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OSSZEFOGLALO

A protein kindaz D (PKD) az agyban nagy mennyiségben termel6do szerin/treonin kindz,
amely szdmos mas sejtélettani hatds mellett a sejteket érd stresszhatdsok kovetkeztében
aktivalodo jelatviteli folyamatokat is befolyasolhatja. Nem idegi sejteken végzett vizsgéalatok
szerint az oxidativ stressz esetén a mitokondriumokbol szarmazo oxigén szabadgyokok a
PKD altal iranyitott kaszkadrendszert aktivaljak. Az idegsejtekben azonban az oxidativ
stressz €s a PKD aktivacio kozotti 0sszefiiggésrol még kevés adat all rendelkezésre.

Munkam sordn az oxidativ stressz-okozta hatdsokat modelleztem egér embrionalis
kortikdlis idegsejttenyészeteken. A PKD autofoszforildciés szintjének vizsgalataval
kimutattam, hogy a H,O,-dal kivaltott oxidativ stressz hatasara a PKD az idegsejtekben
gyorsan aktivalodik. Eletképességi tesztek felhasznalasiaval megmutattam, hogy a PKD-ra
szelektiv gatloszerek a 24 oras oxidativ stresszt kovetd sejtpusztulas mértékét szignifikansan
csokkentik, vagyis a PKD aktivacidja a vizsgalt rendszerben neurotoxikus hatast kozvetit. A
PKD Aéltal iranyitott hatdsok mechanizmusanak felderitését az NFxB transzkripcios faktor

aktivitasat jelzd riporter-essz¢é alkalmazésaval kezdtem meg.



ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMPAR a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav receptor

DAG diacil-glicerin

DIV a kiiiltetést kovetd napok szama (days in vitro)

DMSO dimetil-szulfoxid

FCS fotalis borju szérum (fetal calf serum)

GAPDH gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

G0 6976 12-[2-cianoetil]-6,7,12,13-tetrahidro-13-metil-5-ox0-5H-indolo-[2,3-a]-
pirrolo-[3,4-c]-karbazol

JNK c-Jun N-terminalis kindz

KCN kalium-cianid

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

MTT 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium bromid

NF«B nukledris faktor k B

NMDAR N-metil D-aszpartat receptor

PDBuU forbol-12,13-dibutirat

PIP, foszfatidil-inozitol 4,5-difoszfat

PKC protein kinaz C

PKD protein kinaz D

PKDI-1 protein kinaz D inhibitor-1

PLC foszfolipaz C

TNFa tumor nekrozis faktor-o



BEVEZETES

A protein kinaz D (PKD) enzimek un. alternativ diacil glicerin (DAG) receptorok,
amelyek a szerin/treonin kindzok csoportjan beliil 6nallo csalddot alkotnak. Emlésokben a
csaladba harom izoforma (PKDI, PKD2 ¢és PKD3) tartozik, amelyek nagyfoku szerkezeti
hasonlosdgot mutatnak egymassal. A fehérjék N-termindlisan 1év6 regulaciés doménen beliil
megtalalhaté két ciszteinben gazdag Zn?*-ujj domén (Cy és Cy) és egy pleckstrin homologia
domén (PH), mig a katalitikus domén a C-termindlison helyezkedik el (1. abra). Bar ez a
szerkezet a protein kinaz C csaladra is jellemz6é, a PKD csalad tagjai eltéré szubsztrat-
specificitassal rendelkeznek [7; 28]. Egérben mindhirom PKD izoforma kifejezédik és
hasonld expresszids mintazatot mutat [5; 12]. A hasonlosagok mellett az egyes izoformak
domén-felépitése kozti kiilonbségek viszont arra utalnak, hogy a harom izoforma funkcidja
nem teljesen redundans [16]. Az eddig publikalt tudoményos munkak talnyomo része és

dolgozatom is a PKD1 izoforméaval foglalkozik (jel6lése a tovabbiakban PKD).
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1. abra. A harom protein kinaz D izoforma domén szerkezete (Van Lint s mtsai, 2002 nyoman).

A PKD aktivalasanak tobb kiilonb6z6 modja ismert. Legjelentdsebb ezek koziil a
foszfolipaz C (PLC) - DAG dependens Utvonal. A szamos kiilonféle kiilsé stimulust fogadni
képes G-fehérje kapcsolt receptorok, illetve tirozin kindz receptorok aktivaljak a PLC-t,
amely PIP,-bdl diacil-glicerint hasit. A DAG kozvetleniil és kdzvetve fejti ki hatasat a PKD-
ra. Egyrészt a PKD a C; doménjén keresztiil képes a DAG-hoz kotddni, amely kiilonb6zd

crer
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izoformék aktivalasara képes, amelyek a PKD-t foszforildlva annak teljes aktivacigjat
okozzak [14; 29]. Emellett a PKD aktivitasat az Abl/src kinaz altali tirozin-foszforilacio, a
kaszpaz-medialt hasitas, illetve Golgi-asszociacidé esetén a GPy-PKCn medialt atvonal is
szabalyozza [27].

A PKD-n keresztiili szabalyozas erdsen fiigg a fehérje sejten beliili lokalizacidjatol. A
nyugalomban citoszdlikus fehérje aktivacidja elsé 1épéseként a DAG-kotésen keresztiil a
plazmamembranhoz vagy endomembranokhoz rogziil, majd teljes aktivacidja esetén a
membranrdl levalva a sejtalkotok — pl. a sejtmag ¢€s a citoszol — kozotti kozlekedésre képes.
Ez a nagyfoki mozgékonysag lehetdvé teszi, hogy az enzim kiilonféle jelatviteli titvonalakat
térben és idoben is 0sszekdsson [11; 27; 29].

A PKD részvételét sejttipustdl fliggéen mar igen sokféle folyamatban kimutattak: a
PKD aktivitas a transz-Golgi halézatban a vezikula lefliz6dés irdnyitasat, a sejtproliferaciot,
az apoptozist vagy bizonyos plazmamembran fehérjék mikodésének szabalyozasat, a T- és a
B-sejt vagy a novekedési faktor jelatvitelt, illetve a sejtmotilitast és a tumor metasztazist is
befolyasolja [27; 29]. A PKD idegsejtekben betoltott szerepérél még keveset tudunk, bar a
PKD jelenléte mar korai embrionalis kortol fogva kimutathato a kézponti idegrendszerben [5;
12]. Szerepét az idegsejtek dendritfa arborizacidjanak szabalyozasaban, a Golgi apparatus
integritdsanak fenntartdsdban, illetve a neurondlis polarizicio kialakuldsdban mar
bizonyitottak [4; 31].

A PKD szamos olyan szignaltranszdukcids utvonalban jatszik szerepet, amely a
sejtpusztulds szabalyozasaval szoros kapcsolatban all. Nem idegi sejtekben kimutattak, hogy a
PKD karos oxigén szabadgyokok hatisara aktivalodik és az NFkB-utvonal aktivalasan
keresztiil részt vesz az oxidativ stresszre adott protektiv sejtvalaszban [24]. A PKD képes a
pro-apoptotikus JNK utvonal gatlasara [29], a H,O,-indukalta oxidativ stressz hatisara a
szintén pro-apoptotikus p38 MAPK foszforiladcio csokkentésére, illetve a sejttulélés NFxB

aktivacion keresztiili el@segitésére is [18].

Az oxidativ stressz fontos jelenség a stroke esetében. A stroke, azaz a széliités akkor
kovetkezik be, ha az agyszovet vérellatdsa vérrdg miatti érelzarodéas, vagy egy veérér
megrepedése miatt sériil, igy az érintett teriileten ischaemia (vagyis oxigénhianyos allapot) 1ép
fel. Az agyi ischaemia alatt, illetve az oxigénhianyos allapot megsziinését kovetden szamos,
az idegsejtek pusztulasat eredményezé folyamat jatszodik le. Az oxidativ karosodas a sejteket
a véraramlas visszadllasa (az un. reperfiizid) kovetkeztében éri - a hatas az ischaemids stroke

altal okozott sejtpusztulas egyik fontos tényezdje [30]. A PKD az idegrendszerben igen nagy



mennyiségben expresszalodik, de az oxidativ stresszre adott sejtvalaszban betdltott szerepérol

idegsejtekben még keveset tudunk.

CELKITUZES

Munkdm soran az idegsejttenyészetekben H,O; kezelést alkalmaztam, amely reaktiv
oxigén szabadgyokok felszabadulasa révén okoz a sejtek szamara oxidativ stresszt [24].
Kisérleteimmel annak felderitésére toreckedtem, hogy az egér primér kortikalis
idegsejttenyészetekben kivaltott oxidativ stressz sordan a PKD vajon aktivalodik-e, és
aktivacioja a sejtpusztulas mértékére van-e hatdssal. A PKD-fiiggd folyamatok igazolasat
kovetden azt is fel szeretném deriteni, hogy ezek a hatasok milyen jelatviteli titvonalakon

keresztiil zajlanak.



ANYAG ES MODSZER

Sejtkulturdk

A kortikalis tenyészeteket 14-16 napos egér (CD1) embridkbdl allitottam eld a
laboratoriumunkban altalanosan alkalmazott protokoll [4; 25] kiss¢é moddositott valtozata
szerint. A sejteket poli-L-lizinnel bevont tenyészté lemezekbe iiltettem ki. A sejtsiirliség a 96-
lyukt lemezekben 1x10°-8x10* db sejt/lyuk, a 24-lyuka lemezekben 5x10° db sejt/lyuk, a 6-
lyuku lemezekben 1,5-1x10° db sejt/lyuk volt. A sejtek a kiiiltetést kovetd 1. napig (DIV1)
5% FCS-t (Invitrogen) tartalmazo Neurobasal-B27 (Invitrogen) mediumban inkubalodtak,
ekkor a tapot FCS-t nem tartalmazd Neurobasal-B27 mediumra cseréltem. Mind az FCS
tartalmi, mind pedig az FCS-mentes Neurobasal-B27 medium tartalmazott 0,5 mM
GlutaMax-ot (Invitrogen), illetve 40 ng/ml Gentamicin (Sanofi-Aventis) antibiotikumot és 2,5
pg/ml Amphotericin B (Sigma) gombaellenes szert is. A glialis osztodas leallitasara a sejteket
még aznap, vagy masnap (DIV1-2) 10 puM citozin arabinofuranoziddal (CAR; Sigma)
kezeltem. A CAR kezelést kovetden, a harmadik, illetve az 6tddik napon FCS-mentes

Neurobasal-B27 tappal teljes tapcserét végeztem a sejteken.t
Kezelések

Az oxidativ stressz kivaltasara alkalmazott H,O,-t (Sigma; 30 v/w%), illetve a
gatloszereket Neurobasal mediumban higitva adtam a sejtekhez. A PKDI-1 (Vichem Kft),
illetve a G 6976 (Calbiochem) gatloszerek torzsoldata 5 mM volt DMSO-ban (Sigma) oldva.
A gatloszereket véghigitasban 1 pM koncentracioban alkalmaztam, két oras eldkezeléssel. A
gatloszeres kezelések kontrolljaként 0,02 % végkoncentracioban DMSO-t adtam a sejtekhez.
A PDBu (Sigma) torzsoldata 2 mM volt DMSO-ban oldva. A kezelések soran az anyagot 1
uM véghigitasban adtam a sejtekhez.

A tenyészetek életképességéenek meghatarozasa MTT-modszerrel

Az é¢letképességi teszteket 96-lyuku lemezre kitiltetett, DIV8 kort tenyészeteken, a
kezelések megkezdése utan 24 oOraval végeztem. Az egyes lyukakat 200 pg/ml
végkoncentracioju  MTT-vel (Sigma) inkubaltam, majd, miutdin mikroszkop alatt
megfigyeltem a reakcid telitésbe menetelét jelzd kék formazan kristdlyok keletkezését, a

reakciot 40-45 perc mulva savas izopropil-alkohollal leallitottam. A keletkezett formazan

' Ezen tenyésztési koriilmények kozott a tenyészetek neurontartalma min. 95 %, amit immuncitokémiai
festésekkel, illetve az alacsony GFAP tartalommal is ald tudtunk tdmasztani (nincs bemutatva).



kristalyok feloldasat kovetden az egyes lyukak optikai denzitasat 570 nm (mérési) és 620 nm

(referencia) hullamhosszon, fotométerrel (Multiskan EX) hataroztam meg.
Mintafelvétel és Western Blot

A kisérleteket 6-lyukti lemezre kiiiltetett, DIV8 kora tenyészeteken végeztem. A
kisérletek végén a hideg PBS-sel mosott sejtekre proteaz és foszfatdz inhibitort tartalmazé
lizis puffert mértem [1d. 4]. A felszedett mintak fehérje-tartalmat Bradford-esszé segitségével
allapitottam meg. A fehérjemintakat SDS-PAGE technikaval, 10%-0s poli-akril-amid gélen
megfutattam, majd PVDF membranra blottoltam at. A foszforilalt PKD kimutatasara a-pS910
PKD (poliklonalis nyal IgG, 1:2000; [7]), az 0ssz-PKD1 kimutatdsara a-PKD (poliklonalis,
nyul, 1:2000, Santa Cruz; detekcio: 115 kDa), a neuronspecifikus IIIB-tubulin kimutatasara a-
[IIB-tubulin (monoklonalis, egér, 1:5000, Exbio; detekcid: ~55 kDa), a GAPDH kimutatasara
a-GAPDH (poliklonalis, nyul, 1:6000, Sigma; detekcio: ~37 kDa) ellenanyagot hasznaltam. A
fehérjék kimutatasara torma peroxidazzal jelolt anti-egér, illetve anti-nyal (Jackson, 1:20000)
masodlagos ellenanyagokat hasznaltam. A detekcido ECL rendszer (Luminata Crescendo vagy
Immobilon rendszer; Millipore) segitségével tortént. Az adatok kiértékelésénél az egyes

csikok intenzitdsat az ImageQuantTL programot hasznélva, denzitometralassal értékeltem ki.
A Western Blot eredmények denzitometrdldsa

A denzitometralas sordn az egyes Western blot-ok végeredményeként kapott el6hivott
filmek 300 dpi-ben beszkennelt képeivel dolgoztam. Az egyes mintakban a fehérjedetekcio
segitségével megjelenitett, specifikus csikokat a program segitségével a hattértdl
elkiilonitettem, illetve koriilhataroltam. Az adott csik kiterjedését és pixel-intenzitasat
figyelembe véve a program kiszamol egy intenzitasértéket. Ezek a mennyiségek az egyes
Western blot-ok ko6zott nem Osszehasonlithatdak, mivel a csikok vastagsaga, illetve
feketesége az el6hivas szamos paraméterétol fiiggd, relativ érték. Eppen ezért a kiértékelés
soran mindig relativ értékekkel dolgoztam, ahol a denzitometralt értékeket az ugyanazon blot-
on detektalt, kontroll mintdk specifikus csikjain meghatarozott intenzitasértékekhez
viszonyitottam. Az igy kapott %-os valtozasokat a kiilonb6z0 blot-ok kozott mar 6ssze tudtam
atlagolni (I1d. részletesen a dolgozat EREDMENYEK részében).

A PKD 0910. szerinjének foszforilaltsdgi szintjének meghatdrozasakor az egyes
mintdkban detektalt pS910 intenzitasértéket az 0ssz-PKD mennyiséget detektaldo a-PKD
szinthez viszonyitottam, majd ezt az aranyértéket elosztottam az ugyanabban a mintaban
detektadlt GAPDH szinthez tartoz6 intenzitasértékkel. A GAPDH szintre valé normalés

segitségével a felvitt fehérjemennyiséggel aranyos értékeket kaptam. Az adott mintara igy



kiszamitott értékeket vonatkoztattam az ugyanazon blot-ra felvitt, kontroll mintdkban
ugyanigy meghatarozott aranyértékekhez.

A teljes PKD szint adott kisérleten beliili valtozdsanak meghatarozasahoz az egyes
mintdkban detektalt 6ssz-PKD mennyiséghez tartozd intenzitasértéket osztottam el az
ugyanazon mintaban detektélt, neuronspecifikus tubulin szintet jelzd intenzitasértékkel, majd
az igy kapott értékeket a kontroll mintdban detektalt intenzitasértékekbdl kiszamolt értékhez

viszonyitottam.
NF«B riporter-esszé

A 24-es lemezre kitiltetett sejteket DIVS-on lyukanként 0,8 ug pRL-TK-luc és 0,8 ug
NFxB-luci plazmiddal, 3,2 ul Lipofectamine 2000 reagens (Invitrogen) segitségével és a
gyartd utasitdsai alapjan kotranszfektaltam. Az elébbi konstrukcid egy folyamatosan
transzkriptalodo Renilla luciferazt kodol és a transzfekcios hatékonysag kontrolljaként
szolgalt, mig az utobbi az NFkB promoterrél meghajtott Firefly luciferaz enzimet kodolja,
amely csak akkor irodik at, ha a promoteréhez NFkB kotédik. A kezeléseket 24 oraval a
transzfekcid utdn kezdtem meg. A kisérletek elinditasa utan 6 oraval jégre rakott lemezek
lyukaihoz 5x higitott Passive Lysis Buffer-t (Promega) adtam. Minimum 15 perc jégen torténd
rdzatas utan a mintakat felpipettaztam. Méréskor eldszor a minték Firefly luciferaz aktivitasat,
azutdn a minta Renilla luciferaz aktivitdsdit mértem meg az adott enzim specifikus
szubsztratjainak hozzdadasa utdn luminométer (Fluoroskan FL) segitségével. A luciferaz
enzim szubsztratokat A. Hausser munkacsoportjanak (Stuttgarti Egyetem, Sejtbiologiai €s
Imunologiai Intézet) protokollja alapjan készitettem el. Az adatok kiértékelése soran a Firefly
lumineszcencia/Renilla lumineszcencia aranyt hasonlitottam 6ssze, majd a kontroll értékének

széazalékdban adtam meg.
Statisztikai analizis

A statisztikai elemzésnek (GraphPad Prism) alavetett Western Blot és életképességi
teszt eredményeim minimum harom fiiggetlen kisérlet adataibol, 96-lyuka lemezek esetében
kezelésenként 5-8 parhuzamos mérésbol szarmaznak. Az NFkB riporter-esszék eredményei
minimum 5 fiiggetlen kisérlet adataibol szarmaznak, kezelésenként 3-4 parhuzamos mérésbdl.
Az eltérés szignifikancidjanak megéllapitasara normal eloszlasti adatsorok esetében
parositatlan t-tesztet, nem normal eloszlasti adatsorok esetében pedig Mann-Whitney tesztet
alkalmaztam (p<0,05). Az adatok normal eloszlasanak ellenérzésére Kolmogorov-Smirnov

probat hasznaltam.
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EREDMENYEK

A H,0; kezelés idegsejttenyészetekben dozisfiiggd sejtpusztuldst okoz
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‘—;; 40.0 7 atlagértékek kiszamitasa a H,O,-dal nem
28 00 éx' kezelt, kontroll értékek —szazalékdban
=3 @ U1 L megadott — a taléld sejtek aranyat jelzé —
2 g értékek 100 %-bol vald  kivondsaval

0 25 50 75 100 tortént. Hibasavok: SEM. *: p<0,05.

H,0, koncentracio (uM)

Az oxidativ stressz modellezésére alkalmazott H,O, kezelés esetén a 24 0ras,
folyamatos kezelés utan mar 12,5 uM H,0; is szignifikdns mértékili sejtpusztulast okozott a
kontrollhoz képest, 100 uM H,0, esetében pedig kozel 100%-os toxicitast figyeltem meg (2.
abra). A Hy0; kezeléshez tartozé LDsg érték megkozelitdleg 50 uM volt. A rovid kisérleti
id6tartamoknal (1-6 h) ezért a markansabb hatést eredményezd 100 uM, illetve 50 uM H,0;

kezelést alkalmaztam.

A H>0, kezelés a PKD aktivaléodasat okozza

. - l
a-pS910 ] g g s <115 kDa >13° kDa

[

a-PKD _'F ; — p— <115 kDa | — bt

a-lliBtub |y ST g S N e, N [€~55kDa | o |55 kDa

a-GAPDH | I . . W, O, i (€-37KDa b| g,
€ S s & ¥ ¥ <

H,O, (100 uM)

3. abra. H,0, kezelés hatasa a PKD foszforilaltsagi szintjére. Reprezentativ Western Blot. Az 4bra jobb szélén
a molekulasuly markerek helyét jeloltem. Az egyes ellenanyagok leirasat részletesen 1d. a szovegben. Pozitiv
kontrollként a PKD markans foszforilacidjat kivaltd, 1 uM forbolészterrel (PDBu) kezelt tenyészet szolgalt.

A PKD szamos auto-, illetve transzfoszforilacios hellyel rendelkezik [28]. Mivel a 910.

pozicidban elhelyezkedd szerint a PKD az upstream aktivalasat kovetéen autofoszforilalja, a

foszforilalt szerin910 ellen termeltetett ellenanyag (a-pS910) segitségével a PKD katalitikus
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aktivitdsanak valtozasat Western Blot technikaval nyomon lehet kdvetni [7; 10]. A PKD
aktivacié pozitiv kontrolljaként forbol-észter (PDBu, 1 uM végkoncentracidban, 10 percig)
kezelés szolgalt, amely a PKD-t erésen aktivalja [28]. A teljes PKD mennyiséget a PKD1
ellen termeltetett ellenanyag (a-PKD) segitségével mutattam ki. A neuronspecifikus III3-
tubulin (a-111p tubulin) csikja a mintaban levé idegsejtek, a minden sejtben termel6dd
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (a-GAPDH) csikja pedig az 0Ossz-sejtmennyiséget
tikkr6zi. Az adatok kvantifikdldsa soran a csikok denzitometraldsat kovetden a foszforilalt

PKD mennyiség teljes PKD mennyiséghez viszonyitott aranyat vizsgaltam.

120 1

] ~I— * 4. abra. H,0, kezelés hatasa a teljes PKD
80 A + szintre. Hat fiiggetlen mérésbodl szarmazo
adat denzitometralasa. Az atlagértékek az
egyedi blottokra felvitt és H,0,-dal nem
40 1 kezelt, kontroll mintak PKD/tubulin

aranyanak szazalékaban vannak megadva.
Hibasavok: SD. *: p<0,05.
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Ezzel a mddszerrel a rovid tavi hatdsokat kivantam vizsgalni, igy a mintafelvételt

megeldzden a H,O; kezelést (100, vagy 50 uM) 10, 30, 60, 120 és 240 percig alkalmaztam. A
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5. abra. (A) 100 uM-os H,0, kezelés hatasa a PKD foszforilaltsagi szintjére. Hat fliggetlen mérésbdl szarmazo
adat denzitometralasa. Az atlagértékek az egyedi blottokra felvitt és H,O,-dal nem kezelt, kontroll mintak
GAPDH tartalomra vonatkoztatott pS910/PKD aranyanak szazalékaban vannak megadva. *: p<0,05. (B) 50
uM-os H,0, kezelés hatasa a PKD foszforilaltsagi szintjére. Az atlagértékek az egyedi blottokra felvitt és
H,0,-dal nem kezelt, kontroll mintdk GAPDH tartalomra vonatkoztatott pS910/PKD aranyanak szazalékaban
vannak megadva. *: p<0,05. (A és B) Hibasavok: SEM.
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kezelés 120. percéig a tenyészetek atlagos sejtszdma és neurontartalma gyakorlatilag nem
valtozott, amit az a-GAPDH ¢és a-llIBtubulin csikok egyenletes intenzitasa is jelez (3. abra),
azonban az 0ssz-PKD mennyiség a 60 percnél hosszabb H,0; kezelés hatdsara fokozatosan
csokkent (3-4. abra). A PKD S910 autofoszforilacios szintje a kezelés soran gyors novekedést
mutatott: a foszforilalt szerin910 6ssz-PKD mennyiséghez viszonyitott aranya mar a kezelés

10. percében megnott, és szintje a 30-60. percben volt a legnagyobb (5. abra).

A Hy0; kezeléssel kivaltott sejtpusztulas mértékét a PKDI-1 csékkenti, mig a G6 6976

inhibitor nem valtoztatja

120

6. abra. A szelektiv PKD gatloészer (PKDI-1)
| 1 hatdsa az idegsejtek életképességére. Egy
mérésbol szarmazo adatsorok, kezelésenként 5-
6 parhuzamos adattal. Az egyes lyukakat
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kezeltem 24 6ran at. Az atlagértékek a DMSO-
val kezelt lyukakban mért életképességi értékek
szazalékaban vannak megadva. Hibasavok: SD.
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PKDI-1 koncentracié (nM)

Altalanos probléma a PKD enzimek vizsgalataval kapcsolatban, hogy a kereskedelmi
forgalomban szelektiv PKD inhibitorok nem kaphatok. Az éltaldnosan alkalmazott G6 6976

inhibitor példaul elsésorban a protein kinaz C izoformakat gatolja, bar hat a PKD-ra is [9].

>
w
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e RS * _ OPKDI-1 -
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7. abra. A szelektiv PKD gatloszer (PKDI-1) hatasa az idegsejtek H,O, kezeléssel kivaltott pusztulasara.
Hérom fiiggetlen mérésbdl szarmazo adatsorok, kezelésenként 5-6 parhuzamos adattal. (A) Az atlagértékek
a H,0,-dal és gatloszerrel nem kezelt lyukakban mért életképességi adatok szazalékaban vannak megadva.

kapott lyukakban mért életképességi értékek szazalékaban vannak megadva. (A és B) Hibasavok: SEM. *:
p<0,05.
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Sajat vizsgalataim soran egy Ujonnan kifejlesztett, a PKD-ra nézve szelektivebb gatloszert
alkalmaztam (PKDI-1), amelyet a Vichem Kft. bocsatott a laboratorium rendelkezésére®.
Eredményeim alapjan (6-7. abra) az alkalmazott 24, illetve 26 6ras kezelést kovetden a sejtek
¢letképességét a PKDI-1 nem befolyésolta szignifikdnsan. A kontroll lyukakba mért 0,02%
DMSO sem okozott ¢életképességcsdkkenést (nincs bemutatva).

A laboratériumban masok mérései alapjan a PKDI-1 1 uM koncentracioban mar
hatékonyan gatolja a PKD-t, ezért sajat kisérleteim soran is ezt a koncentraciét alkalmaztam.
Megvizsgaltam, hogy a 12,5, 25, 50, 75 ¢és 100 uM hidrogén-peroxiddal kivaltott sejtpusztulés
mértékére az inhibitor jelenléte milyen hatdssal van. A neurotoxikus kezeléseket megel6zden
az eloallito eldirdsainak megfelelden két 6ras PKDI-1 el6kezelést alkalmaztam, ezt kdvetden
a gatloszer a tapfolyadékban folyamatosan jelen volt, fliggetleniil att6l, hogy a toxikus kezelés
meddig tartott.

A 24 oras, folyamatos H,O, kezelést kdvetden azt tapasztaltam, hogy a PKDI-1
inhibitor jelenlétében az alkalmazott hidrogén-peroxid koncentracié szignifikansan kisebb
¢letképesség-csokkenést okozott (7. A dbra). Ez a protektiv hatds a 75 és 100 uM H,0;
kezelésnél volt a leglatvanyosabb (7. B 4bra).

120 * ODMSO 8. abra. A G6 6976 hatasa az idegsejtek
0G56976 H,0, kezeléssel kivaltott pusztulasara.
Harom fiiggetlen mérésb6l szarmazo
adatsorok, kezelésenként 5-6 parhuzamos
adattal. Az atlagértékek a H,O,-dal és

gatloszerrel nem Kezelt lyukakban mért
¢életképességi adatok szazalékaban vannak
F—h megadva. Hibasavok: SEM. *: p<0,05.

0 125 25 50
H,O, koncentracié (uM)
A kovetkezOkben megvizsgaltam, hogy egy széles korben hasznalt PKD gatloszernek
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hasonld hatdsa van-e a sejtek talélésére. A GO 6976 inhibitort masok hosszu tava
kisérleteinek mint4jara [8] szintén 1 uM koncentraciéban és a PKDI-1 gatloszerrel valo

kezeléssel azonos modon, két oras elokezeléssel alkalmaztam. Erdekes megfigyelés volt,

> A gatloszer kereskedelmi forgalomban nem kaphatd, ezért megnevezésére kodnevet hasznalunk. A
Vichem Kft. altal rendelkezésiinkre bocsatott informacidk szerint a PKDI-1 az ATP-kotd helyet blokkolo
allosztérikus inhibitor, amely a PKD-t nanomolaris ECs értékben gatolja, de kisebb mértékben bizonyos PKC
izoformakra is hat.
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hogy a GO 6976 a kontroll, H,O,-dal nem kezelt tenyészetek életképességét kis mértékben, de

szignifikansan csokkentette, de a H,0O; jelenlétében nem fejtett ki protektiv hatast (8. abra).

A H,0; kezeléssel kivaltott PKD aktivacio mértéke inhibitor jelenlétében csokken

A kovetkezOkben megvizsgaltam, hogy a PKD gatloszerek befolyasoljak-e a PKD
oxidativ stressz hatasara bekovetkezd foszforilaciojanak mértékét. Az inhibitor koncentraciok,
illetve a gatloszeres kezelések menete az életképesség-mérésekben alkalmazottakkal
megegyeztek (7-8. abra), és a H,O, kezelések protokollja is megegyezett a 3-5. abran is

bemutatott, rovid tava kisérletek sordn alkalmazottakkal.

PKDI1 - + - + - + - 4+ - + - %
¥ = . I g |~130 kDa

a-pS910 [, v ﬂ‘ [ . Xl Y *f|<115kDa> q
—130 kDa

APKD |y g g, o, o, G, S - — <115 kDa p-| ¥y
a-llIBtub | S i ey o S S T — g g @5 |<~55 kDa p>| #e |~55 kDa
a-GAPDH | /A 0 o, i S, Sy My e, o o, . |4~37kDa »| #*A|-35 kDa

2
Kontroll 10perc 30 perc 60perc 120 perc 240 perc 00

H,0, (100 pM)

9. abra. A PKDI-1 gatloszer hatasa a PKD oxidativ stressz altal eldidézett aktivacidjara. Egy reprezentativ
Western Blot. Az abra jobb szélén a molekulastuly markerek helyét jeloltem, a PDBu-val kezelt minta pozitiv
kontrollként szolgalt.
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10. abra PKDI-1 és G6 6976 hatasa a PKD oxidativ stressz altal el6idézett aktivaciojara (A) 100 uM H,0,
kezelés, illetve (B) 50 uM H,0, kezelés esetén. Az atlagértékek az adott ideig H,O,-dal és gatloszerrel kezelt
mintdkban mért pS910/PKD aranynak az adott ideig H,O,-dal és DMSO-val kezelt mintakban mért
pS910/PKD aranyhoz viszonyitott szdzalékaban vannak megadva. Hibasdvok: SEM. (A és B) Két, illetve két-
két fliggetlen mérésbol szarmazo adat denzitometralasa, ami a statisztikai elemzéshez még kevés adat.

A Western Blot eredmények kvantifikalasat kdvetden megallapitottam, hogy a H2O»

kezelések esetén a 910. pozicidban levd szerin foszforilaltsaganak relativ szintjét mind a
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PKDI-1, mind a G6 6976 csokkentette (9-10. abra). Meglepd, de mindkét gatloszernél
egybecsengd eredményeim alapjan a kontroll, H;O,-dal nem kezelt tenyészetekben a

gatloszerek a PKD 910. szerinjének foszforilaltsagi szintjét megnovelték (10. abra).
Az NFxB aktivitas valtozasa a PKDI-1 gatloszer jelenlétében

Az oxidativ stressz altal aktivalt PKD és az NFkB tutvonal kapcsolatat nem neuralis
sejtekben  kordbbi kutatdsok mar bizonyitottdk [18; 24]. Ennek alapjan az
idegsejttenyészetekben az NFkB aktivacio mértékét a H,O, kezelés, a PKDI-1 gatloszer,
illetve ezek egylittes alkalmazasa esetén is vizsgalni szeretnénk. Az NFxB aktivitas
kimutatasat az NFkB riporter-essz¢é segitségével vizsgaltam (Id. ANYAG ES MODSZER). A
kiilonboz6é kezelések életképességre gyakorolt hatasat MTT-esszé segitségével is nyomon
kovettem.

Az NFxB riporter-essz¢ idegsejttenyészetekben torténd megfeleld kivitelezése
technikailag nem egyszeri feladat, hiszen az idegsejteket két riporter plazmiddal kell
transzfektalni. Mivel az érettebb, mar hosszi nyulvanyokkal rendelkezd idegsejtekben a
Lipofectamine reagenssel elvégzett transzfekcio hatékonysaga alacsony (<0,1%), nehéz olyan
koriilményeket elérni, ahol a riporter konstrukciok megfelel6 mennyiségben termelédnek®. A
kezdeti probalkozasokat kovetéen a méres €rzékenységét sikeriilt megfeleléen beallitanom,

amit a pozitiv kontrollként alkalmazott 20 ng/ml TNFa-val torténd kezelés is alatamasztott* :

11. abra. A PKDI-1 hatasa az idegsejtekben

200 *
EE 180 * az NFKB aktivaciojara. Két (TNF kezelés),
ggg h l I illetve 6t (PKDI-1 kezelés) fiiggetlen
i = § 12 [ | mérésbdl szarmazo adatsorok Osszesitése. Az
% E% 100 atlagértékek a TNF-fel és gatloszerrel nem
g ﬁ‘_ﬂ; :Z kezelt lyukakban mért Firefly/Renilla
S 28 . luciferaz lumineszcencia érték-aranyainak
'-'_-E 2 szazalékaban vannak megadva. Hibasavok:
° SD. *: p<0,05.
TNF (20 ng/ml) - + -
PKDI-1 (1uM) - - +

% A transzfekcios hatékonysag névelésére a nukleofekcié technikat is kiprobaltam, ahol a Lonza
Nucleofector késziilékével a kiiiltetés soran, még szuszpenzidoban végeztem el a plazmidok transzfektalasat.
Ezzel a mddszerrel sokkal magasabb (~30%) transzfekcids aranyt sikeriilt elérnem (a GFP-pozitivitas alapjan
FACS-szal megallapitott érték), de a transzfektalt idegsejtekben a kitiltetést kovetd napokban egyre fokozodo
sejtpusztulast figyeltem meg. Mivel a H,0, kezelésre csak a kiiiltetést kovetd 8-9. napon kertilt sor, az erre az
iddre bekovetkez6 nagy mértéki idegsejtpusztulas a riporter essz¢ alkalmazasat lehetetlenné tette.

* A TNFa az NFkB jol ismert aktivatora [13].
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a két fiiggetlen tenyészeten elvégzett TNF kezelés a kontroll tenyészetekhez viszonyitva
147+24,7 %-os aktivitasvaltozast okozott (11. abra).

Az 1 uM-ban alkalmazott PKDI-1 esetében 5 fliggetlen tenyészet értékeit atlagolva is
azt tapasztaltam, hogy a gatloszer 6nmagaban alkalmazva szignifikans, az alkalmazott TNFa-
kezeléshez hasonld mértékii NFkB aktivitas-novekedést valtott ki (135£19 % a kontroll érték
szazalékdban; 11. dbra). A parhuzamosan elvégzett MTT-mérések alapjan az inhibitor a sejtek
¢letképességében — korabbi méréseim eredményeivel egybehangzdan — nem okozott valtozast.

A 100 uM H;0,-dal tortént kezelésekbdl szarmazd mintdk eredményei egyeldre
ellentmondasosak. Mivel a 100 uM H,0, az alkalmazott 6 6ras kezelés alatt a tenyészetek egy
részében mar jelentds sejtpusztulast okozott, az egyes tenyészetekben megallapithato NFxB
aktivacio mértéke jelentdsen eltérd volt. A konzisztens eredményekhez sziikséges tovabbi
mérések jelenleg folyamatban vannak. Eddigi eredményeim alapjdn megallapitotam, hogy a
transzfekcid jelentésen megnovelte az idegsejtek érzékenységét a H,O, kezelésre, igy az
alkalmazott H,O, koncentracié 50, 25, illeve 12,5 puM-ra csokkentésével igyekszem

megoldani ezt a problémat (nincs bemutatva).
AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

e A H;0; kezelés alkalmas az oxidativ stressz altal okozott neurodegeneracio in vitro
modellezésére.

e A HyO; kezelés a PKD Ser910 gyors, 10 percen beliili foszforilacigjat okozza, ahol a
maximalis aktivaciot megkozelitdleg a kezelés 30. percénél tapasztaltam.

e A PKDI-1 gatloszer alkalmazisa 6nmagaban a sejtek életképességét nem befolyasolja,
de oxidativ stressz esetén az idegsejtek talélését serkenti, protektiv hatasta. A G6 6976
gatloszer ezzel szemben normal korilmények mellett kissé csokkenti az
¢letképességet és oxidativ stressz esetén az idegsejtek tulélését nem befolyasolja.

e Normal koriilmények mellett a gatloszerek dnmagukban alkalmazva kivaltjak a PKD
910. szerinjének foszforilalodasat. Oxidativ stressz hatdsdra azonban mind a két
vizsgalt gatloszer csokkenti ennek mértékét.

e Munkam soran sikeriilt az NFkB riporter-esszé mérési paramétereit beallitanom.
Eddigi eredményeim azt mutatjak, hogy a PKDI-1 jelenléte NFkB aktivaciot okoz a

neuronalis tenyészetekben, mikdzben a sejtek ¢letképességét nem befolyasolja.
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Az oxidativ stresszre adott neurondlis sejtvalasz mechanizmusanak felderitésének az
agyi ischaemids stroke kutatdsdban van jelentdsége, amely az egyik leggyakoribb halalok a
fejlett orszagokban [30]. A kezeléshez -elengedhetetlen az ischaemias stroke
mechanizmusanak megértése, amiben az ischaemids stroke soran lejatszo6do részfolyamatok
modellezése segitséget nyujthat. Az ischaemia soran fennalld anoxids (O, hianyos) —
hipoglikémias dllapot modellezésére alkalmas a kalium-cianid — dideoxigliikoz kombinalt
kezelés, amely a glikolizis és a mitokondrialis termindlis oxidacid gatlasat okozza [17]. Az
O,- és energiahianyos allapot kovetkeztében hamar kialakul az excitotoxikus hatas. Az
energiahianyos allapot a preszinaptikus membran depolarizacidjat és a fesziiltség-fliggd Ca?*
csatorndk aktivalasat okozva megnovekedett mértekli glutamét felszabaduldst idéz eld,
emellett a glutamat asztrocitak altal elvégzett Gjrafelvételét is megzavarja. Mindezek
kovetkeztében a szinaptikus résben levd glutamat koncentracidja jelentésen megnd a normalis
értekekhez képest, amely az ionotrép glutamat receptorok (elsésorban NMDAR és AMPAR)
tulzott mértekli és til sokaig fenndlld aktivacidjat okozza. Ebbdl kifolydlag a sejten beliili
Ca®* koncentracié nagymértékben megndvekszik, s proteazok és endonukledzok aktivalasat,
illetve kozvetetten szabadgyokok felszabadulasat okozza [30]. Az excitotoxikus hatas
modellezése magas extracellularis glutamat koncentracio 1étrehozasaval lehetséges, amely az
ionotrép glutamat receptorok tulserkentéséhez vezet [1]. Az oxidativ stressz-hatds az
ischaemias allapot megsziinése utan, a reperfuziokor is fenyegeti a sejteket, mivel azok a
hirtelen megnovekedd6 O; koncentracid kovetkeztében keletkezd szabadgyokoket nem
képesek elég gyorsan eltavolitani, igy sejtpusztulast el6idéz6 karosodasokat szenvedhetnek
[30]. Az ischaemia altal kdzvetleniil érintett teriileten kiviil ez a jelenség a sejtpusztulas egyik
f6 oka az ischaemias ¢és a karos hatas altal érintetlen agyteriiletek kozott fekvd, un. penumbra
teriiletén [6]. TDK dolgozatomban az oxidativ stressz kivaltasaval kapcsolatos
eredményeimet mutatom be, de a masik két neurotoxikus hatds modellezésével is
foglalkoztam. Az anoxids-hipoglikémias, illetve az excitotoxikus irdnyokba torténd

vizsgalddast tovabbi munkam sordn még folytatni szeretném.
Oxidativ stressz hatdasara az idegsejtekben a PKD 910. szerinje gyorsan foszforildalodik

Munkdm soréan sikeriilt bizonyitanom, hogy oxidativ stressz hatasara a protein kindz D
az idegsejtekben igen gyorsan, 10 percen belil foszforilalodik; a 910. szerin

foszforildlodasdnak maximalis szintjét kb. 30 perc alatt eléri. Mivel a 910. szerin
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foszforilacigja nagy mértékben a PKD aktivaciojat kovetd autokatalitikus hatds eredménye, a
relativ foszforilaltsdg szintjét a PKD katalitikus aktivalodasanak altalanosan alkalmazott
detektalasara hasznaljak [7; 10]. Meg kell jegyezni azonban, hogy az ujabb kutatasok
fényében a PKD aktivitds detekciojanak a 910. szerin foszforilaltsagi szintjének elemzése
nem 100%-osan megbizhatdé mddszere (1d. késébb).

A PKD aktivacido neurondlis sériilések alatti altalanos voltara utal, hogy a PKD
aktivaciojat az idegsejteket éré6 DNS karosodés, a lipopoliszachariddal kivaltott gyulladés
vagy anoxia-hipoglikémia esetén is kimutattak [2; 19; 21]. Ezzel G6sszhangban sajat és
munkatarsaim adatai szerint az idegsejtekben a glutamat excitotoxicitds és az anoxia-
hipoglikémia is a PKD aktivaciojat eredményezte (nincs bemutatva). Az excitotoxicitas,
illetve hipoxia és a PKD aktivécio kozotti kapesolat 1étezését mas tanulmanyok eredményei is
alatdmasztjak, bar részben kézvetett modon. Ismert, hogy az excitotoxicitds azon tal, hogy az
intracellularis Ca®* szint megnovelésén keresztil reaktiv  oxigén szabadgyokok
felszabadulasat, ¢s igy a PKD foszforilaciojat idézi eld, foszfolipazok aktivacidjat is
indukalja. Ilyen példaul a PLC, amelyrdl jol ismert, hogy DAG képzddését indukalja, ami
pedig a PKD kotddéséhez, majd aktivalodasdhoz vezet [34]. A hipoxia kovetkeztében

Glu
Excitotoxicita N / |

—_ 3
NMDAR/ NMDAR ¥ ———> PLC ——> DAGA 33
AMPAR ? ? @

IKK
komplex

Mitokondrium *ROS = reaktiv oxigén szabadgyokok

12. abra. A PKD aktivacidja kapcsolatba hozhaté az ischaemias stroke soran, illetve annak kdvetkeztében
lezajlo harom alapvetd jelenséggel: a hipoxia allapotaval, az excitotoxicitassal, illetve az oxidativ stresszel
kozvetlen, illetve kozvetett bizonyitékok (pl. DAG felszabadulas, vagy PLC aktivacid) alapjan [23; 24; 34;
;35].
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aktivalodo szignalizacios utvonalakon beliil a DAG altal kozvetitett jelatviteli Gtvonalak
szerepérodl is van adat [35] (12. &bra).

Az altalam vizsgalt koriilmények mellett az oxidativ stressz hatdsara torténd aktivacio
kinetikaja gyors volt, ami a nem-idegsejtekben publikalt adatokkal is jol korrelal, hiszen a
PKD endomembranokhoz vald transzlokécioja és aktivacioja is relative gyors, perceken beliil
lezajlé folyamat [11].

A jelenségek értelmezése szempontjabdl fontos kérdés, hogy a H,O, kezelés vajon
milyen upstream szabalyozas révén vezethet az aktivaciohoz. Az valoszinlileg altalanosan
érvényes, hogy a PKD aktivacidjahoz az endomembranok DAG-jahoz torténd asszociaciora
van sziikség. Az oxidativ stressz altali PKD aktivacié nem neurondlis sejtekben tobb egymast
kovetd lépésben torténik. Oxidativ stressz hatdsara az Src tirozin kinaz aktivalja az Abl
kinazt, amely a PKD PH doménjében 1évé tirozint (Y463) foszforilalja [24]. Ez segiti el6 a
PKD aktivaciojanak kovetkezd 1épését, amikor a PKCS — amely maga is az Src kindz
szubsztratja — a katalitikus doménon beliil talalhat6 un. aktivacids hurok két szerinjét (S738 és
S742) foszforilalja [22]. Az oxidativ stresszt okozo szabadgyokok kiilsd forrasok mellett
szdrmazhatnak a mitokondriumokbol is [23]. Ezeknek a szabadgyokoknek a detoxifikaldsa
szintén PKD kozvetitett utvonalon keresztiil torténik [23], ahol a PKD aktivacidja a

foszfolipaz D1 (PLD1) altal termelt DAG révén valosul meg [3] (12. 4bra).
A PKD 910. szerinjének foszforilalodasa mennyire jelzi a PKD aktivacidjat?

A PKD aktivitas szerepének targyalasakor azonban azt is fontos megjegyezni, hogy a
friss publikaciokban mar kételyek meriiltek fel azt illetden, hogy a 910. pozicidban levd
szerin foszforilaltsaganak szintje mennyire feleltethetd meg a tényleges PKD aktivitasnak,
illetve mennyire kdszonhetd a PKD autofoszforilacidjanak: a S910 transzfoszforilacigjat
(azaz egy masik PKD molekula altal kivitelezett foszforilaciojat) egyrészt tobb adat is
bizonyitja, masrészt az upstream kindzok altal végrehajtott foszforilacid lehetdsége sem
zérhato ki teljesen [15; 20].

A PKD katalitikus aktivitasanak sejtekben torténd vizsgalatdnak vitathatatlanul jobb
moddja lenne egy kozvetleniil a PKD kinadz aktivitasat jelz6 PKD riporter alkalmazéasa. Egy
ilyen, GFP-hez kotott PKD riporter [4] rendelkezésiinkre allna: munkatarsaim a HEK293T
sejtekben ezt a riporterkonstrukciot alkalmazva igazoltak pl. a PKDI-1 dozisfliggd hatasat. A
modszer f0 problémdja azonban az, hogy ez a riporter konstrukcio csak transzfekcid utjan

juttathatd a sejtekbe, a liposzomas transzfekcid hatasfoka viszont az idegsejttenyészetekben
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tulsdgosan kicsi ahhoz, hogy a termeldéddé fehérjét Western Blot segitségével detektalni
lehessen®.

A PKD aktivacid vizsgalatara egy tovabbi lehetOséget egy nemrégiben kifejlesztett, a
FRET (Forster-féle rezonans energiaatadas) modszeren alapuld, €16 sejtekben miikodé PKD
riporter rendszer [36] alkalmazisa jelenthetne. Egy ilyen rendszer segitségével a PKD
aktivacigjat folyamatdban is képesek lennénk megfigyelni, ugyanakkor a sejten beliili
lokalizaciordl is kapnank informaciot. A rendszer tesztelése munkatarsaim altal jelenleg is
folyamatban van. Ha miitkodése megbizhatonak bizonyul, az idegsejtekben a PKD aktivaciod
¢s az oxidativ stressz kozotti kapcsolat felderitésére iranyuld kutatdsaim soran feltétleniil
alkalmazni fogom.

Egyeldre annak fényében, hogy kisérleteim soran a H,O, az S910 foszforilaciojat mar a
kezelés 10. percében kivaltotta, illetve hogy ennek mértékére az alkalmazott gatloszerek mar
a 10. percben is hatassal voltak, fenntartasokkal ugyan, de elfogadjuk azt a feltételezést, hogy
az alkalmazott kisérleti koriilményekben a 910. szerin foszforilaltsagi szintjének valtozasa —

legalébbis részben — a PKD aktivitacidjat is jelzi.

A PKD aktivalédasa vagy hatasanak gatlasa fejt-e ki protektiv hatast? Ellentmonddsos
irodalmi adatok

Az eredmények értelmezése szempontjabol tovabbi fontos kérdés, hogy mi lehet a PKD
altal szabalyozott downstream jelatviteli utvonal. Az oxidativ stressz és a tulélést eldsegitd
NFxB-medialt atvonal kapcsolatat tobb publikacioban is alatamasztottak [23; 24]. Az a
megfigyelésem, hogy a szelektiv PKDI-1 inhibitor az oxidativ stressz-hatassal eldidézett
idegsejtpusztulast csokkentette, azaz protektiv hatast fejtett ki, ellentmondasban van masok
eredményeivel, ahol a H,O, hatasara aktivalodo PKD az NF«B tutvonal aktivalasan, illetve a
p38 MAPK utvonal gatlasan keresztiil anti-apoptotikus hatast fejtett ki [18; 23]. Egy masik
tanulmany szerint azonban a H,0, kezelés a PKD 4ltal kozvetitett hatdson keresztiil okozta a
sejtek apoptozisat kivalté JNK kaszkad aktivalodasat, vagyis itt a PKD pro-apoptotikus hatést
valtott ki [33]. Figyelembe kell venni azonban azt, hogy ezek az eredmények az eldbbi
esetben nem neurondlis, immortalizalt sejtvonalakon, utobbi esetben pedig endotelialis

sejteken folytatott vizsgalatokbdl szdrmaznak. Mivel a PKD altal szabalyozott sejtélettani

> Arrol természetesen egy riporter konstrukcié alkalmazdsa sem szolgaltathat adatot, hogy a vizsgalt
gatlészer més enzim miikodését befolyasolja-e — erre az Un. inhibitor profil in vitro tesztekben torténd
meghatarozasa alapjan kdvetkeztethetiink.
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folyamatok az adott sejttipustdl erdsen fliggnek [27], az idegsejtek esetében lehetséges, hogy
a PKD aktivacitja az oxidativ stressz altal aktivalt jelatviteli folyamatokban a sejtpusztulast
fokozo hatast valt ki.

Ez ¢év elején jelentek meg arrdl adatok, hogy a PKD az idegsejtekben a HSP27
foszforilalasan keresztiil az oxigén- és gliikkozdeprivaciora adott protektiv sejtvalaszban vesz
részt [21]. A PKD a kiilonboz6 stresszhatasokra adott sejtvalaszokban betoltott szertedgazo
szerepét vizsgalo tanulméanyok fényében ugyanakkor konnyen elfogadhat6, hogy a kiilonb6zo
stresszhatasokra még azonos sejttipusokban, igy az idegsejtekben is eltéré PKD-fiiggd
jelatviteli folyamatok aktivalddhatnak.

Mindezen tal fontos azt is megjegyezni, hogy munkatarsaim egér primér kortikalis,
illetve hippokampalis idegsejt-tenyészeteken végzett, sajat eredményeimtdl fiiggetlen kisérleti
adatai is alatamasztjadk a PKDI-1 4ltalam megfigyelt neuroprotektiv hatasat (nincs bemutatva).
A laboratoriumban masok altal elvégzett kisérletekben egy 1j, kereskedelmi forgalomban is
kaphat6, PKD-specifikusként hirdetett gatloszert, a CID 755673-t (Tocris) is megvizsgaltak,
hogy a PKDI-1, illetve a Go 6976 gatloszerekhez képest milyen hatast fejt ki. A PKDI-1
hatasdhoz hasonldan azt figyelték meg, hogy a H,O, kezelés mellett alkalmazott CID 755673
szintén protektiv hatassal volt az idegsejtekre (nincs bemutatva). Mivel a rendelkezésilinkre
allo adatok alapjan a PKDI-1 és a CID 755673 gatloszerek méas mechanizmuson keresztiil
gatoljak a PKD aktivitasat, és az egyéb kinazokra kifejtett, aspecifikus hatasuk is eltérd,
feltételezhetd, hogy a hasonl6 neuroprotektiv hatds mogott egyforman a PKD aktivitas gatlasa
allhat.

Egy, a laboratériumunk altal tett érdekes megfigyelés az is, hogy a kortikalis neuronok
H20O, iranti érzékenysége joval nagyobb, mint a hippokampdlis neuronoké. Egy kisérlet
adataibol azt az eredményt kaptuk, hogy 100 pM-0s H,0, kezelés kortikalis idegsejtekben kb.
50%-o0s, mig hippokampalis idegsejtekben csupan kb. 20%-0s sejtpusztulast idézett eld (nincs
bemutatva). Ezek alapjan joggal feltételezhetd, hogy a H,O, altal eldidézett szignalizacids
folyamatok nem feltétleniil zajlanak ugyanolyan modon az eltérdé idegsejttipusok esetében

sem.

A PKDI-1 gatloszer a sejtek életképességére nincs hatdssal, de oxidativ stressz estén protektiv

hatast fejt ki

Kisérleteim soran a PKDI-1 gatloszerrel kapott eredményeket tobbféleképpen is
magyardzhatom. A PKDI-1 PKD aktivitasra kifejtett hatasat esetleg egy 'gatlas gatlasa' tipusu

jelenséggel magyarazhatjuk. Ha feltessziikk egy olyan hipotetikus foszfatdz 1étét, amely a
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S910-es pozicid defoszforildlasara képes, mikdzben aktivitasat a S910-es pozicid
autofoszforilalasara is képes PKD serkentheti, akkor a gatloszeres kezelés esetén elmarado,
hogy a PKD-fiiggd serkentés hianyaban a PKD S910-es pozicion levo autofoszforilaltsagi
szintje megnovekedhet. Ez a gondolatmenet logikailag tigy is végigvihetd, ha az S910 helyet
foszforilald masik, hipotetikus kindz aktivitasit a PKD altali foszforilacio — pl.
allvanyfehérjékhez vald kikotddésen keresztiil [32] — gatolnd. Természetesen az sem zarhato
ki, hogy a PKDI-1 esetleg mas, az S910 hely foszforilaciojat kozvetleniil befolyasold
enzimekre is hathat.

A PKDI-1 oxidativ stresszel szembeni protektiv és a normal koriilmények mellett
megfigyelhetd, NFkB aktivitdst noveld hatasa kozott valoszintlileg Osszefiiggés van. Utdbbi
jelenség magyarazhaté azzal is, hogy a PKDI-1 neuroprotektiv hatisa nem csak ¢és
kizardlagosan a PKD gatlasan keresztiil érvényesiil, hanem a vegyiilet ismeretlen
mellékhatasanak kovetkezménye. Fontos lenne tisztazni azt is, hogy az inhibitor és a H,O;
kezelés egyiittes alkalmazasa milyen hatassal van az NFxB aktivitasra.

Nemrégiben elvégzett kisérleteim eldzetes eredményei valaszul szolgélhatnak erre a
kérdésre. Kisérleteim soran a PKDI-1 gatloszert idéablakokban, azaz harom kiilonb6zo
id6intervallumban alkalmaztam: a PKDI-1 gatloszert vagy csak a 2 6ras 'elokezelés' szakasz
alatt, vagy csak a H,O; kezelés els6é 1 orajaban, vagy csak a H,O; kezelés 1 orajat kovetd 23
ordban (azaz az életképesség mérés idOpontjaig) adtam hozzd az idegsejttenyészetekhez.
Eddigi eredményeim azt mutatjak, hogy a gatldszer neuroprotektiv hatasanak kialakitasdban a
2 oras eldkezelés jatssza a legnagyobb szerepet. Ezt a hatdst magyarazhatjuk azzal, hogy a
neuroprotektiv hatas a PKDI-1 nem PKD-ra specifikus hatasdnak kovetkezménye, de azzal is,
hogy a PKDI-1 valamilyen modon - talan éppen az NFkB-tutvonal aktivalasan keresztiil -
felkésziti a sejteket a neurotoxikus hatdsok kivédésére. Az a tény, hogy a kortikalis
idegsejttenyészetekben egy masik PKD-ra szelektiv gatlészer, a CID 755673 is hasonlo
neuroprotektiv hatast idézett eld, alatamasztja, hogy a PKD aktivitds gatlasa és a
neuroprotektiv hatas dsszefligghet.

Erdekes megfigyelés volt, hogy ha csak a H,O, kezelés els6 orajaban, vagy csak a H,O,
kezelés 1 ordjat kovetd 23 ordban adtam hozza a PKDI-1 gatldszert a sejtekhez, az ilyen
modon kezelt sejtek életképessége jelentdsen lecsokkent a gatloszerrel a kisérlet teljes
idotartama alatt, folyamatosan kezelt sejtek ¢életképességéhez képest. Ezt a markéns
életképesség-csokkenést kiilonosen a gatloszerrel csupan a HyO, kezelés elsé orajaban kezelt

sejtek esetében tapasztaltam. Mindez arra utalhat, hogy az oxidativ stressz soran torténé PKD
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aktivalodas a sejtek talélését segiti eld, azaz ebben a szakaszban az inhibitor alkalmazasa

kiilondsen toxikus. Ennek ellendrzésére azonban tovabbi kisérletek elvégzésére van sziikség.

A PKD fehérje mennyisége 60 perces H;O, kezelést kovetoen lecsokken: szelektiv degradacio

vagy kaszpaz-medialta aktivacio?

Munkdm sordn azt is megfigyeltem, hogy a detektalt PKD mennyisége egy Oranal
hosszabban fennallé oxidativ stressz esetén fokozatosan csokken. A  jelenség
megmagyarazasara tobb lehetdség is felmeriil. Az elsé lehetne az, hogy a H,O, kezelés
hatasara az idegsejtek révid idon, azaz mar 2-4 oran beliil elpusztulnak. A sejtek allapotat
ugyanakkor a kisérleti id0 letelte utdn mikroszkop alatt ellendriztem: ez alapjan a 240 perces
kezelés néhany esetben mar igen, de a 120 perces H,O; kezelés még nem okozott jelentds
mértékii pusztulast (nincs bemutatva), rdadasul a mintakban a neuron-specifikus tubulin
vazfehérje és a GAPDH relativ szintje is kozel allandé maradt. Mindezek alapjan ez a
lehetséges magyarazat kizarhato.

A jelenséget magyarazhatjuk a PKD egy oran til fennall6 oxidativ stressz hatasara
kovetkezménye. Egy mésik lehetdség a kaszpaz-medialta hasitas, amely a PKD aktivalasanak
egyik alternativ utja. In vitro adatok alapjan a PKD apoptdzist indukald kezelés hatasara
kaszpdz-medialta mdédon két 59, illetve 62 kDa-os, aktiv C-terminalis fragmentumra bomlik
[26]. Eddigi kisérleteim soran az 6ssz-PKD szint csokkenésével parhuzamosan nem sikeriilt
ezen fragmensek mennyiségének megnovekedését Westen Blottal detektdlnom. Ez
Onmagaban azonban még nem zarja ki a fragmensek jelenlétét, ugyanis az altalam hasznalt
poliklonalis PKD elleni ellenanyag nem feltétleniil képes a kaszpaz altal elhasitott fragmensek
kimutataséara. A kaszpaz-medialta hasitas lehetdségének koriiljarasdhoz aktivalt kaszpaz elleni
ellenanyaggal torténd detekcid, illetve kaszpdz inhibitorok alkalmazasat is tervezem. Az
mindenesetre biztos, hogy a PKD jel eltiinésének jelenségére a PKD gatloszerek nincsenek

hatassal.
A tovabbi kisérletek iranya

Fontos megjegyezni azt is, hogy kisérleteim soran kiilonb6z6 iddléptéket alkalmaztam:
a PKD foszforilacigjat 10 és 240 perces kezelési id6 kozott vizsgaltam, a PKDI-1 hatdséara
tortént NFkB aktivitas-novekedést 6 ora utan figyeltem meg, az inhibitor életképességet

noveld hatasat pedig 24 6ra utan mértem. Bar ezek a tesztek sziikségszerlien mas iddléptéket
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igényelnek, nem zarhatjuk ki, hogy a PKD a neurotoxikus hatds iddtartamatol fiiggden fejt ki
protektiv vagy éppen degenerativ hatast.

A kovetkezOkben a PKD aktivitds mas molekuléris biologiai modszerekkel torténd
modulélasaval (géncsendesitéssel vagy kiillonb6zé mutans PKD formak expresszéltatéséval)ﬁ,
a lehetséges upstream utvonalak szelektiv gatlasaval (pl. kaszpaz- vagy Abl/src inhibitor
kezeléssel), illetve tovabbi, a sejteket a PKDI-1 inhibitorral idéablakokban kezeld kisérletek
segitségével szeretném tisztazni, hogy a neurodegenerativ folyamatok soran a PKD hogyan

aktivalodik és aktivitas-fokozodasa milyen szerepet tolt be.

® Az idegsejtekben torténd alkalmazas esetén mindkét médszernek komoly technikai korlatai vannak. A
Stetler és munkatarsai tanulmanyaban (2012) alkalmazott géncsendesitési technika pl. adeno-/lentiviralis
transzfekcion alapult, amelyre az idegsejtek rendkiviil érzékenyek, emellett kivitelezése technikailag sem
egyszert. A liposzémas oligofekcion alapuld géncsendesités eddigi probalkozasaink soran csak maximum 30 %-
0s PKD-szint csokkenést okozott (Schlett K, Széradi T. megfigyelései), ami a kinaz funkcidé eliminalasahoz
messze nem elegendd. Barmilyen mutans PKD forma kifejeztetését alkalmazo kisérlet esetében pedig az adott
fehérje tulexpresszaltatdsarol lenne sz6. Az ilyen rendszereken végzett kisérletekbdl kapott eredményeket
sziikségszerlien fenntartasokkal kell fogadni.
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SZERZOI HOZZAJARULAS

e A dolgozatban szereplé adatok forrasaul szolgald, dsszesen 68 db primér embrionalis
kortikalis idegsejttenyészet eldallitasat én végeztem.

e A dolgozatban szerepld, MTT segitségével torténd életképesség méréseket (20 db
mérés), amelyek segitségével a HyO, kezelés altal okozott dozisfiiggd sejtpusztulast,
illetve a PKDI-1 gatloszer altal okozott neuroprotektiv hatast mutattam be, én
végeztem ¢s értékeltem ki.

e A dolgozatban szerepld, oxidativ stressz hatdsara bekdvetkezd PKD aktivaciot, ¢és a
gatloszerek ennek mértékét csokkentd hatasat bizonyitdo Western Blot méréseket (11
db) én végeztem ¢&s értékeltem ki.

e Az NFkB-esszével val6 munkat, amellyel kimutattam a PKDI-1 NF«B aktivitést
noveld hatasat, én végeztem ¢€s az adatokat én értékeltem ki (14 db, a dolgozatban be
nem mutatott Amaxa nukleofekcios kisérlet, illetve 14 db Lipofectamine 2000-rel
torténd kotranszfekcio, 0sszesen 28 db riporter essze).

KOSZONETNYILVANITAS

A kisérleti modszerek megtanitisaért, és az ELTE Elettani és Neurobioldgiai
Tanszékén, illetve a Stuttgarti Egyetemen folytatott munkam soran folyamatosan nyujtott
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