos ¢és elhuzodo (24 6ras kezelés utan is kimutathatd) JNK és p38MAPK
aktivaciot detektaltunk. Az endoplazmatikus retikulum stressz jelzéseképpen mindkét
sejtvonalban megfigyelhetévé valt az elF2a dozis-fliggd, tartdos foszforilacidja, hasonlod
iddbeli lefutassal, mint a stresszkindzoké. Az M-M17-26 sejtvonal esetében egyik vizsgalt
kinaz aktivacidja sem volt nagyobb mértékii, mint a PC12 sejtek esetében. Ez arra utal, hogy
bar mindkét sejtvonal stresszvalaszdhoz hozzéjarulhatnak a fenti kinazok altal aktivalt
jelatviteli utvonalak, az M-M17-26 sejtek fokozott SNP érzékenységéért viszont nem teheték

felel6ssé.

A p53 fehérje foszforilacidja és stabilizacioja SNP-kezelés hatdsdara

A JNK ¢és p38MAPK szamara tobbek kozott a p53 fehérje 15. szerin aminosava is
magbdl torténd exportjat, ezaltal a proteaszomalis lebontasat. Az SNP-kezelés hatasara
bekovetkezd foszforilacid dozisfiiggd, és hasonld iddbeli lefutdsu, mint a stresszkindzok
aktivacioja. Kifejezettebb a vad-tipusi PC12 sejtvonalban, mint a dominans gatldé Ras-t
expresszalo sejtekben, igy, bar hozzajarulhat a p53 stabilizalasahoz, nem jarul hozza az M-

M17-26 klon fokozott SNP érzékenységéhez.

Kaszpazaktivacio SNP-kezelés hatdsdra

A prokaszpaz-9 dozissal ardnyos hasitasat detektaltuk legalabb 18 6ras SNP-kezelés
hatasara vad-tipust PC12 sejtekben. Az M-M17-26 sejtvonalban a kaszpaz-9 aktivacioja joval
nagyobb mértékli volt, mint a vad-tipusu PC12 sejtekben. A prokaszpaz-3 hasitasa is
kimutathaté volt a kaszpaz-9 aktivacidjaval aranyosan mindkét sejtvonalban. A fokozott

kaszpazaktivacié magyarazatul szolgal az M-M17-26 sejtvonal fokozott SNP érzékenységére.

Megbeszélés

A NO antiproliferativ hatdsa Ras-fiiggetlen
PC12 sejtekben az NGF antiproliferativ hatdsat a Ras fehérje aktivacidjan keresztiil

fejti ki. Ha az NGF antiproliferativ hatdsa gatolt, nem jon létre PC12 sejtekben differenciacio.
13



Viszont a proliferativ hatdsa epidermalis ndvekedési faktor (EGF), antiproliferativ szerek

------

------

Osszehasonlitottuk vad tipusi PC12 és egy dominans gatlo RasH-t expresszalé PC12
szubklon (M-M17-26 sejtek) antiproliferativ valaszat SNP kezelésre. A két sejtvonal kozt
nincs kiillonbség az SNP hatasara bekovetkezd pS3-indukcidban, valamint a PCNA-expresszid
csokkenésében. Eredményeink szerint a Ras fehérjének nincsen szerepe az SNP sejtosztodast
gatld hatasanak kozvetitésében. A NO hatédsai dozissal aranyosan érvényesiilnek, azonban a
differencidcids kisérleteknél alkalmazott 50 uM-nal nagyobb mennyiségli SNP kezelésnek
mar toxikus hatdsai is vannak. Az 5 és 50 uM SNP még nem indukal sejthalalt, amint az a

citotoxicitasi kisérletekbdl kimutathato.

Az egyiittes NGF és SNP kezelés nem idéz elé neurondlis differenciaciot M-M17-26
sejtekben

5 uM SNP-kezelés NGF-fel kombinalva kissé felgyorsitja a vad tipusi PC12 sejtek
aranyat. Bar az 50 uM SNP hatékonyabban gatolja a sejtosztdédast, mégis gatolja a PC12
sejtek differenciacigjat is, feltételezhetéen az altala okozott ATP deplécid miatt.

Az M-M17-26 sejtek NGF jelenlétében a kezeletlen sejtekhez hasonld mértékben
proliferalnak, viszont proliferaciojuk kis dozisi SNP-kezeléssel gatolhatdo. Mégsem
kovetkezik be neuritndvekedés NGF ¢€s SNP egylittes hatasara, tehat a Ras fehérje gétlasat
NO adasaval nem lehet athidalni. Ennek egyik lehetséges oka, hogy a NO 6nmagéban nem
stimuldlja az endogén Ras-fehérjék GTP-kotését a domindns géatldo Ras jelenlétében. Az M-
masodlagos messenger analdogok egyiittes alkalmazasdval. Eszerint a differenciacio
elmaradasanak masik magyarazata, hogy a NO nem stimuldl olyan jelatviteli mechanizmust,
amely a Ras-blokkot megkeriili. A kombinalt SNP- és NGF-kezelés tanulsaga az is, hogy a
sejtciklus ledllitaisa, még ha sziikséges is a neuritndvekedéshez, Ras altal kozvetitett

neuritogén szignalok nélkiil nem képes a nyulvanyndvekedést elinditani.
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1. abra: Az SNP ¢és NGF-kezelés egylittes hatasa PC12 és M-M17-26 sejtekben. —:

aktivacio/indukcid, ——: tobblépcsds aktivéci(')/indukcié,-l . gatlas

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

A nem toxikus dézisa SNP altal eléidézett ERK-foszforilacid joval kisebb mértékdl,
mint az NGF hatasara bekovetkez60 ERK-foszforilacio, valamint kombinalt kezelések soran az
SNP az NGF hatasat nem fokozza. Kis dozisu SNP-vel kezelt M-M17-26 sejtekben nem
foszforilalodik az ERK, és az SNP NGF-fel egyiitt adva sem képes oldani a Ras-ERK 1t
gatolt aktivaciojat.

A jelatviteli Ut tovabbi fontos tagja a CREB transzkripcios faktor, mely megfeleld
koriilmények kozott ERK-t6l fuggetlen jelatviteli utakon keresztiil is aktivalhato. A mi
kisérleti rendszerlinkben azonban a CREB-foszforilacio Ras-fiiggének bizonyult, nemcsak az
NGF, hanem az SNP-kezelés hatasara is. Ezek szerint mindkét szer a Ras-ERK ut

aktivalasaval idéz el6 CREB-foszforilaciot. Egy tanulmany szerint a CREB transzkripcids

.....
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promoteréhez kotdédik. Ennek ismeretében nem meglepd, hogy a CREB aktivacidjanak
elmaradasa a differenciacioé elmaradasat eredményezi.

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

(legalabbis kelld mértékben) a neuritndvekedéshez vezetd titvonalakat (1. abra).

Az SNP tobbféle jelatviteli uton keresztiil indukdl sejthalalt PC12 sejtekben

Az SNP tobbféle sejthaldlt is indukalhat PC12 sejtekben. Amelyik utvonal a
sejttenyészet adott sejtjében a legerdsebben/leggyorsabban aktivalodik, az lesz felelds az adott
sejt pusztulasaért. Ennek morfologiailag lathatdo jele, hogy kiilonb6z6 mikroszkopos
megjelenésti, killonb6zo fokban kondenzalt kromatini sejtmagokat lathatunk SNP-kezelt
sejtjeinkben. A kevésbé kondenzalt kromatini sejtmag az apoptdzis korai fazisa mellett jele
lehet apoptozis-szerii sejthaldlnak, kaszpaz-fliggetlen apoptdzisnak is. Sejtvonalainkban a
kaszpaz-aktivacio idében késobb kovetkezik be, mint az elsd kondenzalt kromatinnal
rendelkez6 sejtmagok megjelenése. Ez amellett, hogy bizonyitja az apopt6zis mitokondrialis
utjdnak aktivalodasat, egyben jelzi azt is, hogy kaszpaz-fliggetlen sejthalal is indukélodik az
SNP-vel kezelt sejtekben.

A toxikus koncentrdcioju SNP-kezelés a Ras jelatviteli utat haszndlva indukal kétfazisu
ERK-foszforildaciot

A Ras fehérje aktivacidja szamos jelatviteli utat aktivalhat, koztiik proapoptotikus
utvonalakat is. Mivel a PC12 sejtvonal kevésbé érzékeny, mint az M-M17-26 sejtek, a
proapoptotikus Ras-effektorok aktivacidja nem valoszinii. A PC12 sejtvonalban a PI3K-Akt
utvonal aktivacioja Ras-fiiggetlen, ezt alatdmasztja az is, hogy nincs kiilonbség a két sejtvonal
kozott az Akt 473. helyen all6 szerin aminosavanak foszforilaciojaban. Az ERK fehérje SNP
altali korai aktivacioja teljes mértékben Ras-fliggd, igy a korai foszforilacidért a nitrozilalédo
Ras fehérje, esetleg valamelyik, a jelatvitelben a Ras eldtt helyet foglald fehérje aktivacioja
tehetd feleldssé (példaul egy, vagy akar tobbféle Ras-t aktivaldo ndvekedési faktor receptornak
a vélhetden nitrozilacioval bekovetkezd aktivacidja). A késéi (18 oras SNP-kezelésre
bekovetkezd) ERK-foszforilacio megjelenik M-M17-26 sejtekben is, tehat részben Ras-
fliggetlen. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy az ERK peroxinitrit jelenlétében a Ras,
illetve MKK1 fehérjéktol fiiggetleniil is aktivalodhat. A késé1 ERK-aktivacio ezen kiviil lehet
a MEKK1, egy, a Ras-ut altal nem szabalyozott MAPKKK aktivaciojanak kovetkezménye.
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Ez a fehérje elsdsorban a JNK aktivaciojaért felelds, masodlagosan a MKK1 foszforilalasaval

az ERK-et is aktivalhatja.

A toxikus koncentracioju SNP-kezelés Ras-funkciotdl fiiggetleniil stressz-jelatvitelt aktival
A p38MAPK ¢s a JNK foszforilacioja iddbeli lefutasat tekintve megegyezik a p53

c sy

cre

fehérje stabilizacigjat, viszont dnmagdban nem magyarazza a két sejtvonal eltérd SNP-

érzékenységét (2. abra).

Az SNP-kezelés, valamint a domindns gatlo RasH expresszioja befolydsolja a p53 fehérje
expressziojat

A p53 fehérjének szamos izoformaja 1étezik, melyek kiillonbozéképpen szabalyozzak a
sejtproliferacio, differenciacio, apoptozis folyamatait. Az egyes izoforméak egymas jelatviteli
hatasait is képesek modositani. A membranokon detektalhatd csikok koziil a p53 fehérje
»Klasszikus”, 53 kDa-os o izoformdja mennyiségének emelkedése vad-tipusu PC12 és M-
M17-26 sejtjeinkben hasonld mértékil, ez valdsziniisiti mas izoformak részvételét az M-M17-
26 sejtek fokozott apoptdzisanak kivaltasaban. A 46-48 kDa-os izoformak mindegyike részt
vehet apoptdzis eldidézésében, ezek SNP-kezelés hatdsara mindkét sejtvonalban
indukalodnak. A 35 kDa-0s A133p53a izoforma a p53a dominans gatld fehérjéjeként hat,
eszerint a p53 altal kivaltott apoptozist is gatolja. A kezeletlen M-M17-26 sejtekben
detektalhato csik toxikus dozisi SNP-kezelés hatasara eltlinik, igy a fehérje gatldé hatasanak
megsziinése segitheti a p53 indukalta apoptdzist. Az egyes izoformék megbizhaté azonositasa

monoklondlis antitestekkel végzett tovabbi kisérleteket igényelne.

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

Tualélést 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 gatldé hatast. Esetiinkben az Akt
fehérje defoszforildcidja megegyezd a két sejtvonalban, tehdt nem lehet felelds az eltérd

kaszpaz-aktivacidért. Az ERK fehérjék foszforilacidja M-M17-26 sejtekben gatolt, eszerint a
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kaszpaz-9 foszforilacioja, tehat aktivaciojanak gatlasa sem valdsulhat meg (2. abra),

hozzajarulva a sejtvonal fokozott SNP-érzékenységéhez.

SHE,

M-M17-26 P
5 Y
p38  JNK

: >

ERK pd3 Akt
v

A 4
kaszpaz-9
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A4
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2. abra: Az SNP apoptotikus hatdsai PC12 és M-M17-26 sejtekben. —:

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

A nem toxikus koncentrdacidju SNP-kezelések alapjan:

Az SNP antiproliferativ hatdsa Ras-fiiggetlen.

Az NGF és SNP kombinalt kezelés nem idéz el6 neuronalis differenciaciot M-M17-26
sejtekben.

Az SNP-kezelés nem képes oldani az NGF indukélta ERK- és CREB-foszforilacid

dominans negativ RasH okozta gatlasat.

A toxikus koncentrdacidju SNP-kezelés tobbféle jelatviteli utat aktival:

A Ras jelatviteli utat hasznalva kétfazisu ERK-foszforilaciot indukal.

A Ras-funkciotol fiiggetleniil stressz-jelatvitelt aktival.

Az SNP-kezelés, valamint a dominans gatld RasH expresszidja befolyasolja a p53
expresszidjat.

Az M-M17-26 klon fokozott érzékenysége az SNP apoptotikus hatasara a fokozott

kaszpaz-9 és -3 aktivacio kovetkezménye.
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Koszonetnyilvanitas

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

Szeretnék koszonetet mondani Varga Juditnak, aki kozvetlen munkatarsamként
tudomanyos didkkoros kora ota velem dolgozik. Kisérleti eredményeinek rendelkezésre
bocsatasaval, tiirelmes tdmogatdsaval nagymértékben megkonnyitette a munkamat. Szintén
koszondm Varga Juditnak ¢€s Dr. Galgdéci Szilvianak a disszertacid atolvasasat,
véleményezEsét.

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

Koszonettel tartozom Dr. Berta Gergelynek a statisztikai elemzések betanitasaért, ifj.
Dr. Sétalo Gyorgynek az immuncitokémiai preparatumok konfokalis mikroszkopos vizsgalata
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