A protein kináz D aktiváció szerepe az oxidatív stresszel kiváltott neuronális sejtpusztulás során

A protein kináz D (PKD) az agyban nagy mennyiségben termelődő szerin/treonin kináz, amely számos más sejtélettani hatás mellett a sejteket érő stresszhatások következtében aktiválódó jelátviteli folyamatokat is befolyásolhatja. Nem idegi sejteken végzett vizsgálatok szerint az oxidatív stressz esetén a mitokondriumokból származó oxigén szabadgyökök a PKD által irányított kaszkádrendszert aktiválják. Az idegsejtekben azonban az oxidatív stressz és a PKD aktiváció közötti összefüggésről még kevés adat áll rendelkezésre.
Munkám során az oxidatív stressz-okozta hatásokat modelleztem egér embrionális kortikális idegsejttenyészeteken. A PKD autofoszforilációs szintjének vizsgálatával kimutattam, hogy a H2O2-dal kiváltott oxidatív stressz hatására a PKD az idegsejtekben gyorsan aktiválódik. Életképességi tesztek felhasználásával megmutattam, hogy a PKD-ra szelektív gátlószerek a 24 órás oxidatív stresszt követő sejtpusztulás mértékét szignifikánsan csökkentik, vagyis a PKD aktivációja a vizsgált rendszerben neurotoxikus hatást közvetít. A PKD által irányított hatások mechanizmusának felderítését az NFkB transzkripciós faktor aktivitását jelző riporter-esszé alkalmazásával kezdtem meg.
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Protein kinase D (PKD), a serine/threonine kinase is highly expressed in the mammalian brain and fulfills many roles in cellular physiology, including the modulation of signaling pathways activated in response to cellular stress. According to studies on non-neuronal cells, reactive oxygen species originating from the mitochondria during oxidative stress activate PKD’s downstream signaling. Our knowledge on the relation between oxidative stress and PKD-mediated changes in neurons, however, is still limited.
During the present work we have shown that PKD undergoes a rapid and transient activation upon H2O2 treatment in mouse primary cortical neuronal cultures. Activation of PKD was verified by the increased autophosphorylation level of PKD as well as by PKD FRET reporters. Using MTT assays, we have demonstrated that treatment with PKD-specific inhibitors significantly attenuated cell death induced by 24 hours of oxidative stress. The neuroprotective effect of the inhibitors was the most profound when neurons were preincubated for 2 hours before the onset of the H2O2 treatment. This can be explained by the finding that PKD inhibitors activate NFkB, which might help neurons withstand oxidative stress. 
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