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Roviditések jegyzéke

AIF: apoptosis-inducing factor

ALS: amyotrophias lateral sclerosis

Apaf-1: apoptotic peptidase-activating factor-1

ASKZ1: apoptosis signal-regulating kinase 1

Bad: Bcl-2-associated death promoter

Bak: Bcl-2 antagonist/killer

Bax: Bcl-2 associated X protein

Bcl-2: B cell lymphoma-2

Bcl-xL: B cell lymphoma-extra large

Bid: BH3 interacting-domain death agonist

Bim: B-cell lymphoma 2 interacting mediator of cell death
CBP: CREB-binding protein

cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat

CHOP: C/EBP-homologous protein

CREB: cAMP response element binding protein
DR4/5: death receptor 4/5

elF2a: eukariota iniciacios faktor 2 a-alegység

ERK: extracellularis szignal-regulalta kinaz

FADD: Fas associated death domain containing protein
GAPDH: glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
HRP: horse radish peroxidase/tormagyokér-peroxidaz
JNK: c-Jun N-terminalis kinaz

MAPK: mitogén-aktivalt protein-kinaz

MAPKK: mitogén-aktivalt protein-kinaz-kinaz
MAPKKK: mitogén-aktivalt protein-kinaz-kinaz-kinaz
Mcl-1: myeloid cell leukemia 1

Mdm2: mouse double minute 2

NLS: nuklearis lokalizacids szignal

NO: nitrogén-(mon)oxid

NOS: nitrogén-oxid-szintaz

Omi/HtrA2: high temperature requirement protein



PDI: protein-diszulfid-izomeraz

PKG: protein kinaz G

PKR: protein kinaz R

Puma: p53 upregulated modulator of apoptosis

RNS: reaktiv nitrogén szarmazék

ROS: reaktiv oxigén szarmazék

Smac/DIABLO: second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP-binding
protein with low pl

SNP: nitroprusszid-natrium

TAD: transzaktivacios domén

TBP: TATA-k6t6 fehérje

TNF: tumor nekrézis faktor

TRADD: TNF receptor associated death domain containing protein

TRAIL: tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand

TUNEL.: terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling

XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis protein



. Bevezetés

1. Nitrogén-oxid

A giaz  halmazallapoti  nitrogén-oxid  (nitrogén-monoxid,; NO)
neurotranszmitterként ¢és jelatviteli molekulaként szamos fiziologias €s patologias
folyamatot befolyasolhat a sejtben. Termeléséért in vivo a nitrogén-oxid-szintaz (NOS)
csaladba tartozo enzimek felelosek, melyek az L-argininbdl oxigén felhasznalasaval
NO-ot és L-citrullint hoznak 1étre (Martinez-Ruiz és mtsai, 2011). Az intracellularisan
képz6dott NO egyszer(i diffuzioval képes atjutni a sejthartyan, majd a sejtbdl kijutva
autokrin és parakrin médon fejti ki hatasat (Benhar, 2015; D’Atri és mtsai, 2009;
Toledo és Augusto, 2012).

A NO intracellularisan tobbféleképpen befolydsolhatja a sejtek életét/miikodését.
Egyrészt képes fehérjék poszttranszlacios modositasara, az ilyen jellegli modifikacionak
két tipusa van: az S-nitrozilacid és a nitracid. S-nitrozilacid esetén a NO kovalensen
kotodik az érintett fehérjében talalhatod cisztein aminosavhoz (annak tiol/szulfhidril-
csoportjahoz) (Akhtar és mtsai, 2012), ezaltal megvaltoztatva az érintett fehérje
aktivitasat; ez jarhat a szoban forgo fehérje aktivitdsanak gatlasaval (példaul kaszpaz-3;
XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis protein) és fokozasaval (Ras fehérjék) is
(Martinez-Ruiz és mtsai, 2013). Mig az S-nitrozilacié reverzibilis véltozast jelent
(Akhtar és mtsai, 2012), addig a nitracid, mely esetben a NO tirozinhoz kapcsolodik,
irreverzibilis modifikacio (Martinez-Ruiz és mtsai, 2013). A nitrozilalt cisztein
aminosavakrol a NO denitrozilacioval (esetleg transznitrozilacioval, melynek soran a
NO egy masik fehérje cisztein aminosavara keriil 4t) enzimatikus Uton tavolithato el;
végrehajtasaért tobbféle enzim is felelds lehet, példaul a tioredoxin és a protein-
diszulfid-izomeraz (PDI) (Akhtar és mtsai, 2012; Martinez-Ruiz és mtsai, 2013;
Nakamura és Lipton, 2013). A denitrozilacié nem-enzimatikus Uton is végbemehet
(Evangelista és mtsai, 2013). Masrészt a NO atmeneti fémeket tartalmazé fehérjékhez is
kapcsolodhat, ilyenek példaul a hemoglobin, a mioglobin (Heinrich és mtsai, 2013), a
mitokondriumban talalhat6 citokrom c oxidaz (Martinez-Ruiz ¢és mtsai, 2011) vagy a
szolubilis guanilat-ciklaz (Toledo és Augusto, 2012). Tovabba, a NO aktivalhatja a
szolubilis guanilat-ciklaz enzimet (kotédik a benne 1évé hemben talalhatdé vashoz;

Toledo és Augusto, 2012), az ennek kovetkeztében képzddd masodlagos messenger

6



ciklikus guanozin-monofoszfat (CGMP) pedig a protein kinaz G (PKG) enzimeken
keresztiil érvényesiti hatasat. A PKG-aktivacio kdvetkezménye lehet tobbek kozott az
erek falaban taldlhatd simaizmok relaxacidja, trombocita-aggregacio vagy
sejtproliferacié (Martinez-Ruiz és mtsai, 2011).

A NO hatasat sejttipus- és koncentracio-fliggd modon fejti ki. Kis mennyiségben
foként protektiv hatast (példaul az NMDA-receptor S-nitrozilacidja esetén
idegsejtekben), de szerepe lehet a tanulas és a memoria folyamataban is (Nakamura és
Lipton, 2013; Nakamura és mtsai, 2015), mig nagy koncentracidban gatolja a
mitokondrialis respiracioét (Martinez-Ruiz és mtsai, 2011) és pro-apoptotikus hatassal
bir. Utobbi hatasait a NO gyakran kozvetett modon fejti ki; mig dnmagaban kevéssé
reakcioképes, méas molekulakkal reagalva reaktiv nitrogén-szarmazékokat (reactive
nitrogen species, RNS) képez. Ilyen példaul a peroxinitrit anion, amely a NO
szuperoxiddal val6 reakcidja soran képzodik (Hirst €s Robson, 2010; Martinez-Ruiz és
mtsai, 2011). A képz6d6 peroxinitrit képes reagalni lipidekkel és a DNS-sel, emellett
apoptédzist indukalhat a mitokondrium membranjanak atjarhatovéd tétele révén
(Martinez-Ruiz és mtsai, 2011). Nitrozativ stressz esetén egyes fehérjék fokozott S-
nitrozilacioja szintén citotoxikus hatasu; szamos neurodegenerativ korkép hatterében
kimutattak a PDI és a XIAP fehérjék S-nitrozilacidja kovetkeztében kialakulo idegsejt-
karosodast (Nakamura és Lipton, 2013). A parkin nevii fehérje egy ubikvitin-ligdz, ami
S-nitrozilalt formaban nem képes szuppresszalni a p53-at; Parkinson-korban megné az
S-nitrozilalt parkin és a p53 fehérjék mennyisége az agyban (Wang és mtsai, 2014).

Kiserleti koriilmények kozott a gaz halmazallapott NO alkalmazédsa nehezen
kivitelezhetd, ezért a sejtek kezelése soran elterjedt kiilonféle NO-donor vegyiiletek
alkalmazdsa; az altalunk hasznalt szer a nitroprusszid-natrium (SNP). Vad tipusu PC12
patkany phaeochromocytoma sejtekben és dominans gatlo fehérjéket expresszalo PC12
szubklonokban a nagy doézisban (400 uM) alkalmazott SNP-kezelés sejthalalt indukal
(Bator ¢és mtsai, 2013; Varga ¢és mtsai, 2014). Hasonl6an a NO-hoz, az SNP is képes
kivaltani a guanilat-ciklaz aktivacidjat és ennek kovetkeztében a c¢cGMP szintjének

emelkedését (Arnold és mtsai, 1977).



2. Cellularis stressz / stressz-jelatvitel / MAPK-kaszkadok

A sejteket szamos kornyezeti hatas érheti; az ezekre adott valasz fligg az adott
behatas tipusatdl és intenzitasatol, az aktivalddott jelpalyaktol és a sejt tipusatol is. A
kiilonféle kornyezeti ingerek/szignalok sejten beliili hatdsainak kozvetitésében fontos
szerepe van a mitogén-aktivalt protein-kindz (MAPK) kaszkadoknak. Ezek a kaszkadok
eukariota sejtekben harom szintre tagolhatéak; minden szintet egy fehérje-csalad tagjai
képviselnek. Elsoként a mitogén-aktivalt protein-kindz-kindz-kinaz (MAPKKK)
csaladba tartoz6 fehérjék aktivalodnak, majd ezt kdvetden szerin és treonin aminosavak
foszforilacidja révén aktivaljadk a sorban kovetkezd mitogén-aktivalt protein-kinaz-
kindzokat (MAPKK). Ez utobbi fehérjék tirozin és treonin aminosavakon foszforilaljak
célfehérjéiket, a MAPK-csalad tagjait, melyek szintén szerin/treonin-specifikus
kinazok. A MAPK-ok célfehérjéi kozott szamos transzkripcios faktor van, melyek
foszforilacidja a sejt génexpresszids mintdzatanak megvaltozasaval jar, ez eredményezi
az adott hatasra bekovetkezd bioldgiai vélaszt. Emlds sejtekben a MAPK-csalddnak
harom fontos alcsaladja ismert: a c-Jun N-terminalis kinazok (JNK1-3), a p38MAPK-ok
(p38a-0) és az extracellularis szignal-regulalta kinazok (ERK1/2); a JNK és a
p38MAPK fehérjék stressz kinazokként is ismertek (Darling és Cook, 2014; Kim és
Choi, 2010; Munshi és Ramesh, 2013; Peti és Page, 2013; Shiizaki és mtsai, 2013).

oxidativ stressz

Stimulus fertdzes, sugarzas novekedési faktorok
citokinek l

MAPKKK [ ASKI ASKI | Raf )
| | !

MAPKK MK_JI'(' MKf‘ Mf‘

MAPK INK p3SMAPK ERK1/2

apoptozis o
e oo . roliferacio

Biologiai gyulladasos citokinek termelése P oy s

: liferacia differenciacio
valasz proliferacié -TEncld
differenciacio sejttuléleés

1. abra: A MAPK-kaszkadokon keresztiil torténd jeltovabbitds osszefoglalasa
(a részleteket lasd a szovegben).



2.1. Stressz jelatvitel a JNK- és a p38MAPK-uton

A INK ¢és a p38MAPK fehérjékhez kapcsolddo jelatvitelt szamos hatas
aktivalhatja, tobbek kozott az oxidativ és az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz,
fert6zés (lipopoliszacharidok), halal ligandok/gyulladasos citokinek (példaul tumor
nekrozis faktor, TNF), UV- és ionizald sugarzas, kemoterapias szerek, illetve a
citoplazmaban a Ca** szintjének emelkedése (Darling és Cook, 2014; Hayakawa és
mtsai, 2012; Kim és Choi, 2010; Munshi és Ramesh, 2013; Shiizaki és mtsai, 2013). A
felsorolt hatasok a MAPKKK-ok csaladjaba tartozo ASK1 (apoptosis signal-regulating
kinase 1) fehérje aktivacidjat okozhatjak; ennek kovetkezményeképpen a MKK4 és
MKK?7 fehérjék a JNK, mig a MKK3 ¢s MKK6 enzimek a p38MAPK foszforilacioval
torténd aktivaciojaért felelosek (Darling és Cook, 2014; Hayakawa és mtsai, 2012;
Manieri és Sabio, 2015; Munshi és Ramesh, 2013; Peti és Page, 2013; Shiizaki és mtsai,
2013). Az ASKI1 fehérjén keresztil megvalosuld jeltovabbitas eredményezhet
apoptozist, de emellett szerepe van a velesziiletett immunitdsban és a hypoxidhoz
torténd adaptalédasban is (Shiizaki és mtsai, 2013). Hasonloképpen, a JNK- és a
p38MAPK-aktivaci6 sem eredményez sziikségszerlien sejtpusztulast; a  sejt
proliferacioval, differenciacioval és gyulladasos citokinek termelésével (Hayakawa és
mtsai, 2012; Kim és Choi, 2010), s6t akar tuléléssel (Azijli és mtsai, 2013) is reagalhat a
stressz hatasra; apoptozishoz altalaban a tartés JNK- és p38MAPK-aktivacio vezet
(Azijli és mtsai, 2013; Kim és Choi, 2010) (1. dbra). Az ASK1-MAPK jelatvitel zavarai
betegségek kialakuldsat eredményezhetik, vezethetnek tobbek kézott kardiovaszkularis,
neurodegenerativ és gyulladasos korképek, tumorok és egyéb betegségek (asthma,
diabetes) kialakulasahoz is (Hayakawa és mtsai, 2012; Kim ¢és Choi, 2010). Az ASK1
mellett mas MAPKKK-0k révén is megvalosulhat a stressz kinazok aktivacioja (MLK,
mixed-lineage kinase; TAK1, transforming growth factor-f-activated kinase 1) (Kim és
Choi, 2010).

Mindkét stressz kinaz tobb izoformaval rendelkezik; a JNK esetén harom
(JNK1, INK2 és INK3), a p38MAPK esetén négy izoformat (p38a, p38p, p38y és p389)
ismeriink (Hayakawa és mtsai, 2012; Kim és Choi, 2010; Manieri és Sabio, 2015; Sui és
mtsai, 2014). Az alternativ splicing eredményeképpen létrejové INK-izoformak koziil a
JNKI és 2 minden szdvetben expresszalodnak, mig a JNKS féleg az agyban, a herékben
és a szivben mutathato ki (Darling és Cook, 2014; Manieri és Sabio, 2015). Mindharom

izoforma tobbféle splice varianssal rendelkezik, melyek 46 és 54 kDa méretiick
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(Manieri és Sabio, 2015). A p38MAPK a ¢és B izoformai ubikviter expresszidju
fehérjék, ezzel szemben a y €s & izoformdk szoveti elfordulasa korlatozottabb (Darling
¢és Cook, 2014).

Az aktiv JNK a Bim (B-cell lymphoma 2 interacting mediator of cell death)
foszforilacidja révén apoptozist indukalhat, a Bel-2 (B cell lymphoma-2) és a Bel-xL (B
cell lymphoma-extra large) fehérjék foszforilacidja révén pedig eléidézheti a sejtciklus
leéllitasat, de apoptdzist vagy autofagiat is okozhat (Darling és Cook, 2014). A
p38MAPK szamos célfehérjét foszforilalhat, ezek kozé tartoznak a CHOP (C/EBP-
homologous protein) és az ATF6 (activating transcription factor 6) nevii transzkripcios
faktorok. A CHOP képes fokozni szamos olyan gén expresszidjat, melyek pro-
apoptotikus fehérjéket (példaul DR5, death receptor 5; Bim; Puma, p53 upregulated
modulator of apoptosis) kodolnak, egyidejlileg csokkentheti a Bcl-2 expresszidjat,
valamint indirekt modon fokozza a Ca?* felszabaduldsat az ER lumenébdl, apoptozist
okozva (Darling és Cook, 2014). Apoptozist eredményezhet a p53 fehérje p38MAPK és
JNK altali foszforilacioja is (lasd késébb, Darling és Cook, 2014; Munshi és Ramesh,
2013). Szintén sejtpusztulashoz vezethet az indukalhato NOS p38MAPK altal
kozvetitett up-regulécidja (Kim és Choi, 2010).

2.2. Az ERK-ut

Az ERK-ut aktivacidja a monomer G-protein Ras fehérjek kozremiikodésével
torténik, a jeltovabbitds a kordbban mar ismertetett mechanizmussal valosul meg: az
aktiv Ras a Raf (MAPKKK) — MEK1/2 (MAPKK) — ERK1/2 (MAPK) ttvonalon fejti
ki hatasat (/. dbra). Az ERK-jelatvitel beinditasaért jellemzéen mitogén hatasok
(példaul novekedési faktorok) feleldsek (Manieri és Sabio, 2015), azonban stressz
hatasok is kivalthatjadk azt. Elébbi esetben az ERK-aktivacid altaldban sejtosztodast,
terminalis differenciaciot, illetve sejttalélést eredményez. A Ras/ERK-ut fokozott
mikodése a tumor képzddés tobb 1épésében is szerepet jatszhat (migracid, invazid,
tulélés) (Kim és Choi, 2010; Munshi és Ramesh, 2013). Stressz kovetkeztében azonban
az aktiv ERK - valosziniileg a CREB (CAMP response element binding protein)
transzkripcids faktor aktivacioja révén - fokozhatja anti-apoptotikus fehérjék (Bcl-2;
Bcl-xL; Mcl-1, myeloid cell leukemia 1) és csokkentheti pro-apoptotikus fehérjék (Bim;

Puma; Bmf, Bcl-2 modifying factor) génjének atirasat, emellett foszforilalhatja az Mcl-
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1 (stabilizaciot eredményezve) és a Bad (Bcl-2-associated death promoter) fehérjéket
(degradaciot okozva) (Darling és Cook, 2014; Kim és Choi, 2010).

3. Apoptézis

Az apoptozis a programozott sejthaldl legismertebb, legtdbbet vizsgalt,
evolucios szempontbdl igen konzervalt tipusa. Szerepet jatszik a morfogenezisben, a
szoveti homeosztazis fenntartdsaban, az Oregedésben, illetve a karosodott és nem
kivanatos sejtek eliminalasaiban. Nem megfelelé miikodése kiilonféle betegségek
(tumor, autoimmun és neurodegenerativ korképek, stb.) kialakulasahoz vezethet (Ola és
mtsai, 2011). Apoptézist kivaltd hatasok kovetkeztében a sejtmembran nem sériil, a sejt
a kornyezd sejtek/szovetek kdrosodasa, gyulladdsos folyamatok eldidézése nélkiil
pusztul el. Az apoptozissal elpusztuld sejtek szamos morfologiai és funkcionalis
valtozason mennek at, ez lehetdvé teszi molekularis biologiai modszerekkel torténd
azonositasukat. Az apoptotikus sejtekre jellemzé legismertebb jegyek a DNS
internukleoszomadlis fragmentacidja, a sejtrdl apoptotikus testek lefliz6dése, a
foszfatidil-szerin molekulak kikeriilése a sejthartya kiilsé rétegébe (externalizacio),
illetve bizonyos, a sejtpusztulds végbemeneteléhez sziikséges jelatviteli utak/fehérjék
aktivacioja (Goldar és mtsai, 2015).

A programozott sejthalal jelatvitelének két leginkabb ismert utja az extrinsic
(receptor altal kozvetitett) és az intrinsic (mitokondrialis) Gt. Az emlitetteken kiviil
azonban a programozott sejthaldl mas mddon is végbemehet, erre szolgéltat példat a
granzim molekulak altal kivaltott sejtpusztulas. A granzim csaladba tartozo enzimek
NK és T-sejtek altal termelt szerin-protedzok, melyek kiilonféle patogének és tumor
sejtek elpusztitasaban miikdodnek kozre, tipustol fliggéen kaszpaz-fliggd (granzim B) és
kaszpaz-fiiggetlen (granzim A) modon is okozhatnak apoptézist (Chowdhury és
Lieberman, 2008; Siddiqui és mtsai, 2015). Az ER stressz szintén eredményezhet
apoptézis révén megvalosuld sejtpusztulast, melyben a Bcl-2 csaladba tartozo

fehérjéknek fontos szerepe van (Szegezdi és mtsai, 2006).

11



EXTRINSIC UT INTRINSIC UT  DNS-kdrosodas
toxikus anyagok
TRAIL/TNE/FasL. ozmotikus stressz
DR4,5/TNF-R/Fas

sejtmembran

adapter fehérjek
pro-kaszpaz-8/10 \

\[ \
\
; \
kaszpaz-8/10 o Bid \
\
\
pro-kaszpaz-3 b
\
2 Bid Bcel-2 \
* ! \Bax _—7 R xLl\ p53 \
kaszpaz-3 Bak \\
\
célfehérjék )

kaszpaz-9

itokre
apoptoszoma&” CHOROm e
/ AIF
SMAC/DIABLO
pro-kaszpaz-9 Apaf- Omi/HtrA2 /

pS3-aktivacio

bax, puma,  bcl-2, bel-xL
noxa, bid SUrvivin

2. dbra: Az apoptozis extrinsic és intrinsic jelatviteléenek osszefoglalasa
(részletek a szovegben).

3.1. Az apoptozis extrinsic utja / Extrinsic apoptézis-jelatvitel

Az extrinsic utat olyan hatdsok (ligandok) aktivaljak, melyek sejtfelszini
receptorokhoz koétddve valtjak ki a sejtpusztulast (2. abra). Ezen ligandok jol ismert
képviseldi kozé tartoznak a TNF és egyéb, a TNF-csaladba tartozo ligandok (TRAIL,
tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand; FasL, Fas-ligand, stb.),
melyeket gyakran halal-ligandokként emlit a szakirodalom. Ezek a molekulak
specifikus sejtfelszini receptorokhoz kotdédnek (TRAIL esetén: DR4 és DR5, FasL
esetén Fas), aminek kovetkeztében a receptor trimerizalddik, majd intracelluléris
doménjén (DD, death domain) egy multiprotein-komplex (DISC, death-inducing
signaling complex) épiil fel, mely tovabbitja a jelet a jelpalya disztalis komponenseinek.
A DISC-ben talalhaté adapter fehérjék (FADD, Fas associated death domain containing
protein; TRADD, TNF receptor associated death domain containing protein, stb.)

szintén rendelkeznek halal doménnel/doménekkel; a FADD esetében az egyik domén
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(DD) a receptorhoz kapcsolodik, mig a masik (DED, death effector domain) inaktiv
iniciator pro-kaszpazokat (mint a pro-kKaszpaz-8 és -10) kot meg, ezaltal lehetové téve
szamukra sajat, proteolitikus hasitds révén megvalosuld aktivacidjukat. Az aktiv
iniciator kaszpazok ezt kovetden két eltéré uton valdsithatjak meg az effektor pro-
kaszpazok (pro-kaszpaz-3, -6, -7) hasitassal torténd aktivaciojat. A sejtek egy részében
(4n. L tipusu sejtek) a kaszpaz-8 és -10 kozvetleniil képesek hasitani a kaszpaz-3 és -9
molekuldkat. Ezzel szemben mas sejtekben (tn. II. tipust sejtek) Osszekapcsolodik
egymassal az extrinsic és az intrinsic apoptozis jelatvitel. Ezekben a sejtekben a
sejtfelszini receptorokrol kiinduld apoptozis-jelatvitel altal aktivalt kaszpaz-8 molekulak
hasitjak a ,,BH3-only” fehérjék (1d. késébb) kozé tartozé Bid (BH3 interacting-domain
death agonist) fehérjét. A képz6édé hasitott forma (tBid, truncated Bid) a
mitokondriumba transzlokalodva a Bax (Bcl-2 associated X protein) és a Bak (Bcl-2
antagonist/killer) fehérjék aktivaciojat valtja Ki, ezaltal el6idézi a mitokondriumok
membranjanak permeabilizalasat, valamint a citokrom c €s mas fehérjék citoszolba
torténd kiaramlasat (lasd intrinsic apoptozis-jelatvitel) (Azahri és Kavurma, 2013; Azilji
¢és mtasi, 2013; Crowder ¢és El-Deiry, 2012; Flusberg és Sorger, 2015; Goldar és mtsai,
2015; Sessler és mtsai, 2013; Wu és mtsai, 2014). A Fas-ligand receptorhoz kotodése az
elobb ismertetett jelatvitelen kiviil stressz kindzok (JNK, p38MAPK; lasd eldbb)
aktivaciojat is okozhatja (Shiizaki és mtsai, 2013).

A haldal-receptorokrdl kiindulé jelatvitel nemcsak apoptdzist okozhat, hanem az
egyedfejlodésben és a gyulladasos folyamatokban is szerepet jatszhat, illetve sejttulélést
kozvetitd jelpalyakat is serkenthet (Azahri és Kavurma, 2013; Sessler és mtsai, 2013,;

Sola és mtsai, 2013).

3.2. Az apoptozis intrinsic atja / Intrinsic apoptézis-jelatvitel

Az apoptozis intrinsic/mitokondrialis utjanak aktivacidjahoz nem sziikségesek
sejtfelszini receptorokon keresztiil haté ligandok; a sejthaldlt ez esetben olyan
stimulusok eredményezik, melyek hatasa a sejten beliil érvényesiil (kivétel a tBid altal
kozvetitett mechanizmus, 1d. elébb). Ilyenek példaul, a teljesség igénye nélkiil, a DNS-
ben bekovetkezd és a repair mechanizmusok 4altal ki nem javithaté karosodasok,
kiilonféle toxikus agensek vagy az ozmotikus stressz (2. dbra). A programozott sejthalal
ezen utjanak fontos szerepl6i a Bcl-2 csaladba tartozo fehérjék és a p53 transzkripcios

faktor.
13



3.2.1. A Bcl-2 fehérjecsalad

A Bcl-2 fehérjecsalad magaban foglal apoptozist gatld (anti-apoptotikus) és azt
serkentd (pro-apoptotikus) fehérjéket is (Lopez és Tait, 2015; Roy és mtsai, 2014) (3.
abra). A pro- és anti-apoptotikus fehérjék aranya dont a sejt ¢letben maradasarol, illetve
elpusztulasarol; az egyensuly felborulasa szdmos betegség (daganatok, autoimmun
betegségek, stb.) kialakulasat vonhatja maga utan (Roy és mtsai, 2014).

Az anti-apoptotikus alcsalad tagjai 4 Bcl-2 homoldgia (BH) doménnel
rendelkeznek, legismertebb képviseldik a Bcel-2 és a Bel-xL fehérjék. Daganatokban
gyakran kimutathatd a Bcl-2 csaladba tartoz6 anti-apoptotikus fehérjék génjének
overexpresszidja (Lopez és Tait, 2015). A Bcl-2 és a Bcl-xL fehérjék az apoptozis
mellett az autofagiat is képesek megakadalyozni, emellett a Bcl-2 csalad tagjainak a
szabalyozasaban is szerepet tulajdonitanak (Adams és Cory, 2007). A pro-apoptotikus
fehérjéket magaban foglal6 alcsalad az egyes tagok szerkezete (és funkcidja) alapjan
tovabb tagolhat6: ide tartoznak a pro-apoptotikus multidomén Bax és Bak fehérjék
(BH1-3-doméneket tartalmaznak) és a csak a BH3-doménnel rendelkez6, an. ,,BH3-
only” fehérjék (Bad, Puma, Noxa, Bid, stb.) (Yip és Reed, 2008). A ,,BH3-only”
fehérjéket mitkddésiik szerint tovabbi két csoportra osztjak: ,activators” (kozvetleniil
aktivaljak a Bax/Bak fehérjéket) és ,,sensitisers” (gatoljak az anti-apoptotikus fehérjék
hatasat; Lopez és Tait, 2015). Egyes ,,.BH3-only” fehérjéknek (Puma, Noxa, Bim)
szerepiik van az ER stressz altal eldidézett apoptozisban is (Szegezdi és mtsai, 2006). A
BH-doméneken kiviil a Bcl-2 csalad legtobb tagja egy C-terminalis transzmembran
doménnel is rendelkezik, melynek segitségével membranok felszinéhez (példaul a
mitokondrium kiilsé membranja, az ER membranja, a maghartya) képesek rogziilni; ez
alol néhany ,,BH3-only” fehérje képez kivételt (Correia és mtsai, 2015; Ola és mtsai,
2011; Siddiqui és mtsai, 2015; Yip and Reed, 2008). A BH3-domén a csaladba tartozo
Osszes fehérjében megtalalhaté (Kvansakul és Hinds, 2015), szerepe van az egyes
fehérjék dimerizacidjaban, illetve fehérje-fehérje interakciokban (Adams és Cory, 2007;
Lopez és Tait, 2015; Yip és Reed, 2008), valamint felel6s a ,,BH3-only” fehérjék pro-

rrrrr
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3. abra: A Bcl-2 fehérjecsaldd.

A pro-apoptotikus multidomén fehérjék ugy segitik elé a sejtpusztuldst, hogy
oligomerizalédva porusokat képeznek a mitokondrium kiils membranjaban, ezzel
atjarhatova téve azt (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization). Ily
modon lehetdvé teszik a citokrom ¢ és mas fehérjék (Smac/DIABLO, second
mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP-binding protein with low pl; AlF,
apoptosis-inducing factor; endonukleaz G; Omi/HtrA2, high temperature requirement
protein) kiaramlasat a mitokondrium intermembran terébdl a citoszolba (Goldar és
mtsai, 2015; Lopez és Tait, 2015; Yip és Reed, 2008). Az endonukledaz G és az AIF
fehérjék ezt kovetden a sejtmagba keriilnek, ahol a kromatin-kondenzacio és a DNS-
fragmentacio kivaltasaban van szerepilik (Goldar és mtsai, 2015). A Smac/DIABLO ¢és
az Omi/HtrA2 proteinek a kaszpdzokhoz kapcsolodd é€s ezaltal azokat gatlo IAP-
csaladba (inhibitor of apoptosis protein) tartozo6 fehérjéket gatoljak, igy hozzajarulnak a
kaszpaz-aktivacidhoz (Flusberg és Sorger, 2015; Goldar és mtsai, 2015; Lopez és Tait,
2015).

Az irodalmi adatok tobbé-kevésbé ellentmondésosak annak tekintetében, hogy
milyen modon kdvetkezik be a Bax és a Bak fehérjék aktivacioja (Lopez és Tait, 2015).
A sejtben stressz hatasok kovetkeztében megemelkedik a ,,BH3-only” fehérjék szintje,
ami Bax/Bak-aktivaciot (oligomerizaciot) eredményez; részben kozvetleniil, részben az
anti-apoptotikus fehérjékhez kot6dé Bax és Bak molekuldk felszabaditasa altal. Ezt
koveti, a mitokondridlis kiils6 membran permeabilizalasa altal, citokrom c (és mas
fehérjék) kijutasa a citoszolba. A citokrom ¢ molekulak citoplazmaba torténd kijutasa
nélkiilozhetetlen az apoptoszomak kialakulasdhoz; ezek a komplexek a citokrém c
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mellett az Apaf-1 (apoptotic peptidase-activating factor-1) és az inaktiv pro-kaszpaz-9
fehérjéket tartalmazzak. Az apoptoszoma kialakulasa biztosit lehetdséget a pro-kaszpaz-
9 molekuldk hasitassal torténd aktivacidjahoz, majd ezt kovetden az aktiv kaszpaz-9
fehérjék végzik el az effektor pro-kaszpazok aktivalasat. Az apoptdzis folyamatanak
végét jelzo proteolitikus hasitasokért az ily modon aktivalt kaszpaz-3, -6 és -7 enzimek
feleldsek (Lopez és Tait, 2015; Roy és mtsai, 2014).

A Bcl-2 csalad anti-apoptotikus tagjai azaltal gatoljak a citokrom ¢
felszabadulasat, hogy megkotik a Bax/Bak fehérjéket (ezaltal gatolva az
oligomerizaciodjukat), illetve az azokat aktivalni képes ,,BH3-only” proteineket (példaul
Bim, Puma, tBid) (Correia és mtsai, 2015; Lopez és Tait, 2015; Yip és Reed, 2008). A
fehérjecsalad anti-apoptotikus tagjai jelentds specificitast mutatnak annak tekintetében,
hogy a pro-apoptotikus fehérjék koziil melyekhez kotédnek (Adams és Cory, 2007,
Correia és mtsai, 2015). Mindegyik anti-apoptotikus funkciéval rendelkezd fehérje
képes kotodni a Bax-hoz, mig a Bak megkotésére csak bizonyos fehérjék (példaul Bcl-
XL, Mcl-1) képesek (Correia és mtsai, 2015). A specifikus kotédés a ,,BH3-only”
alcsaladdba tartozd fehérjékre is jellemzd: a Bim, a Puma és a tBid mindegyik anti-
apoptotikus fehérjéhez kotddik, a tobbi ,,BH3-only” fehérje azonban nem (Adams és
Cory, 2007; Siddiqui és mtsai, 2015).

A csalad egyes tagjainak funkcidja nemcsak kiilonféle fehérjék kotédése, hanem
a transzkripcid szintjén is szabalyozhatd. Apoptdzist eldidézé hatasok kovetkeztében
olyan transzkripcios faktorok (CHOP, p53) aktivalédnak, melyek represszaljak a bcl-2
gént (Comel és mtsai, 2014; Szegezdi és mtsai, 2006). Ezzel parhuzamosan a két
emlitett transzkripcids faktor képes fokozni pro-apoptotikus fehérjék (példaul Bax,
Puma, Bim) génjének transzkripciojat (Comel és mtsai, 2014; Yip és Reed, 2008).
Emellett a Bcl-2 csalad tagjainak aktivitasa foszforilacioval is befolyasolhatd; a JINK
altali foszforilacio a Bel-2-t gatolja, mig a Bim pro-apoptotikus hatasat fokozza, ezaltal

eldsegitve az apoptdzist (Szegezdi és mtsai, 2006).

3.2.2. A p53 fehérje

Bar a felfedezését kovetéen onkoproteinnek tartottak (Eliyahu és mtsai, 1984;
Jenkins ¢és mtsai, 1984; Parada és mtsai, 1984; Weisz és mtsai, 2007), a p53 az egyik
legismertebb tumor szuppresszor fehérje. A ,,genom 6re”-ként is emlegetett fehérje

eldszor transzkripeids faktorként valt ismertté, azonban az utobbi idében vilagossa valt,
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hogy szamos esetben a transzkripcié kdzvetlen szabalyozdsatol fiiggetlenil fejti ki
hatésat.

A p53 fehérjét kodold gén mutacioja szamos daganatban kimutathato; az esetek
tobbségére a DNS-kotd doménben el6forduld missense mutacido jellemzo, mely
aminosav-cserét eredményez (Chi, 2014; Hao és Cho, 2014; Leroy és mtsai, 2014; Saha
¢és mtsai, 2015; Weisz és mtsai, 2007). A tumor szuppresszor gének tobbsége frameshift
vagy nonsense mutacioval inaktivalodik. Napjainkig 45000-nél tobb szomatikus és
csirasejt-mutaciot irtak le a p53 génben (Leroy és mtsai, 2014). A mutacidk lehetséges
kovetkezményei kozott emlithetd a fehérje teljes inaktivacidja, de el6fordulhat az is,
hogy a mutans p53 fehérjék onkogén hatassal birnak, illetve dominans negativ médon
gatoljak a sejtben a vad tipusu p53 fehérjéket (deOliveira és mtsai, 2015; Leroy és
mtsai, 2014; Weisz és mtsai, 2007). A p53 fehérje azonban nem csak DNS-mutacio
révén inaktivalodhat; viralis/cellularis fehérjékhez vald kotédés, epigenetikai
mechanizmusok (promoter-hipermetilacid) és a fokozott degradacio is vezethetnek a
p53-funkcid elvesztéséhez (Surget és mtsai, 2013). A p53 gén csirasejtekben
bekovetkez6  mutacioja/inaktivacioja  felelés a ritka  Li-Fraumeni-szindroma
kialakulasdért (autoszomalis domindns moddon oOrokl6dé betegség; az érintett
betegekben tobb, eltérd tipust tumor alakulhat ki; Frebourg és mtsai, 1992; deOliveira
¢és mtsai, 2015).

A p53 fehérjét érintd mutaciok nemcsak inaktivacidhoz vezethetnek, hanem
funkcionyerd hatasuk is lehet (Weisz €s mtsai, 2007). A mutins p53 fehérje (1)
kapcsolodhat a p63 és p73 fehérjékhez (a p53-csalad tagjai), ezaltal gatolva azok
transzkripcids aktivitasat, (2) kotddhet mas transzkripcios faktorokhoz, igy befolyasolva
az altaluk szabélyozott gének expressziojat, (3) szerkezet-specifikusan kotddhet a DNS-
hez, szabalyozva a transzkripciot, illetve (4) kapcsoldodhat mas, nem transzkripcios
faktorként mikodoé fehérjékhez (Hao és Cho, 2014). A mutidns p53 fehérje altal
szabalyozott gének olyan fehérjéket kodolnak, melyek eldsegitik a tumor sejtek tulélését
¢s osztodasat, a kemorezisztencia kialakulasat, genomikus instabilitast okoznak,
gyulladést valtanak ki, kdzremiikédnek a migracio, az invazid, az angiogenezis €s a

metasztazis-képzddés folyamataiban (Hao és Cho, 2014; Weisz és mtsai, 2007).

17



N C

fE VEl =& &)

—> ——————> > < P ———————————> ————>
transzaktivicidés Pro-gazdag R, . oligomeriziciés  C-terminalis
domének (1és2)  régio DNS-kotd domén domén domén

génexpresszio kotodés promoter/enhancer tetramerizacid
szabélyozasa szekvencidkhoz NLS
fehérje-kotohely 6 ,,hot-spot” muticids hely
(p300/CBP, Mdm2, (175, 245, 248,
Bcel-2, Bel-xL) 249,273, 282)

4. abra: A p53 fehérje szerkezete.

A 393 (patkanyban 391) aminosavbol felépiilé fehérje N-termindlisan
talalhatoak a transzaktivacios domének (TADI és 2) és egy prolin-gazdag régio (PP),
ezt koveti a DNS-kot6 domén (DBD), mig a C-terminalis tartalmazza a
tetramerizacios/oligomerizacios domént (OD) és egy szabalyozd régiot, emellett a
fehérje nukledris lokalizacios (NLS) és nuklearis export szignalokkal (NES) is
rendelkezik (4. dbra). A TAD feladata a p53 altal szabalyozott gének indukcioja/gatlasa
(Surget és mtsai, 2013), emellett rajta keresztil a p53 szamos fehérjéhez képes
kapcsolodni; ezek lehetnek a transzkripciot aktivalo és gatld hatasuak is (a p300/CBP-
hez /CREB-binding protein/ valdé kotodés eldsegiti a transzkripciot, mig az Mdm?2
(mouse double minute 2) kapcsolodasa gatolja azt; deOliveira és mtsai, 2015), illetve
ezen keresztiil jon 1étre a p53-Mdm2 kapcsolat is (lasd késébb, Saha és mtsai, 2015).
Emellett a TAD szerepet jatszik a mitokondriumban a Bcl-2 és a Bcl-xL fehérjékhez
vald kotédésben, eldsegitve a Bax/Bak-felszabadulast és a transzkripcio-fiiggetlen
apoptozist (Chi, 2014). A p53 fehérje aktivitasat és stabilitasat nagyban befolyasolhatja
a TAD-ben talalhato aminosavak foszforilacidja (deOliveira és mtsai, 2015). A prolin-
gazdag régid a p53 fehérje tumor szuppresszor funkcidjanak ellatdsdhoz, valamint a
mitokondriumban az apoptdzis kivaltasdhoz sziikséges (Wang és mtsai, 2014). A pS3
génben leirt mutaciok tobbsége a DNS-k6td domént kodold régioban lokalizalodik
(Comel és mtsai, 2014; Saha és mtsai, 2015; Weisz és mtsai, 2007). Hat ugynevezett
»hot-spot” hely taldlhato itt, melyek gyakran szenvednek mutéaciot, ennek
kovetkezményeképpen egy aminosav kicserélddik €s a fehérje nem, vagy a vad tipustol
eltéréen mikodik (Argl75His, Gly245Ser, Arg248Trp, Arg249Ser, Arg273His,
Arg282Trp; deOliveira és mtsai, 2015). Az aminosav-csere kovetkeztében a p53 fehérje
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nem tud specifikusan kotédni a DNS-hez, megsziinik a transzkripcids aktivitasa, illetve
a mutans p53 fehérjék a vad tipusuakkal hetero-tetramereket hozhatnak 1étre,
melyekben dominans negativ modon érvényesiil a mutans fehérjék hatasa (Hao és Cho,
2014). A p53 fehérje tetramer formaban kotédik a DNS-hez, ebben van szerepe az
oligomerizaciés doménnek (Khoury és Bourdon, 2011; Leroy és mtsai, 2014; Saha és
mtsai, 2015); emellett talalhato itt NLS és tobb ubikvitinacios hely is (Surget és mtsai,
2013).

A p53 fehérje transzkripcios faktorként tobb mint 3600 gén atirasat szabalyozza
(Surget és mtsai, 2013). Az altala szabalyozott gének promdterében/enhancerében a p53
olyan régidhoz kotédik, amelyben két konszenzus szekvencia (5'-RRRCWWGYYY-3’,
ahol R: purin, Y: pirimidin, W: A vagy T) taldlhat6, koztiik spacer régioval (Hao és
Cho, 2014; Khoury és Bourdon, 2011; Saha és mtsai, 2015). Az egyes promoterekhez
azonban eltéré affinitdssal kapcsolodik a p53: a sejtciklust szabalyozd gének
promoteréhez nagy, mig az apoptdzisban szerepet jatszo génekéhez kis affinitassal
kotédik (Hao és Cho, 2014). Ennek az lehet a magyarazata, hogy csak erdteljes stressz
esetén emelkedik meg annyira a p53-szint, hogy a pro-apoptotikus fehérjéket kodolo
gének atirodjanak (Hao és Cho, 2014; Khoury és Bourdon, 2011).

Bar a teljes hosszusagu fehérje molekulatomege 53 kDa, a p53 gén atirasakor 8
kiilonféle mRNS keletkezik, melyek 6sszesen 12 izoformat kdédolnak (Leroy és mitsai,
2014) (5. abra). A teljes hosszusagu p53 fehérje (FLp53, p53a) rendelkezik az 6sszes
korabban felsorolt doménnel. Ezen régiok azonban részben vagy teljesen hianyoznak a
tobbi p53 izoformabol, melyek alternativ promoter-hasznalat, alternativ splicing vagy a
fehérjeszintézis alternativ inicidcidjanak eredményeképpen szintetizalédnak (Khoury és
Bourdon, 2011; Surget és mtsai, 2013). A human p53 gén transzkripcidja két
promoterrdl indulhat (P1 és P2), melyek koziil az un. internal promoter (P2) a gén 4.
intronjaban taldlhato (Khoury és Bourdon, 2011). A p53a, B és vy izoformak
szintézisekor az atiras a géntdl proximalisan elhelyezkedd P1 promoterrdl indul, mig a
A133p53(a, B, v) és a A160p53(a, B, y) izoformdk expresszidja a P2 promoteren
kezddédik (Surget és mtsai, 2013). Az a, B, y izoformdk a C-terminalist érintd alternativ
splicing eredményeképpen jonnek 1étre, koziilik csak az o izoformak tartalmaznak
miikodéképes oligomerizacios domént (Surget és mtsai, 2013). A A40p53 izoformak
(mas néven ANp53) a 2. intron alternativ splicing-janak és/vagy a transzlacio alternativ
iniciacidjanak a termékei, ezekbol a fehérjékbol hianyzik a TAD egy része (TAD1)

19



(Surget és mtsai, 2013). A kiilonféle izoformak fokozhatjadk és gatolhatjdk is a p53
tumor szuppresszor aktivitasat (Surget és mtsai, 2013). Az egyes izoformak normal
szOvetekben is jelen vannak, azonban megvaltozhat az expresszidjuk tumor sejtekben,
illetve patogének hatasara (példaul a H. pylori fokozza a A133p53 és A160p53
izoformak expresszidjat a gyomor epitélsejtjeiben, eldsegitve a sejtek talélését) (Surget

¢és mtsai, 2013).

N C
transzaktivaciés Pro-gazdag sin oligomeriziciés  C-terminélis
domének (1 és 2 régid DNS-k6t6 domén domén domén
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5. abra: A p53 fehérje izoformdi.

Normal sejtekben alacsony a p53-szint (Weisz és mtsai, 2007), ezért az Mdm?2
(emberben Hdm2) fehérje tehetd feleldssé; az Mdm?2 ubikvitin-ligazként segiti el6 a p53
fehérje proteaszomalis degradaciojat (Chi, 2014). Stressz hatasok (példaul a DNS
karosodasa, hypoxia, UV-sugarzas, onkogének aktivacidja) kovetkeztében
megemelkedik a p53 fehérje mennyisége (Chi, 2014), azonban a p53 transzkripcios

faktorként miikodve fokozza az mdm2 gén atirasat, ezaltal indirekt modon csékkentve
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sajat mennyiségét (negativ feedback, deOliveira és mtsai, 2015; Schneiderhan és mtsai,
Mdm?2 fokozott miikodésére/overexpressziojara is visszavezethetd; ebben az esetben a
p53 fehérje vagy degradalddik (az Mdm?2 altali poli-ubikvitinacié eredményeképpen),
vagy exportalodik a magbol (mono-ubikvitinacio kovetkeztében) (Chi, 2014; Hao és
Cho, 2014). Emellett az Mdm2 képes gyengiteni a kapcsolatot a p53 fehérje
transzaktivacios doménje és egyes transzkripcios koaktivatorok (példaul p300/CBP)
kozott, ami szintén a p53-funkcid gatlasdhoz vezet (Chi, 2014; Hao ¢és Cho, 2014).
Ismertek olyan vegyiiletek, melyek a p53 és az Mdm2 kozti kapcsolatot gatoljak,
ilyenek példaul a Nutlin-1, -2, -3 és a chlorofusin (Saha és mtsai, 2015).

A p53 tumor szuppresszor fehérje funkcioja sokrétii, legismertebb feladatai: (1)
szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozédsaban (a p21 gén indukcidja révén ledllithatja a
sejtciklust; Chi, 2014; Hao és Cho, 2014); (2) indukalhatja a DNS-repair
mechanizmusokban részt vevd fehérjék génjeinek atirasat (Hao és Cho, 2014); (3)
szabalyozza az apoptozis folyamatat (a Bcl-2 fehérjecsalad tagjait kodold gének
transzkripcidjanak  serkentésével/gatlasaval). Az emlitett folyamatokon kiviil
szabalyozza az autofagiat, a (tumor) sejtek metabolizmusat, a vezikularis transzport
folyamatat, a citoszkeleton organizacidjat, az endocitozist és a nekréozist (Comel és
mtsai, 2014; Hao és Cho, 2014; Wang ¢és mtsai, 2014). DNS-karosodast kovetden a
sejtciklus leallitasa torténhet a G1/S-fazisban (a p21 indukcidja révén), illetve a G2/M-
fazisban is (a GADDA45, growth arrest and DNA damage 45 indukcidjan keresztiil),
ezaltal lehetdve téve a hibak kijavitasat (Surget és mtsai, 2013).

A p53 fehérje tobb mechanizmus révén is részt vehet az apoptozis intrinsic
jelatvitelében (Comel és mtsai, 2014). Egyfeldl transzkripciods faktorként képes aktivalni
¢és gatolni is a Bcl-2 csaladba tartozo és egyéb fehérjék génjének atirasat: indukalhatja a
bax, puma, noxa, bid, bad, apafl, smac/diablo (Chi, 2014; Comel és mtsai, 2014; Hao
¢s Cho, 2014; Lopez és Tait, 2015; Surget és mtsai, 2013; Yip és Reed, 2008; Wang ¢és
mtsai, 2014), mig gatolhatja a bcl-2, bcl-xL, mcl-1, survivin (Comel és mtsai, 2014;
Khoury és Bourdon, 2011; Surget és mtsai, 2013; Wang és mtsai, 2014) géneket, a pro-
apoptotikus fehérjék, vagyis a sejthaldl irdnyaba tolva el Osszességében az egyensulyt.
Masfeldl a p53 fehérje miikodhet transzkripcid-fliiggetlen mddon is; a citoplazmaban
kozvetleniil kapcsolédva a Bcl-2 fehérjecsalad tagjaihoz képes szabalyozni azok
aktivitasat (a ,,BH3-only” fehérjékhez hasonléan miikddve) (Yip és Reed, 2008; Wang
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és mtsai, 2014). Egyrészt kotddik a Bcl-2, Bcel-xL és Mcl-1 fehérjékhez, aminek
kovetkeztében a Bax és a Bak felszabadulnak az anti-apoptotikus fehérjékkel alkotott
gatlo komplexbdl, masrészt kozvetleniil is képes a Bax/Bak-aktivaciora (a Bax esetében
un. ,hit and run” mechanizmussal, stabil p53-Bax komplexet még nem sikeriilt
kimutatni) (Chi, 2014). Ennek kovetkeztében a Bax transzlokalddik a mitokondriumba,
ahol oligomer formaban jarul hozza a membran-permeabilizaciohoz (Comel és mtsai,
2014). A citoplazmaban a p53 fehérje képes kotédni a pro-kaszpaz-3-hoz is, ezaltal
fokozva annak aktivacidjat (Comel és mtsai, 2014). A p53 fehérje olyan gének atirasat
Is serkentheti, melyek az extrinsic utban kozremiikodo fehérjéket (Fas, FasL, DR5)
kédolnak (Khoury és Bourdon, 2011; Surget és mtsai, 2013; Wang és mtsai, 2014). A
p53 nemkodold RNS-gének atirasat is fokozhatja (mikro RNS-ek, hosszt nem-kodold
RNS-ek, hosszu intergénikus nem-kodold RNS-ek), emellett szabalyozza a miRNS-ek
érését is. Ezek a mikroRNS-ek (pl. miR-34) a sejtciklus, repair folyamatok, a sejttulélés,
az epitélidlis-mezenchimalis tranzicid, a metabolizmus ¢és az angiogenezis
szabalyozasaban miikodnek kozre (Hao és Cho, 2014).

A p53 fehérje szamos poszttranszlaciés modositas célpontja lehet (foszforilacio,
acetilacio, ubikvitinacio, sumoilacid, neddilacido, metilacié), melyek a fehérje
miilkodésére €s sejten beliili lokalizacidjara is hatassal lehetnek. Az Mdm?2 A4ltal
végrehajtott multi-mono-ubikvitinacié kovetkeztében a p53 kijut a citoplazmaba;
és mtsai, 2014), ezzel szemben a fehérje poli-ubikvitinaciéja a proteaszémak altali
degradaciohoz vezet (deOliveira és mtsai, 2015). Eddig koriilbeliil 20 olyan szerin és
treonin aminosavat irtak le a p53 fehérjében, melyek stressz kovetkeztében
foszforilalédnak; emellett koriilbeliil 6 olyan lizin talalhatd a fehérjében, ami stressz
hatasara acetilalodik. A (DNS-karosodas altal kivaltott) p53-foszforilaciot végrehajto
kinazok lehetnek tobbek kozott a kovetkezok: INK, p38MAPK, protein kinaz C (PKC),
ERK, glikogén-szintaz-kinaz 3 p (GSK3p), ataxia-telangiectasia mutated (ATM), ataxia
telangiectasia and Rad3-related protein (ATR), homeodomain-interacting protein kinase
2 (HIPK2); mig az acetilacioért a p300/CBP, a p300/CBP-associated factor (PCAF), a
hMOF ¢és a Tip60 enzimek lehetnek felelések (Hao és Cho, 2014). Az acetilacio (a C-
terminalison beliil), az érintett aminosav pozicidjatol fiiggden, eredményezheti a sejt
elpusztulasat, a sejtciklus ledllitasat (deOliveira és mtsai, 2015), illetve a fehérje

crer
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acetilalodik a 120. pozicidban 1€v0 lizin aminosav, ami lehetdvé teszi a p53 kotddését a
Bak fehérjéhez a mitokondrium kiilsé membranjaban, ennek kdvetkeztében valik le az
Mcl-1 fehérje a Bak-r6l (Comel és mtsai, 2014). Emellett az acetilacio az Mdm?2
levalasat, igy a p53 fehérje stabilizalasat is eredményezheti, elésegitve a puma és a bax
gének indukciojat (Hao és Cho, 2014). A DNS-t karositdé hatasok a p53 fehérje
foszforilacidjat is eredményezhetik; a szerin-46 foszforilacidja (a mono-
Bcl-2 megkotése révén a kiils6 membran permeabilizasat. Emellett a sejtmagban p53-
stabilizaciot okozva (Saha és mtsai, 2015) csokkenti a p53 fehérje Mdm2 iranti
affinitasat és pro-apoptotikus gének (bax, noxa, puma, dr5, stb.) atirasanak fokozodasat
(Comel és mtsai, 2014; Puca és mtsai, 2010). Mas aminosavak (szerin-12, treonin-18 és
szerin-20) DNS-karosodas altal el6idézett foszforilacidja kovetkeztében az Mdm2
levalik a transzaktivaciés doménrdl, igy nagyobb affinitassal kapcsolodik a p53-hoz a
p300/CBP ¢és fokozodik a p53 transzkripcids aktivitasa (deOliveira és mtsai, 2015, Saha
¢és mtsai, 2014). A szerin-15 aminosavon bekovetkez6 foszforilacié kdvetkezménye a
p53 fehérje stabilizacidja, mely az érintett sejt apoptdzisat eredményezheti (Saha és
mtsai, 2015). Az ismertetett folyamatokon kiviil a lizin-386 sumoilacioja is serkentheti a
p53 transzkripcios aktivitasat (Saha és mtsai, 2015).

A p53-csaladba tartoznak a p63 és a p73 fehérjék is, melyeknek alternativ
splicing eredményeképpen szintén tobb izoformaja johet létre (Saha és mtsai, 2015),
ezek tumor sejtekben is kimutathatoak (Surget és mtsai, 2013). Hasonldan a p53-hoz,
ezek a fehérjék is rendelkeznek transzaktivacidos, DNS-kotdé és oligomerizacios
doménekkel, illetve génjiikben 2 promoter taldlhatd (Khoury és Bourdon, 2011; Surget
¢és mtsai, 2013). A p63 fehérjének a végtagok és az epitélium fejléddésében van szerepe;
mig a p73 az idegrendszer, a szaglas és az immunrendszer fejlédésében, valamint a
neuronalis differenciacidban tolt be fontos szerepet (Khoury és Bourdon, 2011; Saha és
mtsai, 2015), emellett a p53 fehérjével egyiittmikodve mindkét fehérje részt vesz a
tumorképzddés folyamatanak szabalyozasaban/géatlasaban (Surget és mtsai, 2013). A
p63 és p73 fehérjék homo- illetve hetero-tetramer formaban képesek a pS53 altal
szabalyozott gének promoteréhez kotdédni ¢€s az érintett gének expresszidjat
befolyasolva kivalthatjak a sejtciklus leallitdsat vagy a sejt elpusztuldsat (Khoury és

Bourdon, 2011).
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4. A PC12 sejtvonal

A PC12 patkédny phaecochromocytoma sejtvonal 1976-o0s l1étrehozasa ota (Greene
¢s Tischler, 1976) széles korben ismert. Konnyl tenyészthetdségének és viszonylag
rovid generacios idejének koszonhetden elterjedten alkalmazzédk modellrendszerként a
sejttulélés, az apoptdzis és a neuronalis differenciacid hatterében allo jelatviteli
utvonalak vizsgalata soran.

Az Orvosi Bioldgiai Intézetben a vad tipust PC12 sejtvonal mellett olyan PC12
szubklonok is rendelkezésre allnak, melyek expresszaljak egy adott fehérje mutans
(dominans gatld vagy konstitutivan aktiv) verzigjat. A kutatocsoportunk altal
leggyakrabban hasznalt ilyen PC12 szubklonok a p143p53PC12, az M-M17-26 és a K-8
sejtvonalak.

A pl43p53PC12 sejtekben megtalalhatd domindns gatld pS53 fehérje esetén a
mutacié a 143-as pozicidban 1évé aminosavat érinti (valin-alanin csere) (Fabian és
mtsai, 2006). A DNS-kot6 doménben talalhaté aminosav-csere hatasara a mutans
fehérje nem képes transzkripcids faktorként ellatni a funkciojat, ugyanis képtelen a p53
fehérje altal tipusosan felismert DNS-szekvenciahoz kotédni. Mivel a p53 fehérje
tetramer szerkezetll transzkripcios faktorként milkddik, a tetramerben egy mutans
alegység jelenléte mar a fehérje inaktivaciojahoz vezet. Irodalmi adatok szerint a
Vall43Ala-mutans p53 fehérje a vad tipusu fehérjéhez viszonyitva kevésbé stabil (Saha
¢és mtsai, 2015), masok szerint azonban képes fokozni egyes gének expresszidjat (EGF-
receptort, IGF-1-receptort, c-Myc fehérjét, NF-xB egyik alegységét kodold gének;
Weisz és mtsai, 2007).
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I1. Célkitizések

A NO-donor SNP nagy dézisban torténé alkalmazasa sejtpusztulast eredményez
PC12 sejtekben. Munkank célja a kdvetkezo volt:
1. Az SNP ¢és a beldle felszabaduld NO 4altal kivaltott cellularis/nitrozativ stressz
altal aktivalt jelatviteli fehérjék/utak analizise.
2. A domindns gatld6 mutdns p53 fehérjét tartalmazd pl143p53PCI12 sejtvonal
fokozott SNP-érzékenységének hatterében alld molekularis mechanizmusok

vizsgalata.

crer

gatolhaté dbcGMP- vagy kis dozisi (100 puM) SNP-elokezeléssel. A kisérleti
elrendezéseket PC12 modellrendszeriinkre adaptalva célunk a kovetkezok vizsgalata
volt:

1. SNP Altal okozott apoptézis 100 uM SNP-eldkezeléssel torténd kivédésének
lehetdsége.

2. Mas, szintén apoptozist eldidézé koriilmények/kezelések (szérummegvonas,
ciszplatin, tunikamicin, anizomicin) pro-apoptotikus hatasanak csokkentése kis
dozisua SNP-eldkezeléssel.

3. A 100 puM SNP-vel torténd elokezelés részlegesen protektiv hatasanak

hatterében allo jelatviteli folyamatok vizsgalata.
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I1l. Anyagok és médszerek

1. Sejtvonalak

Kisérleteink soran vad tipusa PC12 patkany mellékveseveld és p143p5S3PC12
sejtvonalakkal dolgoztunk; az utdobbi egy dominans gatld mutans p53 fehérjét
expresszalo PC12 szubklon (Fabian és mtsai, 2006). A sejteket a szamukra optimalis
koriilmények kozott (37°C-on, 5% CO, jelenlétében) tenyésztettiik, ehhez olyan
médiumot (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma-Aldrich Hungary,
Budapest) hasznaltunk, melyet 5% borju és 10% 16 szérummal egészitettiink ki
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A pl143p53PCI12 sejtvonal fenntartasahoz hasznalt
médium 200 pg/ml geneticint (G418; Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) is

tartalmazott.

2. A sejtek életképességének vizsgalata

Az ATP-assay (Promega, Madison, WI, USA) egy sejtviabilitas-vizsgalati
modszer, mely az ATP-tartalom mérése révén lehetévé teszi az €10 sejtek aranyanak
meghatarozasat egy sejttenyészetben. Mintanként 2x10° sejtet Ultettiink ki 96 lyuku
sejtteny€sztd lemezre, a tenyésztés a korabban ismertetett koriilmények kozott folyt. Ezt
kovetden a sejteket SNP-vel kezeltiik; az egyes SNP-dozisok (20, 50, 100, 200, 400 és
2000 uM) toxicitasanak meghatarozasa soran a kezelés iddtartama 72 6ra volt, mig az
SNP-citotoxicitas id6fliggésének vizsgalata soran 400 uM SNP-kezelést végeztiink 2, 4,
6, 8, 18 és 24 oras idotartamban. Ezt kovetden az ATP-tartalom mérését a gyartod

utasitasainak megfelelden végeztiik.

3. DNS-fragmentacié vizsgalata

A kezeléseket megel6z6 napon mintanként 107 sejtet iiltettiink ki 100 mm-es
lemezekre. A kezeléseket kovetden felkapartuk a sejteket, majd DNS-t izoldltunk a Yao
¢s Cooper (1995) altal publikalt kézleményben talalhatd protokoll alapjan. Megfeleld
pufferben (0,5% Triton X-100, 5 mM EDTA, 5 mM Tris, pH 7,4) lizist végeztiink, majd
centrifugalassal (13500 rpm, 20 perc, 4°C) eltavolitottuk a sejttormeléket. Az igy kapott
feliiliszobol fenol/kloroformos extrakcioval tavolitottuk el a fehérjéket. A DNS-t 3M
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natrium-acetat és 96% etanol segitségével precipitaltuk (-20°C-on, éjszakan at), a sokat
70% etanollal tavolitottuk el, mig az RNS-szennyezdések lebontasat RNaz-emésztéssel
(Sigma-Aldrich) végeztiik (37°C, 2 o6ra). Az igy kapott DNS-mintakat 1,8%-0s,
etidium-bromidot tartalmaz6 agardz gélben futtattuk, majd a gélrél a Kodak 1S440 CF
géldokumentacios rendszerrel (New England Nuclear, Boston, MA, USA) készitettiink
képeket.

4. Western blot analizis

A Western blot vizsgalatokat a Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)
altalunk moddositott protokollja alapjan végeztiik. Mintanként 6x10° sejtet iltettiink ki
100 mm-es sejttenyésztd lemezekre, majd a kezelési id0 letelte utan felkapartuk a
sejteket. Ezutan lizist végeztiink protedz- és foszfatdz-gatlokat tartalmazo pufferben
(RIPA: 1% NP40, 0,5% Na-dezoxikolat, 0,1% SDS, 1x PBS; Sigma-Aldrich). A
kaszpaz-aktivacid vizsgalatata sordan egy specidlis puffert hasznaltunk a fehérje-
izolalashoz (Chaps cell extract buffer; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA).
Fehérje-izolalast kovetden 5 perces hddenaturaciot végeztiink, majd minden minta
esetén azonos fehérjemennyiséget hasznaltunk a 12 vagy 15%-0s gélben végzett SDS-
poliakrilamid-gélelektroforézishez. Az elektroforézist kovetden a fehérjéket a gélbol
PVDF membranra (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA) blottoltuk at, a
vizsgalni kivant fehérjék detektalasahoz indirekt modszert hasznaltunk. Ennek soran a
membranokat tejpor 5%-os oldataban inkubaltuk a nem specifikus kotohelyek
blokkoldsa végett; ezt kovette a vizsgdlni kivant fehérjére specifikus elsddleges
antitestben torténd inkubéacid 4°C-on, egy ¢éjszakan at; végil az elsddleges antitestet
felismerd, tormagyoOkér-peroxidazzal (HRP) konjugalt masodlagos antitestet
hasznaltunk (szobahdmérsékleten végzett, 2 o6ras inkubacio). A jelet a Kodak 1S440 CF
géldokumentacios rendszerrel detektaltuk.

Az anti-P-p38MAPK, anti-p38MAPK, anti-P-JNK, anti-JNK, anti-P-Akt, anti-P-
elF2a, anti-elF2a, anti-P-p53Serl5, anti-P-p53Ser46, anti-CHOP, anti-Bcl-2, anti-Bcl-
XL, anti-Bax, anti-kaszpaz-8, anti-hasitott kaszpaz-9, anti-hasitott kaszpaz-3 és anti-f3-
aktin antitesteket a Cell Signaling Technology-tol szereztiik be. Az anti-p53 és az anti-
ERK1/2 antitesteket a Santa Cruz Biotechnology-tol, az anti-aktin antitestet a Merck-

t6l, az anti-citokrom c antitestet a Sigma-Aldrich-t6l, mig az anti-PKR antitestet a BD
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Biosciences-t6l vasaroltuk. A HRP-konjugalt masodlagos anti-nyal és anti-egér
antitesteket a Cell Signaling Technology-tdl szereztiik be.

5. Citokrom c-felszabadulas vizsgalata

A mitokondriumok izolalasat a Frezza és mtsai (2007) altal publikalt protokoll
modositott verzidja alapjan végeztiik. Mintanként 6x10° sejtbdl indultunk ki, melyeket
100 mm-es lemezeken tenyésztettiink. Kezelést kovetden a sejteket a lemezrdl
felkapartuk €s centrifugalassal 6sszegytijtottiik, majd az tiledéket felszuszpendaltuk. Az
ehhez sziikséges puffer (0,1M Tris-MOPS, 0,1M EGTA/Tris, 1M szacharéz, pH 7,4;
Sigma-Aldrich) tartalmazta azokat a foszfataz- és proteaz-gatlokat, amiket a Western
blot analizist megel6z6 fehérje-izoldlds sordn hasznaltunk. A sejtszuszpenzidt
homogenizaltuk, majd 600g fordulatszamon centrifugaltuk. Az igy kapott felilaszot
ujra centrifugaltuk (7000g), majd az igy nyert posztmitokondrialis szupernatansbol
citoplazmatikus fehérjéket izolaltunk. Az iiledéket felszuszpendaltuk ¢és tjabb
centrifugalast (7000g) kovetden mitokondrium frakcioként haszndltuk. A centrifugalas
minden esetben 4°C-on, 10 percig tortént. A citoplazmatikus, illetve mitokondrialis

fehérjék izolalasat a korabban ismertetett modszerrel végeztiik.

6. Apoptotikus magmorfologia vizsgalata

Lyukanként 10° sejtet iiltettiink ki tiveg fedélemezekre, 6 lyuku tenyésztélemez
lyukaiba. A kiiiltetést megel6z6en a fedélemezeket poli-L-lizinnel vontuk be, hogy a
sejtek konnyen kitapadjanak rajuk. Masnap a mintak fele kis dozist (100 uM) SNP-
elokezelésen esett at, majd a kovetkezd napon, médiumcserét kovetden, a sejteket
széruméheztetésnek, illetve SNP-, ciszplatin-, tunikamicin- vagy anizomicin-kezelésnek
vetettiik ald. A kezelési i1d6 letelte utan a sejteket paraformaldehid 4%-os oldataval
fixaltuk (Sigma-Aldrich), majd a sejtmagi DNS-t fluoreszcens festékkel (Hoechst
33342, Sigma-Aldrich) festettiik. Lefedést kovetéen a preparatumokat fluoreszcencia

mikroszkopban (Olympus BX-61; Olympus Corporation, Tokio, Japan) vizsgaltuk,

s
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7. Immuncitokémia

Mintanként 5x10° sejtet iiltettlink ki miianyag fed6lemezekre (Nunc Thermanox,
Thermo Fisher Scientific Inc.), 96 lyuku lemez lyukaiba. A kezelési id6 letelte utan a
sejteket fixaltuk (4% paraformaldehid) és permeabilizaltuk (Triton X-100, Sigma-
Aldrich); a nem specifikus kotéhelyek blokkolasara tejpor vagy albumin (BSA, Sigma-
Aldrich) 5%-os oldatat hasznaltuk. Ezt kovetden a mintakat az els6dleges antitestet
tartalmazd oldatban inkubaltuk 4°C-on, egy ¢&jszakan at. A kovetkezO napon
fluoreszcensen jelolt masodlagos antitestekkel (NorthernLights 493 és 557; R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) végeztiink inkubaciot (4°C, 1 6ra); a sejtmagokat
Hoechst 33342 fluoreszcens festékkel tettiik lathatova. Az egyes 1épések kozott Triton
X-100-at tartalmazo pufferrel mostuk a mintakat. Lefedést kovetéen 1ézer scanning
konfokalis mikroszkoppal (Olympus FluoView 1000; Olympus Corporation, Tokid,

Japan) vizsgaltuk a keresett fehérjék lokalizacigjat.

8. TUNEL-analizis

A TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling)
modszer azon alapszik, hogy az apoptdzis soran a DNS darabolodéasa kovetkeztében
nagy mennyiségben keletkeznek a 3’-végiikon szabad OH-csoporttal rendelkez6 DNS-
fragmentumok. Ezekhez a szabad DNS-végekhez a terminalis-transzferaz nevii enzim
fluoreszcensen jeldlt nukleotidokat kapcsol, a reakcido végeredménye fluoreszcencia
vagy konfokalis mikroszkoppal detektalhatd. Mintanként 2x10* sejtet iiltettiink ki 96
lyuku sejttenyésztd lemez lyukaiba, mlianyag feddlemezekre. A kiiiltetést kovetd napon
napon a sejteket pro-apoptotikus hatasoknak tettiik ki (szérummegvonas, 400 uM SNP,
ciszplatin, tunikamicin, anizomicin). A kezelési id6 letelte utan a sejteket fixalassal és
permeabilizalassal (4% paraformaldehid, valamint Triton X-100) készitettik el6 a
tovabbi 1épésekre. A terminalis-transzferaz altal katalizalt reakcid és a DNS-festés
(Hoechst 33342) utan lefedtilk, majd 1ézer scanning konfokalis mikroszkoppal
(Olympus FluoView 1000) vizsgaltuk a mintakat.
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IV. Eredmények

1. A p143p53PC12 sejtvonal érzékenyebb a nagy dozisii SNP-kezelésre mint a vad
tipusu PC12 sejtek
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6. abra: PC12 és p143p53PCI2 sejtekben az ATP mennyiségének csokkenése (@)
emelkedd koncentrdcioju, illetve (b) névekvd idétartamu SNP-kezeléseket kdvetden. A
sejteket (a) az abran feltiintetett SNP-dozisokkal, illetve (b) az dbrdn lathaté ideig
kezeltiik, majd lumineszcencia-meérésen alapulé médszer segitségével meghataroztuk
benniik az ATP-mennyiséget, ebbdl kovetkeztetve az élé/metabolikusan aktiv sejtszamra.
*A kontrolltol szignifikansan kiilonbézo mintak. #4zok a p143p53PC12 mintak, melyek
szignifikansan kiilonbéznek az (a) ugyanolyan dozissal vagy (b) ugyanannyi ideig kezelt
vad tipusu PC12 mintaktol. (p<0,05)

A sejtek életképességének/viabilitasdnak vizsgalatira az Un. ATP-assay
modszert hasznaltuk, a kezeléseket kovetden a sejtekben mérhetd ATP-tartalombol

kovetkeztettiink az €16 sejtek szamara. A vizsgalt SNP-koncentraciok koziil a 100 uM
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¢s annal alacsonyabb do6zisok nem voltak citotoxikusak, azonban a 400 uM SNP-vel
torténd (72 ora iddtartamu) kezelés az ATP mennyiségét 10% korili értékre
csokkentette mindkét sejtvonalban; a tovabbi kisérletek soran ezt az SNP-koncentraciot
valasztottuk az apoptozis eldidézésére. A 20, 50, 100 és 200 uM SNP-vel végzett
kezelésekre a pl43pS3PCI12 sejtek érzékenyebben reagaltak, a két sejtvonal kozti
kiilonbség szignifikans volt. 400 ¢és 2000 pM SNP hatdsdra ez a szignifikancia
megsziint, mivel a sejtek tobbsége/mindegyike elpusztult (6.a dbra). A hosszan tartd
(18 és 24 6réas) 400 uM SNP-kezelésre a dominans gatlo p53 fehérjét expresszald sejtek

szignifikansan érzékenyebben reagaltak a vad tipusu sejteknél (6.5 dbra).
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2. Dominins negativ p53 fehérjét expresszalo sejtekben az SNP-kezelés
fokozottabb stressz kinaz-aktivaciét valt ki
a
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7. abra: Stressz-kindz- és CHOP-aktivacio vizsgalata vad tipusu és domindns gatlo p53
fehérjét expresszalo PCI2 sejtekben. A sejteket (@, €) 8 vagy 18 ords, az abran feltiintetett
SNP-koncentraciokkal végzett kezeléseknek vetettiik ald, vagy (b, d) 400 uM SNP-vel
kezeltiik az abran lathato ideig. Ezt kovetden a sejtekbdl fehérjét izolaltunk, majd Western
blot analizist végeztiink anti-P-p38MAPK, anti-p38MAPK, anti-P-JNK, anti-JNK és anti-
CHOP antitestek segitségével. Az ERK1/2 fehérjéket mennyiségi kontrollként hasznaltuk.
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Apoptozist eldidézo, illetve a sejtet ért stressz hatasok kovetkeztében gyakran
megfigyelhetd a stressz kinazok, vagyis a p38MAPK ¢és a JNK fehérjék foszforilacio
révén megvalosulo aktivacidja (lasd Bevezetés). 18 oras, 400 uM SNP-vel torténd
kezelés mindkét vizsgalt sejtvonalban p38MAPK- és JNK-foszforilacidt idézett eld,
azonban a pl43p53PC12 sejtvonalban joval erdteljesebb volt mindkét stressz kindz
aktivacioja (7.a dabra). Emellett az is szembetind volt, hogy PC12 sejtekben a
p38MAPK ¢és a JNK fehérjék foszforilacidja 8 oras SNP-kezelést kovetden volt a
leginkdbb kifejezett, majd fokozatosan lecsengett. Ezzel szemben a mutans p53
fehérjével rendelkez6 sejtvonalban mindkét stressz kinaz aktivacidja tartosnak bizonyult
(7.b abra).

A CHOP fehérje egy transzkripcids faktor, mely szamos stressz hatas (tobbek
kozott az ER stressz) kovetkeztében aktivalodhat, eldsegitve az apoptozis
végrehajtasaban szerepet jatszo fehérjéket (példaul Bim, DR5) kodold gének atirasat
(Donnelly és mtsai, 2013). A CHOP indukcidja mindkét sejtvonalban 200 uM SNP
hatasara volt a leger6teljesebb (7.c dbra), annak ellenére, hogy a 400 uM koncentracio
joval toxikusabbnak bizonyult ennél a doézisnal. Hasonldéan a stressz kindzok
aktivaciojahoz, a CHOP fehérje mennyiségének novekedése is kifejezettebb és

tartosabb volt a p143p53PC12 sejtvonalban (7.d dbra).
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3. A pl143p53PC12 sejtvonal fokozott PKR-hasitassal és elF2a-foszforilaciéval
reagal a 400 pM SNP-kezelésre
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8. abra: SNP-kezelést kévetd PKR-hasitads és elF2o-foszforildcio vizsgalata PC12 és
p143p53PC12 sejtekben. A sejteket (a) az abran feltiintetett koncentrdciokkal, illetve (b)
az dbradn jelzett ideig kezeltiik SNP-vel. Ezutdn dsszfehérjét izolaltunk a mintakbdl, majd
Western blot analizis segitségével vizsgaltuk a hasitott PKR, valamint a foszforilalt/nem
foszforilalt elF2a fehérjék mennyiségét anti-PKR, anti-P-elF2a és anti-elF2a antitestek

felhasznalasaval.

Virusfertdzés és mas hatdsok (NO, oxidativ és ER stressz, valamint citokinek és
novekedési faktorok) a protein kinaz R (PKR) aktivaciojat eredményezhetik (Donnelly
és mtsai, 2013), melynek soran a PKR fehérje kaszpazok altal végzett proteolitikus
hasitason megy at. Az aktiv PKR szerin/treonin-specifikus kinazként mikodve
foszforilalhatja célfehérjéit, tobbek kdzott az eukaridta inicidcids faktor 2 a-alegységét
(elF2a). Az elF20 foszforilacidjat mas kinazok, tobbek kozott az ER  stressz
kovetkeztében aktivalodo PERK (PKR-like ER kinase), is végezhetik, azonban a
kovetkezmény ezekben az esetekben is a transzlacio (iniciaciojanak) gatlasa (Donnelly

és mtsai, 2013). Az elF2 egy heterotrimer G-fehérje, ami egy un. pre-iniciacios
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komplexet hoz 1étre a riboszéma kis alegységével €s mas inicidcios faktorokkal, igy
segitve az els0 aminoacil-tRNS kotddését az mRNS-en 1€évé inicidcios kodonhoz. Az
elF2a foszforilalt allapotban nem keriil Ujra aktiv, azaz GTP-ko6t6 formaba, igy gatolja a
fehérjeszintézist (Donnelly és mtsai, 2013). Osszességében, a PKR-hasitas és az elF20-
foszforilacié hozzajarulnak a sejt apoptdzissal torténd elpusztuldsdhoz (Donnelly és
mtsai, 2013; Hiramatsu és mtsai, 2015; Joshi és mtsai, 2013; Marchal és mtsai, 2014;
Pap és Szeberényi, 2008; Saelens és mtsai, 2001).

Az SNP nagy doézisban (200 ¢és 400 uM) torténd alkalmazdsa mindkét
sejtvonalban PKR-hasitast eredményezett. A 400 uM SNP altal kivaltott PKR-aktivacio
8 oras kezelést kovetden volt a legkifejezettebb, hosszan tartd kezelések (18 és 24 ora)
esetén kevésbé volt erdteljes. Az elF2a foszforilacigja 400 pM SNP-vel torténd 18 oras
kezelést kdvetden volt a legerételjesebb; mig a PKR-hasitas tekintetében nem tudtunk
megfigyelni jelentds kiillonbséget a két sejtvonal kozott, az elF2a foszforilacigja joval
kifejezettebb volt p143p53PC12 sejtekben. Tovabbi jelentds kiillonbség a vad tipusu és a
mutans p53 fehérjéket expresszald sejtek kozott, hogy utdbbiakban volt csak
megfigyelhetd a tartos, a kezelés iddtartamanak novelésével egyre erdteljesebbé valo

elF2a-foszforilacio (8.a és b dabrdk).
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4. 400 uM SNP erételjes p53-foszforilaciét és -indukciét valt ki p143p53PC12
sejtekben
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9. abra: A p53 fehérje SNP-kezelés hatdsara bekévetkezd foszforilaciojanak és
mennyiségi valtozasainak vizsgalata PCI12 és p143p53PC12 sejtekben. A sejtekbol
fehérjét izolaltunk () kiilonféle dozisokkal végzett és (b, C) kiilonbozd idétartamu SNP-
kezeléseket kovetéen, majd Western blot vizsgalatot végeztiink. A p53 fehérje foszforilalt
formdinak kimutatasara anti-P-p53Ser15 és anti-P-p53Ser46, mig a p53 fehérje
mennyiségenek detektdldsara anti-p53 antitestet hasznaltunk.
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A sejtet ér0 stressz hatasok aktivalhatjdk a p53 fehérjét, mely ezt kdvetden
részben a sejtmagban (transzkripcios faktorként mikddve), részben pedig a
citoplazmaban fejti ki hatasat. A p53 fehérje szdmos feladatot ellat a sejt ¢életében,
aktivitdsa szabalyozhatd poszttranszlacidos modositasok ¢és fehérje-fehérje kapcsolatok
a 46. poziciokban, melyek foszforildcidja gyakran megfigyelheté apoptodzist kivaltd
hatasok kovetkeztében. A Ser-15 foszforilacioja a p53 fehérje stabilizalodasat
eredményezi az Mdm2 fehérje levalasztasa vagy a nukledris export gatlasa révén
(Schneiderhan és mtsai, 2003; Seong és Ha, 2012), mig a Ser-46 aminosavon
foszforilalt p53 fehérje képes kivaltani kiilonféle pro-apoptotikus gének indukciojat
(Puca és mtsai, 2010). 200 és 400 uM SNP-vel torténd kezelés mindkét sejtvonalban a
p53 fehérje foszforilaciojat eredményezte, mindkét emlitett szerin oldallancon. A p53-
foszforilacié pl143pS3PC12 sejtekben kordbban kezddédott, erdteljesebb és tartdsabb
volt, mint vad tipust PC12 sejtekben (9.a, b és ¢ dbrdk).

Normadl sejtekben a p53 fehérje nagyon kis mennyiségben van jelen, a sejtet érd
stressz hatdsok azonban (tobbek kozott poszttranszlacios modositasok révén) erdteljesen
megemelik a p53-szintet (Schneiderhan és mtsai, 2003). A p53 fehérje mennyiségének
megnovekedését hosszan tartd (18 és 24 oras), 400 uM SNP-vel végzett kezelés utan
tudtuk megfigyelni, e tekintetben nem volt jelentds kiilonbség a két sejtvonal kozott (9.a

és b abrdk).
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5. Toxikus dozisii SNP-kezelés kovetkeztében csokken a Bcl-2 fehérje mennyisége
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10. abra: A Bcl-2 fehérje mennyiségének SNP-indukalta csékkenése vad tipusii és
dominans gatlo p53 fehérjét expresszalo PCI2 sejtekben. () 5, 50, 100, 200 és 400 uM
SNP-vel végzett 18 éras, valamint (b) 400 uM SNP-vel torténd 2, 4, 8, 18 és 24 oras
kezeléseket kovetben a sejtekbdl dsszfehérjét izolaltunk. A Western blot analizist anti-Bcl-
2 antitest segitsegével végeztiik.

A Bcl-2 fehérje-csalad névado tagja az egyik legismertebb anti-apoptotikus
hatasu fehérje (Siddiqui és mtsai, 2015), mennyiségének csokkenése a programozott
sejthalal folyamata soran megfigyelhetd jelenség. Nagy koncentracidjii és hosszan tartd
SNP-kezelés mindkét sejtvonalban jelentdsen redukalta a Bcl-2 fehérje mennyiségét; a
mutans p53 fehérjét expresszald sejtekben ez a jelenség azonban mar rovidebb

idotartamti SNP-kezelést kdvetden is detektalhato volt (10.a és b dbrdk).
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6. A p143p53PC12 sejtvonalban fokozottabb a 400 pM SNP hatisara bekovetkezo
citokrom c-felszabadulas és kaszpaz-aktivacio

a
0 153045 60120 0 15 30 45 60 120 perc, 400 uM SNP
mitokondrium
w. .* - frakcid
Citokrom ¢
- - -
Bel-xL Q ‘iiib g posztmitokondrialis
n— : feliilaszo
BC]-2 --.m - . -
Aktin D s e AR e N G W e v
PCI12 pl43p53PC12
b 0 5 50_100200400 0 5 50 100200400 uM SNP, 8 6ra
Hasitott et REETIEN
kaszpaz-9 . e 17kDa
Hasitott
kaszpaz-3
ERK12 s s ol
PCI12 p143p53PC12
C
2 0 2 4 8 1824 0 2 4 8 18 24 Ora, 400 uM SNP
Hasitott -— — e — D - «— 38kDa
kaszpaz-9 . - i T - - “— 17kDa
Hasitott -~ [—
kaszpaz-3
ERKI2 SREREREs - = @ 8 o o o o

PCI2 p143p53PC12

11. abra: SNP-kezelést kovetd citokrom c-felszabadulas és kaszpaz-aktivacio vizsgalata
PC12 és pl43p53PC12 sejtekben. (a) Eltérd idétartamii SNP-kezeléseket kovetden a
sejtekbol izolalt mitokondrium frakciobol és a visszamarado posztmitokondrialis
feliiluszobol feherjet izolaltunk, majd Western blot segitségével detektaltuk a citokrom c,
a Bcl-2 és a Bel-xL fehérjék mennyiségét (anti-citokrom c, anti-Bcl-2 és anti-Bel-xL
antitestek felhasznadldsaval). (b, C) Az eltérd koncentracioju, illetve idétartamu SNP-
kezelések vegeztével a sejtekbdl izolalt feherjékkel Western blot vizsgalatot végeztiink. A
mintakban hasitott kaszpdz-9 és hasitott kaszpaz-3 elleni antitestekkel vizsgaltuk a
kaszpaz-9 és -3 feherjék aktiviciojanak mértéket.

Az apoptozis intrinsic Utjanak aktivacidja soran olyan fehérjék szabadulnak fel a
mitokondrium intermembran terébdl, melyek fontos szerepet toltenek be a sejtpusztulas
folyamatdban. Az egyik ilyen fehérje a citokrom c, melynek a citoplazmaba torténd

kijutdsa sziikséges az apoptoszoma kialakuldsdhoz, illetve ezt kdvetden az iniciator

crer
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a kaszpazok inaktiv formdban vannak jelen a sejtben, hasitassal torténd aktivacidjukat
pro-apoptotikus hatasok wvaltjak ki (Wiirstle és mtsai, 2012). A pl43p53PC12
sejtvonalban korabban detektalhatdo és erdteljesebb volt a citokrom c-felszabadulas,
mint PC12 sejtekben (/1.a dbra). Az anti-apoptotikus Bcl-2 és Bcel-xL fehérjék esetén
mennyiségi kiilonbség volt megfigyelheté a két sejtvonal kozott; mindkét fehérje
alacsonyabb koncentraciéban volt kimutathatd a mutans p53 fehérjével rendelkez6
sejtekben (11.a abra). Apoptozist kivaltd hatasok kovetkeztében a kaszpaz-9 fehérjének
két hasitott formdja is 1étrejon, a 38 kDa nagysagu forma tartalmaz egy Un. prodomént,
ami a 17 kDa-os termékbdl mar hianyzik. Az SNP nagy koncentracioban (200 és 400
uM) torténd alkalmazasakor a kaszpaz-9 hasitott alakja megjelent PC12 sejtekben; a
pl43p53PC12 sejtvonalban kisebb SNP-do6zisok is kaszpaz-9-aktivaciot valtottak Ki. A
kaszpaz-3 hasitott formdajanak megjelenése csak toxikus SNP-dozis (400 pM)
alkalmazasat kovetéen volt megfigyelhetd (/1.b dbra). A kaszpaz-9 és -3 fehérjék
hasitasa mindkét sejtvonalban 8 6ras, 400 pM SNP-vel végzett kezelést kovetden volt a
legerételjesebb, azonban pl143p53PC12 sejtekben mindkét kaszpaz aktivacioja
fokozottabb és tartosabb volt (11.c dbra).
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7. 400 pnM SNP-kezelést kiovetéen nem figyelheté meg a p53 fehérje sejtmagba
torténé transzlokacioja

12. abra: A p53 fehérje (zold) lokalizdacidjanak és a citokrém c (piros) felszabaduldsdanak
vizsgadlata 2 ords SNP-kezelést kovetéen, (1a-h) vad tipusu PC12 és (2a-h) p143p53PC12
sejtekben. A kezeletlen (a-d) és a 400 uM SNP-vel 2 ordig kezelt (e-h) sejteket fixaltuk,
permeabilizaltuk, majd a kivant elsddleges és masodlagos antitestekkel inkubaltuk. A
mintakrol lézer scanning konfokdlis mikroszkoppal készitettiink fotokat. Az abran (a, €)
Hoechst 33342 fluoreszcens festékkel festett sejtmagok, valamint (b, f) a p53 és (c, g) a
citokrom c fehérjék sejten beliili elhelyezkedése lathato. (d, h) Az el6z6 harom kép
egymasra vetitésébol keletkezett felvétel. Az abrak bal felsé sarkaban lathato skala hossza
10 um.

A p53 fehérje 400 uM SNP-kezelést kovetd intracelluldris elhelyezkedését
immuncitokémia segitségével vizsgaltuk. Annak ellenére, hogy 400 uM SNP-vel
torténd 2 ords kezelés utdn mar kimutathatdé a pS53 fehérje foszforilacioja (9.6 és ¢

abrdk), valamint a citokrom ¢ mitokondriumbol torténd felszabadulasa (/1.a dabra), a
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mikroszkopos felvételeken nem volt megfigyelhetd a p53 fehérje sejtmagi
transzlokacidja 2 (/2. dbra) vagy 8 oOras kezelés utan; e tekintetben a két vizsgalt

sejtvonal nem mutatott kiilonbséget.

8. Kis dézisu SNP-elékezeléssel csokkentheté a 400 uM SNP-kezelés apoptotikus
hatasa PC12 sejtekben

- - + - 100 uM SNP-eldkezelés (24 6ra)
- - - + 0.5 mM dbcGMP-eldkezelés (24 ora)
- + + + 400 uM SNP-kezelés(24 ora)

o — P38
-
MAPK

S e P-Akt

1 2 3 4  Mintak

13. d@bra: 400 uM SNP pro-apoptotikus hatasanak részleges kivédése 100 uM SNP- és
dbcGMP-eldkezelésekkel. PC12 sejteket 400 uM SNP-vel kezeltiink, a kezelést a mintdk
egy részében 100 uM SNP- vagy 0,5 mM dbcGMP-eldkezelés elézte meg. (a) DNS-
izolaldst kovetd agaroz gélelektroforézissel és etidium-bromid festéssel vizsgaltuk az
internukleoszomalis DNS-fragmentdcio mértékét. (4 kontrollban lathato vastag csik RNS-
szennyezddésre utal.) (b) Fehérje-izoldlast kovetéen Western blottal hataroztuk meg a
stressz kindz-aktivdcio és az Akt-foszforildacio mértékét (anti-P-p38MAPK, anti-P-JNK és
anti-P-Akt antitestek segitségével).

A programozott sejthalal folyamatanak egyik jellegzetessége a sejtmagi DNS

internukleoszomalis fragmentacioja, melyet kaszpazok altal aktivalt DNaz molekulak
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(CAD) hajtanak végre (Mcllroy és mtsai, 1999). 400 uM SNP-vel torténd 24 oras
kezelés DNS-fragmentaciot okozott PC12 sejtekben (13.a dbra, 2. minta). Az SNP-
indukalta DNS-fragmentéaciéo mértéke csokkenthetd volt 24 oréan at tarto, kis dozisua (100
uM) SNP- vagy 0,5 mM dbcGMP-elékezeléssel (3. és 4. mintdk). (100 uM SNP nem
citotoxikus PC12 sejtekben.)

Stressz kinazok (JNK és p38MAPK) tartos aktivacioja a sejt apoptozissal torténd
elpusztulasat eredményezheti (Azijli €s mtsai, 2013). 24 oran keresztiil tartd6 400 uM
SNP-kezelést kovetden erdteljes JNK- ¢és p38MAPK-foszforilacio volt detektalhato
PC12 sejtekben (13.5 dabra, 2. minta). Mindkét stressz kindz foszforilaciojanak mértékét
csokkentette a 100 uM SNP-, illetve a 0,5 mM dbcGMP-el6kezelés (3. és 4. mintdk).

Az Akt fehérje aktiv, foszforilalt allapotdban eldsegiti a sejtek tulélését és

crer

foszforilaciot, ilyen hatas a 400 uM SNP is (13.6 dbra, 2. minta). 100 uM SNP- vagy
0,5 mM dbcGMP-¢cl6kezeléssel az Akt-foszforilacid csokkenése kevésbé jelentés PC12
sejtekben (3. és 4. mintdk).
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9. A 100 nM SNP-elékezelés mérsékli a széruméheztetés, ciszplatin-, tunikamicin-
és anizomicin-kezelések altal kivaltott internukleoszomalis DNS-fragmentaciot
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14. abra: Toxikus kezelések pro-apoptotikus hatasanak mérséklése kis dozisu SNP-
elékezeléssel PC12 sejtekben. A sejtek novekedési faktor-megvondson, valamint
ciszplatin-, anizomicin- vagy tunikamicin-kezelésen mentek dt, amit a mintak felében 100
uM SNP-vel végzett elokezelés elozott meg. A kezelések altal elGidézett DNS-
fragmentacio mértekét agaroz gélben végzett elektroforézist és etidium-bromid festést
kovetden detektaltuk.

Széruméheztetés soran a novekedési faktorok megvondsa miatt a sejtek a
sejtciklus Gy fazisaba keriilnek; amennyiben a szérummegvonas huzamosabb ideig
fennall, a sejtek apoptozissal elpusztulnak (Arthur és mtsai, 2006; Ferriere és mtsai,
2013; Pap és Szeberényi, 2008). A ciszplatin kemoterapidban alkalmazott vegyiilet,
mely a purin bazisokhoz kétddve keresztkotéseket hoz l1étre a DNS két lanca kozott,
ezaltal a tumor sejtek elpusztulasat eredményezve (Dasari és Tchounwou, 2014; Siddik,
2003). A tunikamicin nevii antibiotikum az N-kotésti glikozilaciot gatolja, igy ER
stresszt okoz (Balogh és mtsai, 2014; Price és Tsvetanova, 2007), mig az anizomicin a
transzlacid gatlasa révén eredményez apoptdzist (Chatfield és Eastman, 2004; Tordcsik
és Szeberényi, 2000). A felsorolt kezelések mindegyike pro-apoptotikus hatasu, tehat
internukleoszémalis DNS-fragmentaciot okoz PC12 sejtekben (14. abra, 2., 4., 6., 8. és
10. mintak). 100 uM SNP-elékezeléssel kivédheto volt a széruméheztetéssel, valamint a

ciszplatin- ¢és tunikamicin-kezelésekkel kivaltott DNS-fragmentacio (3., 5., és 7.
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mintak); azonban az anizomicin-kezeléssel kivaltott DNS-darabolodas mértékét csak

kevéssé csokkentette az SNP-elokezelés (9. és 11. mintak).

10. 100 pM SNP-elékezelés csokkenti egyes kezelések pro-apoptotikus hatasat
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crer

PC12 sejtekben, fluoreszcens DNS-festést kovetden. Apoptozist kivalto kezeléseket
megeldzoen a mintak feleben a sejtek 100 uM SNP-elékezelést kaptak. Ezt kévetoen a

sejteket fixaltuk és permeabilizdltuk, majd a sejtmagok fluoreszcens festését kovetden (a)

apoptozisra jellemzé morfoldgidju, illetve (D) hasitott DNS-molekuldkat tartalmazo
sejtmagokat kerestiink fluoreszcencia/konfokalis mikroszkop segitségével. *4 kontrolitol
szignifikansan kiilonbozo mintak. #Azok a mintak, melyek szignifikansan kiilonbéznek az

elokezelésen at nem esett mintaktol. (p<0,05)
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PC12 sejteket 400 uM SNP-vel kezelve a sejtek tobbsége apoptozissal elpusztult
(Bator és mtsai, 2012, 2013; Varga és mtsai, 2014, 2016); ezt tiikkr6zi az is, hogy a nagy
dozisi SNP-kezelésen atment mintakban nagy szamban voltak jelen apoptotikus
magmorfoldgidju (er6sen kondenzalt ¢és fragmentalodott kromatin-alloméannyal
rendelkezd) és sok helyen hasitott DNS-t tartalmazo sejtek. Az emlitett elvaltozasok
mértéke csokkenthetd volt 100 puM SNP clékezeléssel (15.a és b dabrdak).
Hasonloképpen, a 100 uM SNP-clokezelés csokkentette a széruméheztetéssel ¢€s
ciszplatin-kezeléssel kivaltott kromatin-kondenzacié és DNS-fragmentacio mértékét,
mig tunikamicin-kezelés esetén nem volt jelentds kiilonbség az eldkezelt/nem elkezelt
mintak kozott. Azonban az SNP-el6kezelést kovetben végzett anizomicin-kezelés utan

crer

mint az el6kezelés nélkiili mintakban (15.a és b abrdk).
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11. A Kkis dozisi SNP-el6kezelés mérsékelheti a kiilonféle, apoptézist okozo

e

kezelések altal eléidézett fehérje-foszforilaciot és kaszpaz-aktivaciot

>
a » & > )
& o - b-é D §
\% o kY QY & P
\C & > b ) W
N W Q Q> S \
— &V \Y oy Q> Q>
S & &> & O X
N & & & & S
& & g & & &
¢ _® o < < ol ¥
P038 2 @ + 5 + & ks 3 - 5 - - + 100 uM SNP-
g 4 - e B o @ o o s == clokezelés
MAPK (24 éra)

P-JNK .. - & s - = -—
PKR b s i S = gy e Gl - . ) - hasitott

PKR

PclF2a % # o o0 sv o = o @DE » =
SHEEER o e [ W
N B
CHOP | W T as - - -

Bel-2 WD s - e P e we - a w
Bel-xL *h % @D o o @D @ID “= o a5 o - -

R ]

B-aklin " - ——— - W .- . . .-

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 Mintak
D
b e $
& X <& )
QT SR P AR
{™ & 2 N & \
& .4 O Q> &>
> o o & S & ™
> > & A & & &
& N & R S & &
*9 hQ %‘v C\“’ N Yg Y’Q
- -+ -+ -+ - 4+ - 4+ - 4+ 100 uM SNP-

) . . clokezelés

- - ---‘_3ka&

Hasitott
kaszpaz-9 . & - S0 : W «— 17kDa
Hasitott d €< 19kDa
kaszpaz-3 - - - - W s <— 17 kDa
[-aktin - D D D D > e G WS W . -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 Mintak

16. d@bra: Fehérje-aktivacio és kaszpdz-hasitas vizsgalata 100 uM SNP-
elékezelés/citotoxikus kezelés kombindciokat kévetden. PC12 sejteket széruméheztetésnek
vagy pro-apoptotikus hatasu kezeléseknek (SNP, ciszplatin, tunikamicin, anizomicin)
tettiink ki, az esetek felében nem toxikus dozisu SNP-eldkezeléssel kombindlva. A kezelési
idd leteltét kovetden az izolalt fehérjékkel Western blot vizsgalatot végeztiink () fehérje-
foszforilacios és mennyiségi valtozasok és (b) kaszpdz-aktivdcio meghatdrozdsa céljabdl,
az dabran feltiintetett fehérjékre specifikus antitestek segitségével. A f-aktin fehérjét téltési
kontrollként hasznaltuk.
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400 uM SNP-vel torténd kezelés kovetkeztében szamos olyan fehérje
aktivacioja megfigyelhetd, melyek az apoptozis folyamataban fontos szerepet toltenek
be, ilyenek a stressz kindzok, a PKR, az elF2a, a p53, a CHOP ¢és a kaszpaz fehérjék;
emellett megfigyelheté az anti-apoptotikus Bcl-2 és Bcel-xL fehérjék mennyiségének
csokkenése is, szintén hozzajarulva a sejtpusztulashoz (Varga és mtsai, 2014). 100 uM
SNP-eldkezelés mérsékelte a fent emlitett fehérje-aktivacios valtozasok mértékét, illetve
gatolta a Bcl-2 és Bcel-xL fehérjék mennyiségének csokkenését (16.a és b abrak, 2. és 3.
mintdk). Egyetlen kivételként a CHOP transzkripcidos faktor emlithetd, melynek
indukcigjat fokozta az elékezelés. Hasonloképpen, a széruméheztetéssel €s ciszplatin-
vagy tunikamicin-kezelésekkel kivaltott p38MAPK- és elF2a-foszforilacio, valamint
elokezeléssel (4., 6. és 8. mintdkat dsszehasonlitva az 5., 7. és 9. mintdkkal). Ezzel
szemben a ciszplatin-indukalta p53-foszforilacié erésségét nem csokkentette az
elokezelés (6. és 7. mintak); tovabba a kezelés/elokezelés kombinaciok nem valtoztattak
még érdemben a pro-apoptotikus Bax és az anti-apoptotikus Bcl-2/Bcl-xL fehérjék
mennyiségét (lasd 4-13. mintdk) (kivéve a korabban emlitett 400 uM SNP-vel térténd
kezelést). A tobbi hatassal ellentétben az eldkezeléssel kombindlt anizomicin-kezelés
fokozta a JNK ¢és a p53 fehérjék foszforilacidjat, megemelte a pS3 és a CHOP fehérjék

mennyiségét, valamint fokozta a kaszpaz-aktivaciot is (10-13. mintdk).
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12. 100 pM SNP-elékezelés csokkenti a sejttenyészté médiumban talalhato
TRAIL-molekulak mennyiségét

- -+ 100 uMSNP-

elékezelés (24 ora)

PC12 sejtek
médiuma

<— 34 kDa

—
=
=
&

17. abra: TRAIL kimutatisa PC12 sejtek médiumabol, SNP-kezelést kovetden. 400 uM
SNP-kezelés utan, 100 uM SNP-eldkezelést kévetoen vagy annak hianyaban eltavolitottuk
a sejtek szovettenyésztd folyadékat, melybdl anti-TRAIL antitest segitségével végzett
Western blot analizissel mutattuk ki a TRAIL fehérjét.

A nagy koncentracioval torténd SNP-kezelés az intrinsic Ut aktivalasaval valt ki
apoptozist az érintett sejtekben (Hirst és Robson, 2010); a sejthalal a reaktiv nitrogén
szarmazékok (peroxinitrit) fokozott képzddésének, a DNS karosodasanak €s a nitrozativ
stressznek a kovetkezménye (Kavdia, 2011; Lin és mtsai, 2000; Liu és Martin, 2001).
400 uM SNP azonban a jellemzden az intrinsic apoptozis jelatvitelben szerepet jatszo
kaszpaz-9 mellett a foként az extrinsic uton aktivalodd kaszpaz-8 aktivacidjat is
eléidézte (16.b abra). Ez utdbbi jelpalyat olyan ligandok aktivaljak, melyek hatasukat
sejtfelszini receptorokhoz kotddve fejtik ki (lasd Bevezetés). A TRAIL egy
membranfehérje, mely sejtfelszini receptoraihoz (TRAIL-R1/DR4, TRAIL-R2/DR5)
kotddve képes beinditani az apoptozis extrinsic utjat, illetve a Bid fehérje hasitasa révén
az intrinsic apoptozis jelatvitelt is aktivalhatja (Mohr és mtsai, 2015); emellett jelen
lehet a sejtekrdl lefiiz6d6 exoszomakban/mikrovezikuldkban is (Rivoltini és mitsai,
2016).

PC12 sejtek szovettenyésztd folyadékaban 400 uM SNP hatdsara megndtt a
TRAIL fehérje 34 kDa molekulatomegii formdjanak mennyisége; a nagy dézisi SNP-
kezelést 100 uM SNP-eldkezeléssel kombinalva ez a jelenség nem volt megfigyelhetd

(17. abra).
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V. Megbeszélés

1. Nitrozativ stressz

A NO egy rovid fél-¢letidejli, gaz halmazallapotu neurotranszmitter (Kang és
mtsai, 2004), mely szamos fiziologias és patologias folyamatban is fontos szerepet tolt
be. A NO ¢és az 4altala aktivalt cGMP/PKG-jelatviteli ut kozremiikodik a
vazodilatacidban és ezaltal a vérnyomas csokkentésében (Kang és mtsai, 2004), a
sejtosztodasban (Pilz és Casteel, 2003), a thrombocyta-aggregacioban (Martinez-Ruiz
¢s mtsai, 2011), valamint kardioprotektiv szereppel bir (Penna és mtsai, 2014). A NO
kis koncentracioban elGsegitheti a sejttalélést a kaszpazok S-nitrozilacidja, a bcl-2 gén
expresszidjanak és a CREB fehérje foszforilacidjanak fokozasa, valamint a
foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K)/Akt-tt aktivacidja révén (Kang és mtsai, 2004; Leon
¢s mtsai, 2008; Pilz és Casteel, 2003). A NO fizioldgias feladatai kozé tartozik az
idegrendszerben a szinapszisok mitkkodésének szabalyozasa, illetve a tanulas/memoria
folyamatainak elésegitése (CREB altal szabalyozott gének expresszidjanak fokozasa
révén) (Bradley és Steinert, 2016; Nakamura és mtsai, 2015).

A NO nagy mennyiségben citotoxikus (Leon és mtsai, 2008; Thomas és mtsai,
2008); sejt-karosito hatasat azonban nem kozvetleniil fejti ki. Szabadgyokokkel (példaul
szuperoxiddal) reagalva reaktiv nitrogén szdrmazékok (példaul peroxinitrit) képzddnek
beldle (Leon €és mtsai, 2008; Martinez-Ruiz €és mtsai, 2011; Mocellin és mtsai, 2007).
Amennyiben a kiilonféle reaktiv oxigén és nitrogén szarmazékok (az angol kifejezések
roviditése ROS, illetve RNS) szintje jelentésen megemelkedik, a sejtben
oxidativ/nitrozativ stressz alakul ki. A reaktiv oxigén ¢€s nitrogén szarmazékok két
csoportba oszthatoak. Az un. elsédleges ROS/RNS-molekulak (példaul NO, szuperoxid,
hidrogén-peroxid) kevéssé¢ karosak, fiziologids szerepiik az intracelluldris jelatvitel
szabalyozasa. Ezzel szemben a masodlagos ROS/RNS-molekuldk tobbféle szabadgyok
egylittes jelenléte esetén képzddnek, képesek makromolekuldkat karositani,
oxidativ/nitrozativ stresszt kivaltani; ilyen vegyiiletek példaul a peroxinitrit és a
hidroxil-szabadgyok (Weidinger és Kozlov, 2015). A NO szuperoxiddal torténd
reakcidjanak eredményeképpen peroxinitrit képzddik, mely oxidéacié illetve nitracid
révén karosithatja a lipideket, fehérjéket és a DNS-t is (Pacher és mtsai, 2007; Szabo és

mtsai, 2007). A peroxinitrit lipid-peroxidaciét okoz, valamint a fehérjék tirozin
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inaktivalva az érintett fehérjéket (Pacher és mtsai, 2007; Weidinger és Kozlov, 2015). A
peroxinitrit a sejtben szdmos fehérjéhez kapcsoldodhat, példaként emlithetéek az
atmenetifémeket tartalmazd proteinek (hemoglobin, mioglobin, citokrom c, NOS-
izoformak) (Pacher és mtsai, 2007; Szab6 és mtsai, 2007). A peroxinitrit a 1égzési lanc
tagjait irreverzibilisen képes karositani (Kang €s mtsai, 2004; Martinez-Ruiz és mtsai,
2011). Ismert a peroxinitrit DNS-Karosité hatasa is: mind a bazisokat (elsésorban a
guanint), mind a cukor-foszfat gerincet karosithatja, egyes lanci DNS-toréseket
okozhat, inaktivalhatja a DNS-repair-ben kozremiikodé enzimeket valamint a p53
fehérjét (Burney és mtsai, 1999; Pacher és mtsai, 2007; Szabo és mtsai, 2007).

A sejtben képz6do NO hatasat nemcsak szabadgyokok 1étrehozasa révén, hanem
fehérjékhez kovalensen kotddve is kifejtheti. E poszttranszlacios fehérje-modositasnak
két f6 tipusa ismert. Az egyik a tirozin aminosav(ak) irreverzibilis nitracidja (vagy mas
néven 3-nitrotirozindcid), mely altaldban peroxinitrit kozvetitésével valosul meg és
karos hatast (lasd az el6z6 bekezdésben). A masik az S-nitrozilacid, melynek soran a
NO reverzibilisen kapcsolodik az érintett fehérjében talalhato cisztein aminosav(ak)hoz.
Ennek kovetkezményeképpen megvaltozhat a fehérje aktivitasa, lokalizacidja és mas
fehérjékkel vald kolcsonhatdsa is; 1000-nél tobb olyan fehérje ismert emlds sejtekben,
melyek S-nitrozilacid célpontjai lehetnek (Benhar, 2015; Bradley és Steinert, 2016;
Halloran és mtsai, 2013; Nakamura és mtsai, 2015; Nakamura és Lipton, 2016; Penna
és mtsai, 2014). A kaszpazok aktiv centrumaban talalhatd cisztein aminosav S-
nitrozilacioja gatlo hatast, ezaltal eldsegitve a sejttulélést, mig a kaszpazokat gatld
XIAP fehérjét érinté S-nitrozilacid a XIAP gatlasa révén apoptozist valt ki; az utobbi
kimutathatd szdmos betegségben (Alzheimer-kor, Parkinson-koér, Huntington-kor).
Szintén sejtpusztulast okoz a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) S-
nitrozilacidja (Nakamura és mtsai, 2015). Az Akt fehérje S-nitrozilacidja gatolja a
sejtek tulélését, mig a PTEN fehérje S-nitrozilacioja segiti azt (Penna és mtsai, 2014).
Alacsony NO-szint esetén az S-nitrozilacionak fizioldgias szabalyozé szerepe van; ezzel
szemben a NO-koncentraci6 megnovekedése miatt kialakuldo nitrozativ —stressz
abnormalis S-nitrozilacio €s nitracid révén gyakran karos hatast a sejtre nézve, ezaltal
hozzajarulhat neurodegenerativ betegségek kialakulasahoz (Bradley és Steinert, 2016).

Tartos és fokozott NO-termelés kdvetkeztében olyan fehérjék S-nitrozildlodnak, melyek
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alacsony/fizioldgias NO-koncentracid esetén nem, példaul a GAPDH, a PDI ¢s a XIAP
(Nakamura és Lipton, 2016).

2. Mutans p53 fehérjék és lehetséges szerepiik az apoptézisban

A pl43p53PC12 sejtvonal olyan dominans gatldé mutans p53 fehérjét termel,
mely a 143-as pozicidban valin helyett alanin aminosavat tartalmaz (V143A) (Fabian és
mtsai, 2006). A mutaci6 a fehérje DNS-k6t6 doménjét érinti, azonban nem tartozik a
daganatokban leggyakrabban mutéciot szenvedd, un. ,,hot spot” helyek kozé. A p53
fehérje tetramer formaban képes a DNS-hez kotédni (Beckerman és Prives, 2010);
amennyiben a tetramerben V143A-mutans p53 is talalhat6, a vad tipusu p53 sem képes
szekvencia-specifikusan kotddni a DNS-hez. A vad tipusa és a V143A-mutans p53
fehérjék eltérd affinitassal és specificitassal kotddnek a DNS-hez, utobbi fehérje DNS-
koto képességét és transzkripcios aktivitasat a hdmérséklet is befolyasolja (Friedlander
¢és mtsai, 1996; Wong ¢és mtsai, 1999; Zhang és mtsai, 1994). Ismert jelenség, hogy a
kiilonféle mutans p53 fehérjék is képesek a DNS-hez kapcsolodni; ilyen esetekben
azonban a kotédés szerkezet-specifikus modon valdsul meg (nem ismert olyan DNS-
szekvencia ugyanis, melyhez a mutans p53 fehérjék specifikusan kotédnének) (Freed-
Pastor és Prives, 2012). Ellentétben a vad tipust p53 fehérje tumor szuppresszor
funkcidjaval, a mutans p53 fehérjék gyakran fokozzak a sejtttilélést és a sejtosztodast
(Kim és Deppert, 2004), mivel a vad tipusii és a mutans fehérjék eltéré gének
expresszi0jat szabalyozzak (Mirzayans €és mtsai, 2012; Ray és mtsai, 2012). A szdban
forgd gének terméke lehet multidrog-transzporter, valamint ndvekedési faktor-
receptorok (VEGF- ¢és EGF-receptorok); ezen fehérjék mindegyike talmiikodhet
daganatokban (Menon és Povirk, 2014). Emellett a mutans p53 fehérjék kotddhetnek a
p63 és p73 fehérjékhez, inaktivalva azokat (Ferraiuolo és mtsai, 2016). Bar a DNS-
koté doménben talalhatdo mutacio(k) kovetkeztében a mutans p53 fehérjék gyakran nem
képesek a vad tipust p53 altal szabalyozott gének expressziojat befolyasolni,
transzkripcio-fiiggetlen mechanizmusok révén mégis képesek apoptdzist indukalni

(Green és Kroemer, 2009; Kakudo és mtsai, 2005).
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3. A NO serkenti az intrinsic apoptézis-jelatvitelt PC12 sejtekben

A PC12 sejtek nitrozativ stressz indukalta apoptdzisaban kozremiikodo
jelatviteli mechanizmusok vizsgalata soran SNP-t hasznaltunk NO-donorként. Az SNP
nagy koncentracioban (400 uM) apoptozist okozott vad tipusit PC12 és mutans p53
fehérjével rendelkez6 p143p5S3PC12 sejtekben (6-11. abrak).

A NO foéként a beldle képz6dd peroxinitrit DNS-karositdé hatasa révén okoz
sejtpusztulast (Szabo és mtsai, 2007). A DNS-karosodas kovetkeztében foszforilalodik a
p53 fehérje; a szerin-15 foszforilacioja a fehérje stabilizaciojahoz vezet (Saha és mtsai,
2015), mig a szerin-46-ot ¢érintd foszforilacid eldsegiti a p53 mitokondrialis
kovetéen a p53 fehérje mindkét emlitett aminosavon foszforilalodott, valamint
(stabilizacio kovetkeztében) emelkedett a fehérje mennyisége is (9. dbra). A p53 fehérje
egyrészt képes fokozni a Bcl-2 csalad pro-apoptotikus tagjait (példaul Bax, Puma,
Noxa) kodold gének expressziojat (Beckerman és Prives, 2010; Mihara és mtsai, 2003;
Surget ¢és mtsai, 2013), masrészt transzkripcio-fiiggetlen mechanizmussal is
hozzajarulhat az apoptdzishoz (Haupt €s mtsai, 2003; Green és Kroemer, 2009; Speidel,
2010). Utobbi esetben a p53 ,,BH3-only” fehérjeként viselkedve (Bax/Bak aktivacidja
¢s Bcl-2/Bcl-xL gatlasa révén) segiti elé a mitokondrium kiilsé membranjanak
permeabilizalasat €s ennek kovetkeztében a citokrém c €s mas pro-apoptotikus hatdsu
fehérjék felszabaduladsat a mitokondrium intermembran terébdl (Green és Kroemer,
2009; Park és mtsai, 2005; Vaseva és Moll, 2009, Comel és mtsai, 2014; Wang és
mtsai, 2014). A citokrom ¢ molekulak citoplazmaba jutasat kovetéen megtorténik a
kaszpaz-9, majd a kaszpaz-3 fehérjék aktivacioja, ami a sejt apoptdzissal torténd
elpusztuldsat vonja maga utdn (Wiirstle és mtsai, 2012). 400 uM SNP-kezelést kdvetden
detektalhatd volt a citokrom c¢ kijutdsa a mitokondriumbodl (/1.a dbra), valamint a
kaszpaz-9 és kaszpaz-3 fehérjék aktivacidja is (/1.b és c dabrak). Ezen eredmények
alapjan az SNP ¢és a beldle felszabaduld NO az apoptdzis intrinsic (vagy mas néven

mitokondrialis) Utjat serkentve okoz apoptozist PC12 sejtekben.
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4. A p143p53PC12 sejtvonal érzékenyebben reagal a NO toxikus hatdsara

400 uM SNP sejtpusztulast okozott vad tipusta PC12 és p143p53PC12 sejtekben
is, azonban a mutans p53 fehérjével rendelkezd sejtek érzékenyebbek voltak az SNP
citotoxikus hatdsara (6. abra). A vizsgalt jelatviteli fehérjék aktivacidjat és mennyiségét
érintd valtozdsok mindegyike kifejezettebb és/vagy tartosabb volt a pl143p53PC12
sejtvonalban (7-11. dbrak). A V143A-mutans p53 fehérjét expresszald sejtekben
hamarabb bekovetkezett a p53-foszforilacié és a p53-szint emelkedése is (9.5 és ¢
abrdk), valamint gyorsabban tortént meg a citokrom ¢ felszabadulasa a
mitokondriumbdl (/1.a abra). Ezzel az eredménnyel egybevagoan a két sejtvonal kdzott
eltérés mutatkozott a kaszpaz-9 ¢és -3 fehérjék hasitdsdnak iddbeli lefutasaban és
ersségében is: p143p53PC12 sejtekben hamarabb kezdddott, tartdsabb és fokozottabb
volt a kaszpaz-aktivacio (/Il.c dbra). Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a
p143p53PC12 sejtvonal azért reagal érzékenyebben az SNP-kezelésre, mert ezekben a
sejtekben az intrinsic apoptdzis ut erdteljesebben aktivalodik, mint vad tipusu PC12

sejtekben.
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foszforilaciojaért a stressz kinaz p38MAPK is felel6s lehet (Saha és mtsai, 2012). Mas
adatok szerint a p53 mitokondriumba jutasat a szerin-15 foszforilacidja is eldsegitheti
(Park és mtsai, 2005). A p143p53PC12 sejtvonalban korabban kdvetkezett be erdteljes
p38MAPK-aktivacid (7.b abra) és a p53 fehérje szerin-46 foszforilacidja (9.6 dbra),
mint vad tipust PC12 sejtekben. Vagyis a V143A-mutans p53 fehérjével rendelkezd
sejtekben kordbban ¢és hatékonyabban kovetkezhetett be a p53 mitokondridlis
transzlokacidja; ez lehet az egyik mechanizmus, mely a p143p53PC12 sejtvonal
fokozott NO-érzékenységének hatterében all.

A p53 fehérje nemcsak génindukcidt, hanem repressziot is kivalthat; a bcl-2 gén
expresszidjanak gatlasat indirekt modon, a TATA-ko6té fehérjéhez (TBP) kapcsolodva
hajtja végre (Bohlig és Rother, 2011; Wu és mtsai, 2001). A p53-TBP kapcsolat a p53
fehérje N-terminalisan talalhaté transzaktivacios vagy a C-termindlis részét képezd
oligomerizaciés domén kozremiikddésével valosul meg (Gridasova és Henry, 2005;
Horikoshi és mtsai, 1995); vagyis nem sziikséges hozza a DNS-k6td domén, mely a

V143A-mutans p53 fehérje esetében a pontmutaciot tartalmazza. Vad tipusua PC12
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sejtekkel Osszehasonlitva a pl43p53PC12 sejtvonal SNP-kezelés hianyaban is kisebb
mértékben expresszalta a Bcl-2 fehérjét, a 400 uM SNP-kezelés idétartamanak
novelésével tovabb csokkent a sejtekben a Bcl-2 szintje (10.a és b dbrdk). Lehetséges,
hogy a V143A-mutans p53 fehérjék képesek — akar indirekt modon is — gatolni a Bcl-2
expresszidjat, ezaltal fokozottan érzékennyé téve a pl43pS53PC12 sejtvonalat a NO
toxikus hatasaval szemben.

A mutans p53 fehérjével rendelkezé sejtek NO-dal szembeni fokozott
érzékenységéhez hozzajarulhat az is, hogy a NO 4ltal kivaltott ER stressz (Gotoh ¢és
Mori, 2006) kovetkeztében indukalodik a CHOP transzkripcios faktor (Darling és Cook,
2014; Sovolyova és mtsai, 2014), mely szintén képes represszalni a bcl-2 gént (Gotoh és
Mori, 2006; Sekine és mtsai, 2006; Sovolyova és mtsai, 2014). Ezt a feltételezést
tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy pl43p53PC12 sejtekben a 400 uM SNP-kezelés
erételjes CHOP-indukciodt valtott ki; mig ez vad tipustt PC12 sejtekben joval kevésbé
volt kifejezett (7.d dbra).

5. 100 pM SNP-el6kezelés csokkenti egyes pro-apoptotikus hatasok erdsségét

Az SNP, a beldle felszabaduld NO és az abbol képz6dé peroxinitrit PC12 sejtek
mellett mas sejtvonalakban is apoptozist valt ki (Pacher és mtsai, 2007); az egyes
sejttipusok NO-érzékenysége azonban eltérd lehet. PC12 sejtekben mar 400 uM SNP is
sejtpusztulast okoz, RAW264 egér makrofag sejtekben az ehhez sziikséges koncentracio
4 mM (Yoshioka és mtsai, 2006). 4 mM SNP-kezelés hatasira RAW264 sejtekben
foszforilalodik a p38MAPK, illetve konformécio-véltozdson megy at és a
mitokondriumhoz transzlokalodik a Bax fehérje, eldidézve a citokrom c felszabadulasat
a mitokondrialis intermembran térbol. Mindezek a folyamatok gatolhatdak, ha a nagy
dbcGMP-elékezelést kapnak (Yoshioka és mtsai, 2006).

PC12 sejtekben 400 uM SNP apoptozist valtott ki; ez egyiitt jart a DNS
internukleoszomalis darabolodéasaval és szamos fehérje aktivitasdnak/mennyiségének
megvaltozasaval (Bator és mtsai, 2013; Varga és mtsai, 2014). 100 uM SNP vagy 0,5
mM  dbcGMP el6kezelésként torténd alkalmazasa részben gatolta a fent emlitett
valtozasokat PC12 sejtekben (Varga és mtsai, 2016): mindkét elékezelés mérsékelte az

SNP altal kivaltott internukleoszomalis DNS-fragmentaciot (/3.a dbra), a stressz
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kinazok aktivacidjat, valamint az Akt-foszforilacio csokkenését (/3.6 dabra). Ezek
alapjan valamely, a NO kis koncentracidja altal aktivalt jelatviteli it/mechanizmus
sejttalélést serkentd/sejtpusztulast gatlo hatasa érvényesiil az elokezelés kovetkeztében.

Annak eldontésére, hogy a 100 uM SNP-elokezelés képes-e az apoptdzis
altalanos érvényli gatlasara, PC12 sejteket egyéb apoptdzist kivaltdo hatasoknak
(széruméheztetés, kezelés ciszplatinnal, tunikamicinnel vagy anizomicinnel) tettiink ki.
Széruméheztetés esetén a szérumban talalhaté novekedési faktorok megvondsa miatt a
sejtek Go fazisba keriilnek, amennyiben ez az allapot tartds, a sejtek elpusztulnak
(Ferriere és mtsai, 2013). A ciszplatin egy citosztatikum, mely a DNS purin bazisai
kozott keresztkotéseket hoz 1étre, emellett képes oxidativ stresszt is eldidézni (Dasari és
Tchounwou, 2014; Siddik, 2003). A képz6dd reaktiv oxigén-szarmazékok képesek az
extrinsic €s az intrinsic apoptozis jelatvitelt is aktivalni (Dasari és Tchounwou, 2014). A
tunikamicin nevii antibiotikumokat Streptomyces baktériumok termelik; ezek a
vegytiletek az N-kotésti glikozilaciot gatolva ER stresszt valtanak ki, melynek tartos
fennallasa sejthalalt okoz (Balogh és mtsai, 2014; Price és Tsvetanova, 2007). Az
anizomicin gatolja a peptidkotések kialakulasat, ezaltal a fehérjeszintézis folyamatat, ily
modon pro-apoptotikus hatassal bir (T6rdcsik és Szeberényi, 2000). Hasonldéan az SNP-
kezeléshez, a fent emlitett hatasok mindegyike képes aktivalni az apoptozis intrinsic
utjat.

100 uM SNP-vel végzett elokezelés alkalmazasakor kevésbé erdteljes DNS-
fragmentaciot detektaltunk szérummegvonast, illetve ciszplatin-, vagy tunikamicin-
kezelést kovetdéen, mint SNP-elokezelés hianyaban (/4. dbra). Mas apoptdzis-detektald
technikdk (magmorfologia vizsgalata és TUNEL-moédszer) hasonld eredményre
vezettek: az elokezelés csokkentette az SNP, széruméheztetés és ciszplatin altal indukalt
apoptozis mértékét; tunikamicin-kezelés esetén az eldkezelés hatdsa nem volt jelentds
(15.a és b dabrdk). Western blot vizsgalatok eredményei alapjan azonban nem kaptunk
mechanizmussal képes az apoptdzis részleges kivédésére (16.a és b abrak). Hasonldan
Yoshioka ¢és munkacsoportja (2006) eredményeihez, a 100 pM SNP-eldkezelés
csokkentette a 400 uM SNP, széruméheztetés, ciszplatin és tunikamicin altal kivaltott
p38MAPK-foszforilacié mértékét (/6.a abra). Ez vezethetett a kaszpaz-9 és -3 fehérjék

aktivacidjanak és kovetkezetesen a sejtpusztulds mértékének csokkenéséhez (16.b
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abra). A pontos mechanizmus azonban, mely az eldkezelést kovetden az apoptdzis
részleges gatlasahoz vezet, még nem ismert.

A p38MAPK-aktivaciét szamos kiilonféle stressz hatds kivalthatja (oxidativ
stressz, DNS-kérosodas, stb.) (lasd 1. dbra). A kis koncentraciéja SNP-eldkezelés
gatolhatja a p38MAPK-foszforilaciét kozvetit6 MAPKKK ¢és MAPKK enzimeket;
masik lehetséges alternativaként felmeriil a p38MAPK defoszforilaciojaért felelds
foszfatazok (Bermudez és mtsai, 2010; Keyse, 2008; Patterson és mtsai, 2009)

aktivacioja.

6. Az SNP-el6kezelés fokozza az anizomicin-indukalta sejtpusztulas mértékét

Az alkalmazott citotoxikus szerek koziill az anizomicin a fent emlitettekt6l
eltérden viselkedett: a magmorfologia vizsgalata és a TUNEL-essz¢é eredményei alapjan
a 100 uM SNP-elokezeléssel kombinalt anizomicin-kezelés hatékonyabban indukalt
apoptozist, mint Onmagaban az anizomicin (/5.a és b dabrak). A Western blot
eredmények is ezt a megfigyelést tdmasztottdk ald; bar 100 uM SNP-eldkezeléssel
csokkenthetd volt az anizomicin-indukalta p38MAPK-foszforilacio, az anizomicin-
kezeléseket megel6z6 SNP-elokezelés tobb fehérje aktivaciojat is fokozta (példaul INK,
PKR, p53, kaszpazok) (16.a és b abrdk). Elképzelhetd, hogy az altalunk alkalmazott
dézisban (1 pg/ml) az anizomicin fehérjeszintézist gatld és ezaltal apoptozist indukald

hatasa olyan erételjes, hogy az SNP-eldkezeléssel nem gatolhato.

7. A TRAIL fehérje lehetséges szerepe PC12 sejtek apoptézisaban

Bar az altalunk apoptézis kivaltasara hasznalt kezelések mindegyike az intrinsic
jelpalyat aktivalja (lasd kordbban), mégis detektalhatd volt minden esetben a jellemzden
az extrinsic utban szerepet jatszo kaszpaz-8 aktivacioja (16.b dabra). A kaszpaz-8-
aktivacio lehetséges magyardzata lehet a sejtekben az extrinsic apoptdzis jelatvitel
valamilyen un. ,haldl ligand” altali aktivacidja; ezen feltételezés alatdmasztasara
vizsgaltuk a sejttenyészté folyadékban a TRAIL fehérje mennyiségét. A TRAIL
transzmembran formdjanak jelenléte a médiumban arra utal, hogy a sejtekrdl
apoptotikus testek vagy extracellularis vezikulak fiizdhetnek le. Utobbiak két tipusa

mikrovezikula és exoszoma néven ismert, a két tipus méretben és a kialakulas modjaban
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is kiilonbozik. Elsédleges feladatuk a sejtek kozotti kommunikacio, azonban
megjelenésiik betegségekhez is kothetd. Fehérjéket, lipideket és nukleinsavakat
(mMRNS-ek, valamint miRNS-ek és egyéb nem kodold RNS-ek) szallitanak (El
Andaloussi €s mtsai, 2013; Raposo €s Stoorvogel, 2013).

Rivoltini és munkatarsai (2016) kozleményiikben arrdl szamoltak be, hogy
TRAIL-t expresszald6 K562 sejtek olyan exoszémakat termelnek, melyek tumor
sejtekhez kotddve azokban apoptoézist indukalnak. Elképzelhetd, hogy PC12 sejtekrol
olyan extracellularis vezikuldk fiiz6dnek le, melyek membranjukban TRAIL-
molekuldkat tartalmaznak. A TRAIL ezt kovetéen a neki megfeleld sejtfelszini
receptorhoz kdtddve serkentheti az extrinsic jelatvitelt. Ezt a még bizonyitast igényld
feltételezést tamaszthatja ald az is, hogy a 400 uM SNP-kezelést megel6zd eldkezelés
csokkenti a médiumban taldlhato TRAIL-szintet (/7. dbra) és a kaszpaz-8

aktivaciojanak mértékét is (16.b abra, 2. és 3. mintak).

8. A munka gyakorlati jelentésége

A kozponti idegrendszert érintd betegségek egyik gyakori jellemzdje, hogy a

cyey

crer

szerkezetének ,.kijavitdsa” révén. A helyes fehérje-konformacio kialakitasat chaperone
fehérjek végzik, ezek egyike a PDI; a PDI masik feladata a nem megfelel6 helyen
létrejott diszulfid-hidak atrendezése. Amennyiben a fehérje-homeosztazis helyreallitasa
nem valosul meg, a sejt apoptozissal elpusztul. A PDIl-csalad kiilonféle izoformainak
abnormalis miikodése az idegrendszert érintd szamos betegségben (Alzheimer-kor;
Parkinson-kor; Creutzfeldt-Jakob betegség; amyotrophias lateral sclerosis, ALS)
kimutathat6 (Halloran és mtsai, 2013). Alzheimer-kérban az amyloid-f peptidbdl
l1étrejott plakkok, valamint a tau fehérje aggregéacioja figyelheté meg (Yeo és mtsai,
un. Lewy-testek jonnek létre a dopaminerg neuronokban, mig Huntington-koérban a
huntingtin  fehérje képez hatalmas komplexeket. ALS-ben szenvedd betegek
idegsejtjeiben a szuperoxid-dizmutaz (SOD), a neurofilamentum és egyéb fehérjék altal

létrehozott aggregatumok alakulnak ki (Halloran ¢és mtsai, 2013). A fehérje-
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aggregatumok kialakulasaért felelos lehet az idegsejteket érintd oxidativ és nitrozativ
stressz; melyek a CHOP transzkripcios faktor, a kaszpazok, valamint a JNK aktivacioja
révén apoptozist valtanak ki (Halloran ¢és mtsai, 2013). Az idegrendszer a tobbi
szovetnél fokozottabban érzékeny a szabadgyokok karos hatasaira, mivel a neuronok
nagy metabolikus aktivitdssal rendelkeznek, azonban viszonylag kis mennyiségben
tartalmaznak szabadgyokoket semlegesitd enzimeket (Nakamura és mtsai, 2015).

A nitrozativ stressz kovetkezményeként egyes fehérjék abnormalis S-
nitrozilacion mennek &t; ennek kovetkeztében hibas konformacidja fehérjék
képzddhetnek, zavart szenvedhet a mitokondriumok mikddése és a transzkripciod
folyamata, karosodhatnak az idegsejtek és a szinapszisok, mindez neurodegenerativ
korképek kialakulasat vonhatja maga utan (Nakamura és mtsai, 2015). A Parkinson-kor
kialakulasahoz hozzajarulhat a parkin nevili ubikvitin-ligdz S-nitrozilacidja. Ennek
kovetkeztében csokken a parkin aktivitdsa €s a proteaszomalis fehérje-degradacio
hatékonysaga, hozzajarulva a Lewy-testek kialakulasahoz és az idegsejt-pusztulashoz
(Halloran és mtsai, 2013; Nakamura és mtsai, 2015). Abnormalis S-nitrozilacié gatolja
a PDI miikodését is (Halloran és mtsai, 2013; Nakamura és mtsai, 2015), eldsegitve a
koradbban emlitett fehérje-aggregaciot.

Az S-nitrozilacié mellett a jellemzden a peroxinitrit kozvetitésével megvalosuld
fokozott mértékill nitracid is fontos szerepet tolthet be egyes betegségek kialakulasdban
(Ischiropoulos, 2009). A tirozin (és joval kisebb gyakorisaggal triptofan) aminosavak
nitracidja az érintett fehérje milkodésének gatlasahoz, illetve fehérje-aggregatumok
képzddéséhez vezethet (Abdelmegeed és Song, 2014). Az a-synuclein nitracioja
Parkinson-korban, mig a tau fehérje és az amyloid-f3 peptid nitracidja Alzheimer-korban
mutathato ki, de a tirozin-nitracié az ALS, kardiovaszkularis és gyulladasos betegségek,
valamint a diabetes kialakulasaban is szerepet jatszhat (Abdelmegeed és Song, 2014;
Chavarria és Souza, 2013; Pacher és mtsai, 2007; Thomson, 2015; Yeo és mtsai, 2015).

A NO-nak kettés szerepe lehet a tumor képzddésben. Egyrészt gatolhatja azt,
figgden a NO-behatds idotartamatol/erdsségétol, a sejttipustol és a sejt NO-
érzékenységétol. Masfelol a NO altal kivaltott DNS-kérosodds mutaciokat okozhat,
valamint a NO hatasara fokozodhat a vaszkularis endothelidlis novekedési faktor
(VEGF) expresszidja (angiogenezist eredményezve), illetve a guanilat-ciklaz és a
MAPK-jelatvitel aktivacidja kovetkeztében fokozodhat a tumor sejtek migracios és
invazios képessége (Pacher és mtsai, 2007).
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A PC12 sejtvonal széles korben hasznalt idegsejt-jellegi modellrendszer, mivel
ezek a sejtek idegi novekedési faktor (NGF) hatasara neuronalis differenciacion mennek
at (Greene ¢és Tischler, 1976). Tehat PC12 sejtek SNP indukalta apoptozisa megfeleléen
modellezheti az idegsejtekben kialakul6 nitrozativ stressz koriilményeit. A nagy NO-
koncentraci6 citotoxikus hatasanak kis NO-dozissal torténd kivédése megteremtheti
annak elvi lehet0ségét, hogy a nitrozativ stressz altal kivaltott idegsejt-pusztuls

mértéke hasonlo hatasokkal mérsékelhetd legyen.
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V1. A munka soran tett uj megfigyelések

A 400 uM SNP altal kivaltott nitrozativ stressz:
- apoptdzist okoz PC12 sejtekben.
- nagyobb mértékli sejtpusztulast okoz a dominans gatld6 mutans p53 fehérjét
expresszalo p143p53PC12 szubklonban, mint vad tipustt PC12 sejtekben.
- a pl43p53PC12 sejtvonalban az intrinsic apoptozis jelatvitel erételjesebb
aktivaciojat valtja ki.

- megemeli a TRAIL mennyiségét PC12 sejtek médiuméban.

Vad tipusu PC12 sejtekben a 100 uM SNP-el6kezelés:
- részben gatolja a 400 uM SNP altal kivaltott sejtpusztulast.
- csokkenti a széruméheztetés, ciszplatin és tunikamicin altal indukalt apoptozis
mértekét, feltehetden az apoptodzis intrinsic Utjanak gatlasaval.

- fokozza az anizomicin citotoxikus hatasat.

61



Koszonetnyilvanitas

Ezlton is szeretnék koszonetet mondani témavezetdémnek, Szeberényi Jozsef
professzor urnak, aki a kezdetektdl segitette munkamat. Rengeteg segitséget kaptam
téle a kisérletek megtervezésében, a kozlemények megirasaban és a dolgozat végleges
formaba Ontésében.

Halas vagyok egykori TDK-témavezetdomnek, azdta pedig kozvetlen
munkatarsamnak, dr. Bator Juditnak. Barmilyen kérdéssel fordultam hozza, mindig
szamithattam azonnali segitségére ¢s tiirelmére, legyen az gyakorlati vagy elméleti
jellegli probléma.

Koszonom Potzné Arvai Zitanak a kisérletek kivitelezésében nyujtott sok
segitséget.

Szeretnék koszonetet mondani ifj. dr. Sétdlo Gyorgynek a konfokalis
mikroszkdppal torténd vizsgalatokban nyujtott segitségéért és dr. Pap Mariannédnak, aki
rendelkezésemre bocsatotta a pl143p53PC12 sejtvonalat. Koszondm Schipp Renata
egylittmitkodését eredményeink megvitatasaban.

Haélas vagyok tovabbad Németh Maricanak, dr. Balogh Andrasnak és Koloszar
Ibolyanak a kisérletes munkat segitd tanacsaikért.

Koszonet illeti az Orvosi Bioldgiai Intézet minden tovabbi dolgozojat.

Szeretném megkdszonni dr. Szereday Laszlonak €s dr. Kvell Krisztiannak az
eldbiralat gondos 4tolvasasat, véleménytiket és tanicsaikat.

Ko6szo6ndm csaladomnak és barataimnak a szeretetiiket és tdAmogatasukat.

62



Felhasznalt irodalom

Abdelmegeed MA, Song BJ (2014) Functional roles of protein nitration in acute and
chronic liver diseases. Oxid Med Cell Longev 2014:149627

Adams JM, Cory S (2007) Bcl-2-regulated apoptosis: mechanism and therapeutic
potential. Curr Opin Immunol 19:488-496

Akhtar MW, Sunico CR, Nakamura T, Lipton SA (2012) Redox Regulation of Protein
Function via Cysteine S-Nitrosylation and Its Relevance to Neurodegenerative
Diseases. Int J Cell Biol 2012:463756

Arnold WP, Mittal CK, Katsuki S, Murad F (1977) Nitric oxide activates guanylate
cyclase and increases guanosine 3':5'-cyclic monophosphate levels in various
tissue preparations. Proc Natl Acad Sci U S A 74:3203-3207

Arthur DB, Georgi S, Akassoglou K, Insel PA (2006) Inhibition of apoptosis by P2Y?2
receptor activation: novel pathways for neuronal survival. J Neurosci 26:3798-
3804

Asati V, Mahapatra DK, Bharti SK (2016) PI3K/Akt/mTOR and Ras/Raf/MEK/ERK
signaling pathways inhibitors as anticancer agents: Structural and
pharmacological perspectives. Eur J Med Chem 109:314-341

Azahri NS, Kavurma MM (2013) Transcriptional regulation of tumour necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand. Cell Mol Life Sci 70:3617-3629

Azijli K, Weyhenmeyer B, Peters GJ, de Jong S, Kruyt FA (2013) Non-canonical kinase
signaling by the death ligand TRAIL in cancer cells: discord in the death
receptor family. Cell Death Differ 20:858-868

Balogh A, Németh M, Koloszar I, Mark6 L, Przybyl L, Jinno K, Szigeti C, Heffer M,
Gebhardt M, Szeberényi J, Miiller DN, Sétalo G, Pap M (2014) Overexpression
of CREB protein protects from tunicamycin-induced apoptosis in various rat cell
types. Apoptosis 19:1080-1098

Beckerman R, Prives C (2010) Transcriptional regulation by p53. Cold Spring Harb
Perspect Biol 2:a000935

Benhar M (2015) Nitric oxide and the thioredoxin system: a complex interplay in redox
regulation. Biochim Biophys Acta 1850:2476-2484

63



Bermudez O, Pagés G, Gimond C (2010) The dual-specificity MAP kinase
phosphatases: critical roles in development and cancer. Am J Physiol Cell
Physiol 299:C189-202

Bradley SA, Steinert JR (2016) Nitric Oxide-Mediated Posttranslational Modifications:
Impacts at the Synapse. Oxid Med Cell Longev 2016:5681036

Burney S, Caulfield JL, Niles JC, Wishnok JS, Tannenbaum SR (1999) The chemistry
of DNA damage from nitric oxide and peroxynitrite. Mutat Res 424:37-49

Bator J, Varga J, Berta G, Barbakadze T, Mikeladze D, Ramsden J, Szeberényi J (2012)
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 17:323-332

Béator J, Varga J, Szeberényi J (2013) 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 91:230-235

Bohlig L, Rother K (2011) One function--multiple mechanisms: the manifold activities
of p53 as a transcriptional repressor. J Biomed Biotechnol 2011:464916

Chatfield K, Eastman A (2004) Inhibitors of protein phosphatases 1 and 2A
differentially prevent intrinsic and extrinsic apoptosis pathways. Biochem
Biophys Res Commun 323:1313-1320

Chavarria C, Souza JM (2013) Oxidation and nitration of a-synuclein and their
implications in neurodegenerative diseases. Arch Biochem Biophys 533:25-32

Chi SW (2014) Structural insights into the transcription-independent apoptotic pathway
of p53. BMB Rep 47:167-172

Chowdhury D, Lieberman J (2008) Death by a thousand cuts: granzyme pathways of
programmed cell death. Annu Rev Immunol 26:389-420

Comel A, Sorrentino G, Capaci V, Del Sal G (2014) The cytoplasmic side of p53's
oncosuppressive activities. FEBS Lett 588:2600-2609

Correia C, Lee SH, Meng XW, Vincelette ND, Knorr KL, Ding H, Nowakowski GS,
Dai H, Kaufmann SH (2015) Emerging understanding of Bcl-2 biology:
Implications for neoplastic progression and treatment. Biochim Biophys Acta
1853:1658-1671

Crowder RN, El-Deiry WS (2012) Caspase-8 regulation of TRAIL-mediated cell death.
Exp Oncol 34:160-164

64



D'Atri LP, Malaver E, Romaniuk MA, Pozner RG, Negrotto S, Schattner M (2009)
Nitric oxide: news from stem cells to platelets. Curr Med Chem 16:417-429

Darling NJ, Cook SJ (2014) The role of MAPK signalling pathways in the response to
endoplasmic reticulum stress. Biochim Biophys Acta 1843:2150-2163

Dasari S, Tchounwou PB (2014) Cisplatin in cancer therapy: molecular mechanisms of
action. Eur J Pharmacol 740:364-378

de Oliveira GA, Rangel LP, Costa DC, Silva JL (2015) Misfolding, Aggregation, and
Disordered Segments in c-Abl and p53 in Human Cancer. Front Oncol 5:97

Donnelly N, Gorman AM, Gupta S, Samali A (2013) The elF2a kinases: their structures
and functions. Cell Mol Life Sci 70:3493-3511

EL Andaloussi S, Méger I, Breakefield XO, Wood MJ (2013) Extracellular vesicles:
biology and emerging therapeutic opportunities. Nat Rev Drug Discov 12:347-
357

Eliyahu D, Raz A, Gruss P, Givol D, Oren M (1984) Participation of p53 cellular
tumour antigen in transformation of normal embryonic cells. Nature 312:646-
649

Evangelista AM, Kohr MJ, Murphy E (2013) S-nitrosylation: specificity, occupancy,
and interaction with other post-translational modifications. Antioxid Redox
Signal 19:1209-1219

Ferraiuolo M, Di Agostino S, Blandino G, Strano S (2016) Oncogenic Intra-p53 Family
Member Interactions in Human Cancers. Front Oncol 6:77

Ferriere F, Habauzit D, Pakdel F, Saligaut C, Flouriot G (2013) Unliganded estrogen
receptor alpha promotes PC12 survival during serum starvation. PLoS One
8:69081

Flusberg DA, Sorger PK (2015) Surviving apoptosis: life-death signaling in single cells.
Trends Cell Biol 25:446-458

Frebourg T, Kassel J, Lam KT, Gryka MA, Barbier N, Andersen TI, Berresen AL,
Friend SH (1992) Germ-line mutations of the p53 tumor suppressor gene in
patients with high risk for cancer inactivate the p53 protein. Proc Natl Acad Sci
US A 89:6413-6417

Freed-Pastor WA, Prives C (2012) Mutant p53: one name, many proteins. Genes Dev
26:1268-1286

65



Frezza C, Cipolat S, Scorrano L (2007) Organelle isolation: functional mitochondria
from mouse liver, muscle and cultured fibroblasts. Nat Protoc 2:287-295
Friedlander P, Legros Y, Soussi T, Prives C (1996) Regulation of mutant p53
temperature-sensitive DNA binding. J Biol Chem 271:25468-25478

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

Giorgi C, Bonora M, Missiroli S, Morganti C, Morciano G, Wieckowski MR, Pinton P
(2016) Alterations in Mitochondrial and Endoplasmic Reticulum Signaling by
p53 Mutants. Front Oncol 6:42

Goldar S, Khaniani MS, Derakhshan SM, Baradaran B (2015) Molecular mechanisms
of apoptosis and roles in cancer development and treatment. Asian Pac J Cancer
Prev 16:2129-2144

Gotoh T, Mori M (2006) Nitric oxide and endoplasmic reticulum stress. Arterioscler
Thromb Vasc Biol 26:1439-1446

Green DR, Kroemer G (2009) Cytoplasmic functions of the tumour suppressor p53.
Nature 458:1127-1130

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

Gridasova AA, Henry RW (2005) The p53 tumor suppressor protein represses human
snRNA gene transcription by RNA polymerases Il and Ill independently of
sequence-specific DNA binding. Mol Cell Biol 25:3247-3260

Halloran M, Parakh S, Atkin JD (2013) The role of s-nitrosylation and s-
glutathionylation of protein disulphide isomerase in protein misfolding and
neurodegeneration. Int J Cell Biol 2013:797914

Hao Q, Cho WC (2014) Battle against cancer: an everlasting saga of p53. Int J Mol Sci
15:22109-22127

Haupt S, Berger M, Goldberg Z, Haupt Y (2003) Apoptosis - the p53 network. J Cell
Sci 116:4077-4085

Hayakawa R, Hayakawa T, Takeda K, Ichijo H (2012) Therapeutic targets in the ASK1-
dependent stress signaling pathways. Proc Jpn Acad Ser B Phys Biol Sci 88:434-
453

66



Heinrich TA, da Silva RS, Miranda KM, Switzer CH, Wink DA, Fukuto JM (2013)
Biological nitric oxide signalling: chemistry and terminology. Br J Pharmacol
169:1417-1429

Hiramatsu N, Chiang WC, Kurt TD, Sigurdson CJ, Lin JH (2015) Multiple Mechanisms
of Unfolded Protein Response-Induced Cell Death. Am J Pathol 185:1800-1808

Hirst DG, Robson T (2010) Nitrosative stress as a mediator of apoptosis: implications
for cancer therapy. Curr Pharm Des 16:45-55

Horikoshi N, Usheva A, Chen J, Levine AJ, Weinmann R, Shenk T (1995) Two
domains of p53 interact with the TATA-binding protein, and the adenovirus 13S
E1A protein disrupts the association, relieving p53-mediated transcriptional
repression. Mol Cell Biol 15:227-234

Jenkins JR, Rudge K, Currie GA (1984) Cellular immortalization by a cDNA clone
encoding the transformation-associated phosphoprotein p53. Nature 312:651-
654

Joshi M, Kulkarni A, Pal JK (2013) Small molecule modulators of eukaryotic initiation
factor 2a kinases, the key regulators of protein synthesis. Biochimie 95:1980-
1990

Kakudo Y, Shibata H, Otsuka K, Kato S, Ishioka C (2005) Lack of correlation between
p53-dependent transcriptional activity and the ability to induce apoptosis among
179 mutant p53s. Cancer Res 65:2108-2114

Kang YC, Kim PK, Choi BM, Chung HT, Ha KS, Kwon YG, Kim YM (2004)
Regulation of programmed cell death in neuronal cells by nitric oxide. In Vivo
18:367-376

Kavdia M (2011) Mathematical and computational models of oxidative and nitrosative
stress. Crit Rev Biomed Eng 39:461-472

Keyse SM (2008) Dual-specificity MAP kinase phosphatases (MKPs) and cancer.
Cancer Metastasis Rev 27:253-261

Khoury MP, Bourdon JC (2011) p53 Isoforms: An Intracellular Microprocessor? Genes
Cancer 2:453-465

Kim E, Deppert W (2004) Transcriptional activities of mutant p53: when mutations are
more than a loss. J Cell Biochem 93:878-886

Kim EK, Choi EJ (2010) Pathological roles of MAPK signaling pathways in human
diseases. Biochim Biophys Acta 1802:396-405

67



Kvansakul M, Hinds MG (2015) The Bcl-2 family: structures, interactions and targets
for drug discovery. Apoptosis 20:136-150

Leon L, Jeannin JF, Bettaieb A (2008) Post-translational modifications induced by nitric
oxide (NO): implication in cancer cells apoptosis. Nitric Oxide 19:77-83

Leroy B, Anderson M, Soussi T (2014) TP53 mutations in human cancer: database
reassessment and prospects for the next decade. Hum Mutat 35:672-688

Lin W, Wei X, Xue H, Kelimu M, Tao R, Song Y, Zhou Z (2000) Study on DNA strand
breaks induced by sodium nitroprusside, a nitric oxide donor, in vivo and in
vitro. Mutat Res 466:187-195

Liu Z, Martin LJ (2001) Motor neurons rapidly accumulate DNA single-strand breaks
after in vitro exposure to nitric oxide and peroxynitrite and in vivo axotomy. J
Comp Neurol 432:35-60

Lopez J, Tait SW (2015) Mitochondrial apoptosis: killing cancer using the enemy
within. Br J Cancer 112:957-962

Manieri E, Sabio G (2015) Stress kinases in the modulation of metabolism and energy
balance. J Mol Endocrinol 55:R11-22

Marchal JA, Lopez GJ, Peran M, Comino A, Delgado JR, Garcia-Garcia JA, Conde V,
Aranda FM, Rivas C, Esteban M, Garcia MA (2014) The impact of PKR
activation: from neurodegeneration to cancer. FASEB J 28:1965-1974

Martinez-Ruiz A, Araujo IM, Izquierdo-Alvarez A, Hernansanz-Agustin P, Lamas S,
Serrador JM (2013) Specificity in S-nitrosylation: a short-range mechanism for
NO signaling? Antioxid Redox Signal 19:1220-1235

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

Mcllroy D, Sakahira H, Talanian RV, Nagata S (1999) Involvement of caspase 3-
activated DNase in internucleosomal DNA cleavage induced by diverse
apoptotic stimuli. Oncogene 18:4401-4408

Menon V, Povirk L (2014) Involvement of p53 in the repair of DNA double strand
breaks: multifaceted Roles of p53 in homologous recombination repair (HRR)
and non-homologous end joining (NHEJ). Subcell Biochem 85:321-336

Mihara M, Erster S, Zaika A, Petrenko O, Chittenden T, Pancoska P, Moll UM (2003)
p53 has a direct apoptogenic role at the mitochondria. Mol Cell 11:577-590

68



Mirzayans R, Andrais B, Scott A, Murray D (2012) New insights into p53 signaling and
cancer cell response to DNA damage: implications for cancer therapy. J Biomed
Biotechnol 2012:170325

Mocellin S, Bronte V, Nitti D (2007) Nitric oxide, a double edged sword in cancer
biology: searching for therapeutic opportunities. Med Res Rev 27:317-352

Mohr A, Yu R, Zwacka RM (2015) TRAIL-receptor preferences in pancreatic cancer
cells revisited: Both TRAIL-R1 and TRAIL-R2 have a licence to kill. BMC
Cancer 15:494

Munshi A, Ramesh R (2013) Mitogen-activated protein kinases and their role in
radiation response. Genes Cancer 4:401-408

Nakamura T, Lipton SA (2013) Emerging role of protein-protein transnitrosylation in
cell signaling pathways. Antioxid Redox Signal 18:239-249

Nakamura T, Lipton SA (2016) Nitrosative Stress in the Nervous System: Guidelines
for Designing Experimental Strategies to Study Protein S-Nitrosylation.
Neurochem Res 41:510-514

Nakamura T, Prikhodko OA, Pirie E, Nagar S, Akhtar MW, Oh CK, McKercher SR,
Ambasudhan R, Okamoto S, Lipton SA (2015) Aberrant protein S-nitrosylation
contributes to the pathophysiology of neurodegenerative diseases. Neurobiol Dis
84:99-108

Ola MS, Nawaz M, Ahsan H (2011) Role of Bcl-2 family proteins and caspases in the
regulation of apoptosis. Mol Cell Biochem 351:41-58

Pacher P, Beckman JS, Liaudet L (2007) Nitric oxide and peroxynitrite in health and
disease. Physiol Rev 87:315-424

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

Parada LF, Land H, Weinberg RA, Wolf D, Rotter V (1984) Cooperation between gene
encoding p53 tumour antigen and ras in cellular transformation. Nature 312:649-
651

Park BS, Song YS, Yee SB, Lee BG, Seo SY, Park YC, Kim JM, Kim HM, Yoo YH
(2005) Phospho-ser 15-p53 translocates into mitochondria and interacts with
Bcl-2 and Bcl-xL in eugenol-induced apoptosis. Apoptosis 10:193-200

Patterson KI, Brummer T, O'Brien PM, Daly RJ (2009) Dual-specificity phosphatases:
critical regulators with diverse cellular targets. Biochem J 418:475-489

69



Penna C, Angotti C, Pagliaro P (2014) Protein S-nitrosylation in preconditioning and
postconditioning. Exp Biol Med (Maywood) 239:647-662

Peti W, Page R (2013) Molecular basis of MAP kinase regulation. Protein Sci 22:1698-
1710

Pilz RB, Casteel DE (2003) Regulation of gene expression by cyclic GMP. Circ Res
93:1034-1046

Price NP, Tsvetanova B (2007) Biosynthesis of the tunicamycins: a review. J Antibiot
(Tokyo) 60:485-491

Puca R, Nardinocchi L, Givol D, D'Orazi G (2010) Regulation of p53 activity by
HIPK2: molecular mechanisms and therapeutical implications in human cancer
cells. Oncogene 29:4378-4387

Raposo G, Stoorvogel W (2013) Extracellular vesicles: exosomes, microvesicles, and
friends. J Cell Biol 200:373-383

Ray D, Murphy KR, Gal S (2012) The DNA binding and accumulation of p53 from
breast cancer cell lines and the link with serine 15 phosphorylation. Cancer Biol
Ther 13:848-857

Rivoltini L, Chiodoni C, Squarcina P, Tortoreto M, Villa A, Vergani B, Biirdek M,
Botti L, Arioli I, Cova A, Mauri G, Vergani E, Bianchi B, Della Mina P,
Cantone L, Bollati V, Zaffaroni N, Gianni AM, Colombo MP, Huber V (2016)
TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL)-Armed Exosomes Deliver
Proapoptotic Signals to Tumor Site. Clin Cancer Res

Roy MJ, Vom A, Czabotar PE, Lessene G (2014) Cell death and the mitochondria:
therapeutic targeting of the BCL-2 family-driven pathway. Br J Pharmacol
171:1973-1987

Saelens X, Kalai M, Vandenabeele P (2001) Translation inhibition in apoptosis:
caspase-dependent PKR activation and elF2-alpha phosphorylation. J Biol Chem
276:41620-41628

Saha B, Adhikary A, Ray P, Saha S, Chakraborty S, Mohanty S, Das K, Mukherjee S,
Mazumdar M, Lahiri L, Hossain DM, Sa G, Das T (2012) Restoration of tumor
suppressor p53 by differentially regulating pro- and anti-p53 networks in HPV-
18-infected cervical cancer cells. Oncogene 31:173-186

Saha T, Kar RK, Sa G (2015) Structural and sequential context of p53: A review of
experimental and theoretical evidence. Prog Biophys Mol Biol 117:250-263

70



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

Sekine Y, Takeda K, Ichijo H (2006) The ASK1-MAP kinase signaling in ER stress and
neurodegenerative diseases. Curr Mol Med 6:87-97

Seong HA, Ha H (2012) Murine protein serine-threonine kinase 38 activates p53
function through Ser15 phosphorylation. J Biol Chem 287:20797-20810

Sessler T, Healy S, Samali A, Szegezdi E (2013) Structural determinants of DISC
function: new insights into death receptor-mediated apoptosis signalling.
Pharmacol Ther 140:186-199

Shiizaki S, Naguro I, Ichijo H (2013) Activation mechanisms of ASK1 in response to
various stresses and its significance in intracellular signaling. Adv Biol Regul
53:135-144

Siddik ZH (2003) Cisplatin: mode of cytotoxic action and molecular basis of resistance.
Oncogene 22:7265-7279

Siddiqui WA, Ahad A, Ahsan H (2015) The mystery of BCL2 family: Bcl-2 proteins
and apoptosis: an update. Arch Toxicol 89:289-317

Sola S, Morgado AL, Rodrigues CM (2013) Death receptors and mitochondria: two
prime triggers of neural apoptosis and differentiation. Biochim Biophys Acta
1830:2160-2166

Sovolyova N, Healy S, Samali A, Logue SE (2014) Stressed to death - mechanisms of
ER stress-induced cell death. Biol Chem 395:1-13

Speidel D (2010) Transcription-independent p53 apoptosis: an alternative route to
death. Trends Cell Biol 20:14-24

Sui X, Kong N, Ye L, Han W, Zhou J, Zhang Q, He C, Pan H (2014) p38 and JNK
MAPK pathways control the balance of apoptosis and autophagy in response to
chemotherapeutic agents. Cancer Lett 344:174-179

Surget S, Khoury MP, Bourdon JC (2013) Uncovering the role of p53 splice variants in
human malignancy: a clinical perspective. Onco Targets Ther 7:57-68

Szabd C, Ischiropoulos H, Radi R (2007) Peroxynitrite: biochemistry, pathophysiology
and development of therapeutics. Nat Rev Drug Discov 6:662-680

Szegezdi E, Logue SE, Gorman AM, Samali A (2006) Mediators of endoplasmic
reticulum stress-induced apoptosis. EMBO Rep 7:880-885

71



Thomas DD, Ridnour LA, Isenberg JS, Flores-Santana W, Switzer CH, Donzelli S,
Hussain P, Vecoli C, Paolocci N, Ambs S, Colton CA, Harris CC, Roberts DD,
Wink DA (2008) The chemical biology of nitric oxide: implications in cellular
signaling. Free Radic Biol Med 45:18-31

Thomson L (2015) 3-nitrotyrosine modified proteins in atherosclerosis. Dis Markers
2015:708282

Toledo JC, Augusto O (2012) Connecting the chemical and biological properties of
nitric oxide. Chem Res Toxicol 25:975-989

Torécesik B, Szeberényi J (2000) Anisomycin affects both pro- and antiapoptotic
mechanisms in PC12 cells. Biochem Biophys Res Commun 278:550-556

Varga J, Bator J, Nadasdi G, Arvai Z, Schipp R, Szeberényi J (2016) Partial Protection
of PC12 Cells from Cellular Stress by Low-Dose Sodium Nitroprusside Pre-
treatment. Cell Mol Neurobiol 36:1161-1168

Varga J, Bator J, Péter M, Arvai Z, Pap M, Sétalo G, Szeberényi J (2014) The role of
the p53 protein in nitrosative stress-induced apoptosis of PC12 rat
pheochromocytoma cells. Cell Tissue Res 358:65-74

Vaseva AV, Moll UM (2009) The mitochondrial p53 pathway. Biochim Biophys Acta
1787:414-420

Wang DB, Kinoshita C, Kinoshita Y, Morrison RS (2014) p53 and mitochondrial
function in neurons. Biochim Biophys Acta 1842:1186-1197

Weidinger A, Kozlov AV (2015) Biological Activities of Reactive Oxygen and
Nitrogen Species: Oxidative Stress versus Signal Transduction. Biomolecules
5:472-484

Weisz L, Oren M, Rotter V (2007) Transcription regulation by mutant p53. Oncogene
26:2202-2211

Wong KB, DeDecker BS, Freund SM, Proctor MR, Bycroft M, Fersht AR (1999) Hot-
spot mutants of p53 core domain evince characteristic local structural changes.
Proc Natl Acad Sci U S A 96:8438-8442

Wu H, Che X, Zheng Q, Wu A, Pan K, Shao A, Wu Q, Zhang J, Hong Y (2014)
Caspases: a molecular switch node in the crosstalk between autophagy and
apoptosis. Int J Biol Sci 10:1072-1083

Wu Y, Mehew JW, Heckman CA, Arcinas M, Boxer LM (2001) Negative regulation of
bcl-2 expression by p53 in hematopoietic cells. Oncogene 20:240-251

72



Wiirstle ML, Laussmann MA, Rehm M (2012) The central role of initiator caspase-9 in
apoptosis signal transduction and the regulation of its activation and activity on
the apoptosome. Exp Cell Res 318:1213-1220

Yao R, Cooper GM (1995) Requirement for phosphatidylinositol-3 kinase in the
prevention of apoptosis by nerve growth factor. Science 267:2003-2006

Yeo WS, Kim YJ, Kabir MH, Kang JW, Ahsan-Ul-Bari M, Kim KP (2015) Mass
spectrometric analysis of protein tyrosine nitration in aging and
neurodegenerative diseases. Mass Spectrom Rev 34:166-183

Yip KW, Reed JC (2008) Bcl-2 family proteins and cancer. Oncogene 27:6398-6406

Yoshioka Y, Yamamuro A, Maeda S (2006) Nitric oxide/cGMP signaling pathway
protects RAW264 cells against nitric oxide-induced apoptosis by inhibiting the
activation of p38 mitogen-activated protein kinase. J Pharmacol Sci 101:126-
134

Zhang W, Guo XY, Hu GY, Liu WB, Shay JW, Deisseroth AB (1994) A temperature-
sensitive mutant of human p53. EMBO J 13:2535-2544

73



Ko6zlemények

Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények

Judit Varga, Judit Bator, Marton Péter, Zita Arvai, Marianna Pap, Gyérgy Sétalo Jr.,
Jozsef Szeberényi: The role of the p53 protein in nitrosative stress-induced
apoptosis of PC12 rat pheochromocytoma cells. Cell Tissue Res. 2014. Oct;
358(1): 65-74. (2014) IF: 3,565

Judit Varga, Judit Bator, Gergd Nadasdi, Zita Arvai, Renata Schipp, and Jozsef
Szeberényi: Partial protection of PC12 cells from cellular stress by low-dose
sodium nitroprusside pre-treatment. Cell Mol Neurobiol. 2016. Oct; 36(7):
1161-1168. (2016) IF: 2,328 (2015)

Egyéb impakt faktoros kézlemények

Judit Bator, Judit Varga, Gergely Berta, Tamar Barbakadze, David Mikeladze, Jeremy
Ramsden, Jozsef Szeberényi: 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.
(2012) IF: 1,953

Judit Bator, Judit Varga, Jozsef Szeberényi: 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. (2013) IF: 2,350

A témahoz kapcsolodo konferenciak

Bator Judit, Varga Judit, Szeberényi Jozsef: Nitrogén-oxid hatdsa PC12 sejtek
jelatvitelére, XIII. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Eger, 2005 (Absztrakt: E85)

Varga Judit, Bator Judit, Stark Borbala, Harci Alexandra, Tarjanyi Oktavia, Szeberényi
Jozsef: Nitrogén-oxid szerepe PCI12 patkany phaeochromocytoma sejtek
apoptozisaban, XIV. Sejt- és Fejlodésbiologiai Napok, Balatonfiired, 2007
(Absztrakt: P114.)

74



Varga Judit, Harci Alexandra, Stark Borbala, Péter Marton, Bator Judit, Szeberényi
Jozsef: P53 fehérje szerepe PC12 patkany phacochromocytoma sejtek nitrogén-
oxid indukalta apoptozisaban, Semmelweis Egyetem PhD Tudoményos Napok,
Budapest, 2007 (Absztrakt: P-11/5.)

Judit Bator, Judit Varga, Marton Péter, Marianna Pap, J6zsef Szeberényi: 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
(Absztrakt: P48)

Judit Varga, Judit Bator, Jozsef Szeberényi: Nitric oxide-induced apoptosis of PC12
cells, 33 FEBS Congress and 11" ITUBMB Conference, Athén, Gordgorszag,
2008 (Absztrakt: PP7A-90)

Varga Judit, Bator Judit, Péter Marton: A p53 fehérje szerepe PC12 sejtek nitrogén-oxid
indukalta apoptozisaban, Bioldgus Doktoranduszok Konferenciaja, Pécs, 2009

Varga Judit: A nitrogén-oxid szerepe a sejthalal folyamataban. Magyar Biologiai
Tarsasag Szakiilése, Pécs, 2009

Varga Judit, Bator Judit, Péter Marton, Pap Marianna, ifj. Sétalo Gyorgy, Szeberényi
Jozsef: Dominans gatld p53 fehérjét expresszalo PC12 sejtek fokozottabban
érzékenyek a nitrogén-oxid apoptotikus hatdsara, XVI. Sejt- €s Fejlodésbiologiai
Napok, Siofok, 2011 (Absztrakt: 0O093)

Judit Varga, Judit Bator, Marianna Pap, Gyorgy Sétalo Jr., Jozsef Szeberényi: 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)

Varga Judit, Bator Judit, Nadasdi Gergd, Szeberényi Jozsef: Stressz hatdsok okozta
apoptozis részleges kivédése PCI12 sejtekben, VIII. Magyar Sejtanalitikai
Konferencia, Budapest, 2015 (Poszter: 28.)

Egyéb, a ttmahoz nem kapcsolodo konferenciak

Bator Judit, Varga Judit, Harci Alexandra, Stark Borbala, Tarjanyi Oktavia, Szeberényi

------

Biokémiai Egyesiilet 2006. évi Vandorgytlése, Pécs, 2006

75



Stark Borbala, Berta Gergely, Tarjanyi Oktavia, Harci Alexandra, Varga Judit, Ifj.
Sétalo Gyorgy és Szeberényi Jozsef: MG-132 jelatviteli és morfoldgiai hatésai
patkany feokromocitoma tenyészetekben, Magyar Biokémiai Egyesiilet 2006.
évi Vandorgytilése, Pécs, 2006

Tarjanyi Oktavia, Stark Borbala, Berta Gergely, Harci Alexandra, Varga Judit, Ifj.
Sétalo Gyorgy €s Szeberényi Jozsef: Proteaszoma gatldo (MG-132) és Src-
inhibitorok (PP1, PP2) neuronalis differenciaciot befolydsold hatdsainak
vizsgalata PC12 sejtekben, Magyar Biokémiai Egyesiilet 2006. ¢évi
Vandorgyiilése, Pécs, 2006

Bator Judit, Varga Judit, Szeberényi Jozsef: Manumycin kezelés hatdsa PC12 sejtek
napok, Budapest, 2006 (Absztrakt: P-11/18.)

Varga Judit, Bator Judit, Tarjanyi Oktavia, Szeberényi Jozsef: A Ras fehérje szerepe
PC12 sejtek nitrogén-oxid indukalta apoptdzisaban, Semmelweis Egyetem PhD
Tudomanyos Napok, Budapest, 2009 (Absztrakt: E-V111/6)

Bator Judit, Varga Judit, Szeberényi Jozsef: Ras-fliggd és Ras-fiiggetlen jelatviteli utak
szerepe PC12 sejtek nitrogén-monoxid indukalta apoptdzisaban, XV. Sejt- és
Fejlédésbiologiai Napok, Nyiregyhaza, 2009 (Absztrakt: ES04)

Bator Judit, Varga Judit: Nitrogén monoxid neuronalis differenciaciot és apoptdzist
befolyasold  jelatvitelének  Ras-fliggése,  Biolégus  Doktoranduszok
Konferencigja, Pécs, 2009

Judit Bator, Judit Varga, Jozsef Szeberényi: Pro-apoptotic and pro-survival effects of
sodium nitroprusside in PC12 cells expressing a dominant inhibitory RasH
protein, 1st International Doctoral Workshop on Natural Sciences, Pécs, 2012
(Absztrakt: O-03)

Judit Bator, Judit Varga, Jozsef Szeberényi: 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)

76



