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1 BEVEZETES

A kronikus endoplazmatikus retikulum (ER) stressz bimodalis stresszor. Nemkivanatos, amikor az
ER stressz kiterjedt sejtpusztulashoz vezet és kiilonb6z6 patologias folyamatok kialakuldsahoz jarul
hozza (pl. atherosclerosis, neurodegenerativ betegségek, diabetes, ischaemia/reperfuzié karosodas
esetében), masfel6l azonban az ER stressz altal indukalt sejthalal prosperalé és biztaté terapias
célpontja lehet a daganat terapianak.

1.1 FEHERJESZINTEZIS ES FOLDING AZ ER-BAN

1.1.1 FOLDING AZ ER-BAN

Az Gjonnan szintetizalt polipeptidlancok térszerkezetének kialakitasa (foldingja) a sejtben mind ko-,
mind poszttranszlacids szinten torténik. A folding egy szigorian szabalyozott és kontrollalt komplex
mechanizmus, amely sordn a fehérjék elérik helyes haromdimenzidés szerkezetiiket. Az ER-ban
szamos chaperon, foldaz, izomeraz, oxidoreduktdz és ezek kofatorai vesznek részt a folding
folyamataban.

Amennyiben a fehérje foldingja nem helyesen megy végbe, Ggy misfolded/unfolded fehérjérol
beszéliink. Az unfolded fehérjék nem lépnek be az anterograd transzportba. Nem megfelel6 folding
esetén a hibas fehérjéket chaperonok ismerik fel, és amennyiben a nem megfeleld térszerkezet
tartdsan fenndll, tigy a hibas fehérje degradalédik.

A misfolded polipeptidek oligomerizalédhatnak, aggregalédhatnak és autofagia altal keriilhetnek
eltavolitasra. A nem aggregalédott molekuldk a Sec61 transloconon keresztiil hagyjak el az ER-ot,
poliubikvitinal6dnak és az igynevezett ER-asszocialt protein degradacion (ERAD) esnek at.
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belép az Golgi apparatus iranyaba tart6 anterograd transzportba. A Golgi apparatusban ezek a
proteinek szortirozédnak attél fliggéen, hogy membran-, lizoszomalis vagy szekrécios fehérjérél van
sz0.

1.2 UNFOLDED PROTEIN RESPONSE

Amennyiben a folding zavart szenved, ugy unfolded/misfolded fehérjék maradnak és halmozédnak
fel az ER lumenében. Mind fiziol6gias, mind patoldgias hatasok egyarant a fehérje folding zavarat
okozhatjak. Ez a proteinek ER-ban torténd retenciéjahoz vezethet, ER stresszt okozva. A sejt az ER
stresszre adott valasza az ugynevezett unfolded protein response (UPR). Az UPR indukalja a sejt
adaptacios folyamatait, novelheti a fehérjeszintetizalé kapacitast, csokkentheti a szekrécidés tutra

s sz

stressz kronikus és/vagy igen kiterjedt mértékd, ugy az UPR programozott sejthalalt indukalhat.

1.2.1 AZER STRESSZ UPR SZENZORAI

Az ER stresszre adott valaszként harom, az ER membranjaban talalhat6 szenzorfehérje aktivalodik,
kovetkezményesen kiilonb6z6 jelatviteli utakat indukalva. Ezek a szenzorok a kovetkezdk: aktivald
transzkripcios faktor 6 (ATF6), inozitol-fliggd enzim 1 (IRE1) és a protein kindz R (PKR)-szerii ER
kindz (PERK). Ezen fehérjék inaktiv allapotukban az ER lumenében a BiP/GRP78/Hspa5 chaperon



fehérjéhez kototten szekvesztralédnak. Amennyiben unfolded fehérjék halmozoédnak fel az ER
lumenében, a BiP molekuldk a fent emlitett fehérjékr6l disszocidléodnak és aktivalédik az UPR
harom, fent emlitett (ATF6, IRE1, PERK) jelatviteli atja.

1.2.2 AZIRE1 UTVONAL

Az aktivalt IRE-1 molekuldk homo-oligomereket képeznek. Az oligomerek monomerjei
autofoszforilalédnak és igy az IRE1 RN4az aktivitdsa is megné. Az IRE1 az X-box binding protein
transzkripcids faktort (XBP1) kédolé mRNS-t hasitja és igy bizonyos UPR-gének atirasat indukalja.
Tartésan fenndll6 ER stressz esetén tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 (TRAF2)-
fligg6 modon az IRE1 a c-Jun N-termindlis kindz (JNK) és p38 mitogén-aktivalt protein kinadz
(MAPK) stresszkinazokat aktivalja és apoptézist indukal.

1.2.3 A PERK UTVONAL

A PERK egy szerin/treonin specifikus fehérjekinaz, amely az eukari6ta transzlacids iniciacids faktor
2o0-at (elF2a) foszforildlva attenudlja a globdlis fehérjeszintézist. Az elF2a kovetkezményeként
szelektiven megn6 az aktivalo transzkripcids faktor 4 (ATF4) mRNS transzlacidja. A képzédott ATF4
transzkripciés faktor UPR-célgéneket indukal, tobbek kozott a C/EBP homolég protein (CHOP)
mennyiségét ndvelve meg. Mindharom UPR-jelatviteli ut konvergal a CHOP fehérjéhez és megnoveli
annak mennyiségét. A CHOP szamos Bcl-2 csaladba tartozd fehérje expresszidjat szabalyozza és
ezaltal a programozott sejthaldlban jatszik fontos szerepet.

1.2.4 AZATF6 UTVONAL
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indukalja.

1.2.5 A BCL-2 CSALADTAGOK SZEREPE AZ ER STRESSZBEN

Az ER-stressz altal indukalt apoptézisban szamos pro- és antiapoptotikus Bcl-2 csaladdtag vesz részt.
A proapoptotikus Bax (Bcl-2-asszocialt X protein) és Bak (Bcl-2-agonista/killer) fehérjék kritikus
szerepet jatszanak az UPR-indukalta apoptézisban. Ezen fehérjék az IRE1a-val képeznek komplexet
és stabilizaljak annak aktiv formajat. A Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell death) és PUMA (p53
upregulated modulator of apoptosis) a Bax és Bak oligomerizaci6jan keresztiil képesek a
mitokondrium kiils6 membranjat permeabilizalni kovetkezményes citokrém c-kidramlast okozva és
igy hozzajarulnak az apoptoszéma kialakulasahoz.

1.3 API-3K/AKT/GSK-3 JELATVITELI UTAK SZEREPE A SEJTTULELESBEN
A foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI-3K)/Akt jelatviteli ut kulcsfontossagu szabalyozoéja szamos cellularis
folyamatnak beleértve a metabolizmust, fejldést, proliferaciot és sejttulélést.

A sejtekben novekedési faktorok és bizonyos citokinek hatdsara a sejtmembran foszfatidilinozitol
(3,4) biszfoszfat és foszfatidilinozitol 3,4,5-tiszfoszfat mennyisége megnd. Ezek a membranlipidek a
Pleckstrin homolégia (PH) doménnel rendelkezé fehérjék (tobbek kozott Akt) aktivacidjat valtjak ki.



Az Akt fehérje a Ser473 és Thr308 aminosavakon torténd foszforilaciéja kovetkeztében aktiv
allapotba kertl és foszforilalja célfehérjéit, eldsegitve igy a sejttulélést és a proliferaciot.

A glikogén szintdz kindz-3 [ (GSK-3B) egy konstitutivan aktiv szerin/treonin specifikus
fehérjekindz, amely szdmos kiemelt fontossdgu cellularis folyamatot szabalyoz (pl. glikogén
metabolizmus, transzKripcié, transzlacio, sejtciklus, apoptézis). Szamos jelatviteli ut (pl. PKA, Akt,
PKC, p90RSK, p70S6K) aktivalédasa a GSK-33 kovetkezményes gatlasahoz vezet a GSK-3f3 Ser9-es
foszforilaciojan keresztiill. A GSK-3B-nak mindezidaig kozel 50 szubsztratjat azonositottak. Ezek
koziil szamosnak egy el6zetes, un. ,priming” foszforilacion kell atesnie +4-es pozicidban 1év6 szerin
aminosavon ahhoz, hogy a GSK-3p foszforildlhassa. A GSK-3P szubsztratjai kozott fellelhet6ek
transzlacios faktorok, sejtciklust szabalyozo fehérjék, az apoptdzisban szerepet jatszé molekulak és
transzkripcios faktorok is. A GSK-3p ismert szerepet jatszik a DNS-karosodas, hypoxia, ER-stressz és
novekedési faktor megvonas altal indukalt programozott sejthalalban.

1.3.1 A CREB TRANSZKRIPCIOS FAKTOR SZEREPE AZ EMLOS SEJTEKBEN

A cAMP reszponziv elem kotd fehérje (CREB) egy emlGs sejtekben ubikviter mdédon expresszal6do
transzkripcids faktor, amely fontos szerepet jatszik a neuronalis differenciaciéban, proliferacidban,
az atherosclerosis kialakulasaban és bizonyos daganatok kialakuldsadban is. A CREB a DNS CRE
szekvencidjahoz homo- vagy heterodimer formaban kot6dik és célgének expressziojat szabalyozza.
A CREB Ser133-as (S133) aminosavanak foszforilaci6ja altal kotédik a CREB-kotd protein vagy a
p300 fehérjékhez, igy aktivalva a transzkripciot. A S133-as foszforilacié konszenzusszekvenciat hoz
létre a CREB Ser129-es (S129), GSK-3p altali foszforilacidjahoz. Mind a mai napig nem eldontott
kérdés, hogy a CREB S129-es foszforilaci6ja a CREB-fiiggé transzkripciéra milyen hatdssal van,
noveli vagy csokkenti-e a CREB DNS-kotését és transzkripcids aktivitasat.

1.4 ERSTRESSZOROK

Az ER homeosztazisanak megzavarasa ER stresszt és kovetkezményes UPR-t von maga utan. Ez
mind in vivo, mind in vitro kivalthat6 kiilénb6z6 stresszorok altal. EGTA, A23187 ionof6r, ionomycin
vagy thapsigargin altali kezelés az ER Ca?* pooljanak depletalasat vonja maga utan. A dithiothreitol
(DTT) a fehérjék diszulfid hidjainak megzavarasaval, a tunicamycin (TM) az N-kotésl glikozilacio
gatlasan keresztil okoz in vitro ER stresszt. Kréonikus alkoholexpozicié hatasara a kilonbozé
szervekben ER stressz 1ép fel in vivo acetaldehid képzddés, oxidativ stressz, homociszteinképzédés
és a Ca?+ haztartas zavara miatt.

1.4.1 VIRUS INDUKALTA ER STRESSZ

A virusok kettdsszalu replikacids intermedierjeit a sejtekben a kett6sszala RNS-fligg6 protein kinaz
(PKR) nevti fehérje ismeri fel. A PKR a PERK homoldgja. A PERK-hez hasonléan aktiv allapotaban
képes a globdlis fehérjeszintézist leallitani. Célmolekulai kozott szerepel az elF2a is, amelynek
Bizonyos virusok (pl. flavivirusok, hantavirusok és egyes paramyxomvirusok) képesek BiP
expresszidt indukalni. A kiillénb6z6 ER fehérjék indukcidjaval a virusok az ER fehérjeszintetizald
kapacitasat novelik bizonyos hatarig, amely hatékonyabb viruspartikulum szintézist tesz lehet6vé.
Azonban az ER egyes virusok 4ltal okozott tudlterhelése biztatd alternativaja lehet a



daganatterapianak, mivel bizonyos virusok az ER-stressz segitségével (részben) p53-fiiggetlen Gton
képesek sejthalalt indukalni.

1.5 ONKOLITIKUS VIRUSOK

Az onkolitikus virusok tumorszelektiv 4gensek és igy biztatd eszkozei lehetnek a daganatterapianak.
Mig a daganatsejtek az onkolitikus virusok altal elpusztulnak, addig a normalis sejtek tulélik a
virusfert6zést. Az onkolitikus virusok tumorellenes hatdsa az alabbi mechanizmusoknak tudhaté be:

e virdlis vektor altali transzgén expresszioja,
o virusreplikaci6 altali direkt sejtlizis,

e viralis fehérje altali direkt citotoxicitas,

e tumorellenes immunmodulacio,

e kemo- és radioterapia iranti szenzitizacié.

Az onkolitikus virusok kozott szerepelnek természetesen el6forduld, attenudlt és genetikailag
modositott virusok is. Az onkolitikus virusok lehetnek adenovirusok (ONYX-015, H101, CGTG-102,
Ad5-Delta24GD, CV706, CV787), reovirusok (pl.: Reolysin), Herpes simplex virus (Pl., Talimogene,
[aherparepvec, NV1020, H103), himlévirusok (JX-594, GL-ONC-1, GM-CSF), picornavirusok (pl.
Seneca Valley virus), Newcastle betegség virusok (pl.: MTH-68/H, PV701, NDV-HU]J).

Mig a Newcastle betegség virus emberben (enyhe, influenzaszeri tiinetektdl eltekintve) nem okoz
megbetegedést, addig a természetes gazdaiban (madarakban) sulyos pandémiakért felelGs. Az
attenualt MTH-68/H (more than hope-68/Hertfordshire) vakcina szelektiv, apoptézist indukald
citotoxikus aktivitassal rendelkezik transzformalt eml&ssejtekben. Mindezidaig csak korlatozott
informacié all rendelkezésre az MTH-68/H Kklinikai hatasossagat illetéen, azonban az MTH-68/H
bizonyos, a konvencidlis terdpiaval szemben rezisztens daganattal rendelkezé tumoros betegek
tulélését javitotta. Az MTH-68/H-kezelés az alabbi szempontok miatt lehet igéretes daganatellenes
agens:

e az MTH-68/H emberben nem patogén,

e avirus nem mutatja antigén-rekombinacionak jelét, stabil genommal rendelkezik,

e avirusgenom nem integralddik a gazdasejt genomjaba, igy a random integracid és inszerciés
mutagenezis valoszinilisége kizart,

e az MTH-68/H p53-fiiggetlen médon képes apoptozist indukalni.

2 CELKITUZESEK

Az elvégzett kisérletek célja az ER stressz vizsgalata volt patkany sejtkulturakon, amelyhez két
kisérleti rendszer kertilt felallitasra.

[) A TM gatolja az N-kotési glikozilaciot, igy ER stresszhez és UPR-hez vezet in vitro. A GSK-3p az
irodalmi adatok szerint az ER stressz egyik kulcsmolekulaja és képes a CREB fehérjét S129-en
foszforilalni. A GSK-3p ER-stresszben és a CREB fehérje S129-es és S133-as foszforilacidjaban
betoltott hangsulyos szerepét figyelembe véve a kovetkezo kisérleteket kivantuk elvégezni:



a) PC12 patkany pheochromocytoma sejteket stabilan transzfektalni vad tipust és mutans
CREB-fehérjéket kodold expresszios plazmidokkal. A mutans CREB fehérjék S129-es és/vagy
S133-as pozicioban nem képesek foszforilalédni (S129A, S133A, és kettés mutans S129A-
S133A).

b) Meg kivantuk hatarozni a TM ICs és 1Cgo koncentraciojat vtPC12 sejtekben.

c¢) VtPC12 sejtek, vtCREB-et overexpresszalé sejtek és mutans CREB-et expresszald sejtek
tulélését kivantuk 6sszehasonitani TM-kezelés utdn apoptozis és ATP esszék segitségével.

d) Jellemezni kivantuk ezen sejtvonalakban az ER stressz és UPR jelatviteli utakat TM-kezelést
kovetben.

e) Vizsgalni kivantuk ezen sejtekben a GSK-3f3 ER stresszben betdltott szerepét GSK-3 inhibitor
LiCl, SB-216762 és GSK-3-specifikus knock-down kezelések jelenlétében.

f) Vizsgalni kivantuk a fent emlitett sejtekben a kiilonb6z6 Bcl-2 csaladtagok expresszidjat TM-
kezelés hatasara.

g) Jellemezni akartuk a Bim fehérje citoszkeletonhoz torténd asszociaciéjat konfokalis
mikroszkopiaval.

h) Patkdny vaszkuldris simaizomsejteket, Rat-1 fibroblasztsejtvonalat és vtPC12 sejteket
vtCREB-et kddold expresszids vektorral torténdé transzfektalasat kovetéen meg kivantuk
hatdrozni ezen sejtek tulélését TM-kezelés hatasara LiCl jelenlétében.

1) Ismert, hogy az attenualt MTH-68/H Newcastle betegség virus vakcina ER-stresszt valt ki
vtPC12 sejtekben. Ennek figyelembevételével az alabbi pontokat kivantuk vizsgalni vtPC12
sejtek 12 6ras MTH-68/H altali fert6zését kovetden.

a) A fert6zott sejtek transzkriptomat akartuk meghatarozni MTH-68/H fert6zést kovet6en
cDNS chip segitségével.

b) A kapott eredményeket qRT-PCR segitségével kivantuk validalni.

c) Funkciondlis gén-annotacios klaszter eszkoz segitségével azonositani kivantuk a fert6zés
hatasara megvaltozott génexpresszidju jelatviteli utakat.

3 FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 SEJTKULTURA

A PC12 sejteket Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediumban (Sigma, St. Louis MO, USA) tenyésztettiik
4500 mg/l glikdéz, 4 mM L-glutamin, 110mg/1 Na-piruvat, 5% fotalis borju szérum és 10% 1o
szérum jelenlétében (Gibco, Carlsbad, CA, USA), a tovabbiakban, mint magas szérumtartalmu
médium. A vtCREB-et overexpresszalé vagy mutans CREB-et expresszal6 PC12 sejtvonalak
médiumat 200 ug/ml G418-szulfattal egészitettiik ki. A Rat-1 sejtvonalat 10% ujsziilott borja
szérumot tartalmazé RPMI-1640 médiumban (Sigma) tenyésztettiik 90,91 U/ml penicillin (Sigma),
90,91 ng/ml streptomycin (Sigma) és 19,18 ng/ml gentamycin (Sigma) jelenlétében. A primer
patkany vaszkularis simaizom sejteket (RVSM) 7 hetes him Sprague Dawley patkanybdl izolaltunk.
A sejteket az aorta mechanikus feldolgozasat és enzimatikus emésztését kovetden az izolalt
simaizom sejteket SmGM médiumban tenyésztettiik (Lonza, Basel, Svajc) SmGM-2, EGF, FGF, inzulin



és gentamycin/amphotericin B SingleQuotes-2 (Lonza) additivok jelenlétében. A sejtek fenotipusat
simaizom-aktin-specifikus indirekt immuncitokémiaval igazoltuk.

3.2 PC12 SEJTEK FERTOZESE MTH-68/H NEWCASTLE BETEGSEG VIRUSSAL GENEXPRESSZIOS ANALIZIS
CELJABOL
Az exon-chip analizishez 106 vtPC12 sejtet fert6ztiink az ICso értéknek megfelel6 (12,87
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3.3 IRANYITOTT MUTAGENEZIS

Az iranyitott mutagenezist Stratagene QuickChange Site-Directed Mutagenesis kittel (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) hajtottuk végre a gyart6é utasitasait kovetve. A primerek a
kovetkez6k voltak (a mutaciok félkovéren jeldlve): S129A forward primer: 5'-

GGGAAATTCTTGCCAGGAGGCCTTCC-3’, S129A reverse primer: 5’-
GGAAGGCCTCCTGGCAAGAATTTCCC-3’, S133A forward primer 5-
GGAGGCCTGCCTACAGGAAAATTTTG-3’, S133A reverse primer: 5’-

CAAAATTTTCCTGTAGGCAGGCCTCC-3’ (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A mutagenezist
szekvenalassal validaltuk.

3.4  STABIL TRANSZFEKCIO

24 é6raval az 5x106 vtPC12 sejt kililtetését kovetden a sejteket 9 ug pcD/RSV-FlagCREB, pcD/RSV-
FlagCREB S1294, pcD/RSV-FlagCREB S133A vagy pcD/RSV-FlagCREB S129A-S133A plazmiddal és
11 pg egyes szald lazac sperma DNS-t(ssssDNS) transzfektaltunk kalcium-foszfat precipitacids
moddszerrel. Harom nappal a transzfekciot kovetéen a transzfektdnsokat 4 héten keresztiil
szubklonozasat kovetden a klonok vektor-expresszidjat Western blot analizissel ellenériztiik, és a
legmagasabb expresszioju klonokat valasztottuk ki a tovabbi kisérleteinkhez.

3.5 KONFOKALIS MIKROSZKOPIA

104 sejtet Ultettiink ki poli-L-lizin kezelt fedSlemezt tartalmazé 96-lyuki lemezre magas
szérumtartalmi médiumban, amelyet 24 6ra elteltével lecseréltiink 0,5% 16 szérumot tartalmazd
médiumra (tovabbiakban alacsony szérumtartalmi médium). A sejtek kezelését kovetSen a
mintakat 4% PBS-pufferelt paraformaldehidben fixaltuk. A mintdk aspecifikus kotéhelyeit PBS-es
mosast kovetéen 10% borju szérum albuminnal (Sigma) blokkoltuk. A mintakat 1:200
végkoncentracioban éjszakdn &t 4°C-on inkubdltuk CHOP- vagy CREB-ellenes elsédleges
antitestekkel (CellSignaling, Danvers, MA, USA). Az inkubalast kévet6en a mintakat ujbol mostuk,
majd faj-specifikus fluorofér-konjugdlt madasodlagos antitesttel (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA, USA) inkubaltuk 1:200 végkoncentracidban éjszakan at. Az inkubalas
utan a mintakat Hoechst 33342 DNS-festékkel (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) festettiik 0,5
pg/ml végkoncentracidoban. A nem kotédott festéket és masodlagos antitestet kimostuk és a minta-
fed6lemezeket Vectashield anti-fading mounting médiummal (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA) helyeztiik targylemezre. A sejteket Olympus FluoView 1000 lézer pasztaz6é konfokalis
mikroszképpal (Olympus, Center Valley, PA, USA) vizualizaltuk szekvencialis és fotonszamlald
lizemmodban.



3.6 ATPESSZE

A sejtek viabilitasat luciferaz alapti ATP esszével (Promega, Madison, WI, USA) végeztiik el. 2x103
sejtet lltettlink ki poli-L-lizin kezelt fehér, 96-lyukd lemezre. A kovetkezd napon a médiumot
alacsony szérumtartalmi médiumra cseréltiik le. 24 6ra mulva a sejteket TM-nel kezeltiik, majd
Ujabb 24 6ra multdn 100 pl médiumot a mintakon hagyva 100 pl frissen feloldott ATP esszé
reagenst pipettdztunk a lyukakba FluoStar Optima plate-olvaséval (BMG Labtech, Offenburg,
Németorszag). A lemezeket 2 percig 300/perc frekvencidval razattuk, majd 10 perc 25°C-os
inkubalast kdvetéen mértiik a mintak fluoreszcenciajat.

3.7  APOPTOZIS ESSZE

105 sejtet lltettiink poli-L-lizin kezelt fedSlemezt tartalmaz6 24-lyukt lemezre. A kezelési kondiciék
a korabbiakkal megegyezé mddon torténtek. A mintdkat a kezelést kovetéen 4%-os PBS-pufferelt
paraformaldehiddel fixaltuk. A sejtmagokat Hoechst 33342 DNS-festékkel festettiik (Calbiochem)
0,5 pg/ml végkoncentraciéban. Mintanként minimum 200, random moédon kivalasztott sejt

ssez

3.8  WESTERN BLOT ANALIZIS

5x10¢sejtet liltettlink ki és kezeltiink a korabban emlitettekkel megegyezden. A sejteket a kezelést
kovet6en M-Per eml8s protein extrakcios pufferrel lizaltuk (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
40 ng fehérjelizatumot szeparaltunk 12%-os SDS-poliakrilamid gélen. A mintdkat a gélbél PVDF
membranra (Amersham, Buckinghamshire, UK) transzferdltuk. A detektadlashoz a kovetkezd
els6dleges antitestek keriiltek felhasznalasra: anti-CREB, anti-aktin, anti-BiP, anti-P-JNK, anti-P-p38
MAPK, anti-P-elF2a, anti-P-GSK-3 Ser9, anti-P-CREB S133, anti-Bim, anti-Bcl-2, anti-Bcl-w, anti-Bcl-
X1, anti-Bok (CellSignaling, 1:1000 végkoncentraciéban), anti-P-CREB S129 (Thermo Scientific,
1:1000 végkoncentracioban), anti-Mcl-1 (Sigma, 1:500 végkoncentracioban), anti-ATF6 és anti-P-
IRE1 (AbCam, 1:500 végkoncentracidéban). Az elsddleges antitest-jel6lt membranokat fajspecifikus
HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel (CellSignaling) inkubaltuk 1:2000 végkoncentraciéban. Az
immunkomplexeket Pierce ECL Western Blotting szubsztrattal (Thermo Scientific) vizualizaltuk. A
detektalt fehérjék mennyiségét Kodak 1D szoftverrel (verzidszam: 3.5.5.B) kvantitaltuk. A kapott
eredményeket aktinra normalizaltuk.

3.9  3.9.GSK-3B KNOCKDOWN SIRNS TECHNIKAVAL

QRT-PCR-hoz 5x105,apoptdzis esszéhez és immuncitokémiihoz 2,5x104vtPC12 sejtet iiltettiink ki
6, illetve 24 lyukd lemezekre lyukanként. A kovetkezé napon 1 pl/ml DharmaFECT 1 (Thermo
Scientific) transzfekciés reagenst, 5 ul 20 uM ON-TARGETplus Non-targeting Pool és GSK-3f
specifikus siGENOME SMARTpool siRNS-t (Thermo Scientific) felhasznalva transzfektaltuk a
sejteket a gyarto el6irasa szerint. A kovetkez6 nap a médiumot alacsony szérumtartalmu, penicillint
87 U/ml és streptomycint (87 ng/ml) tartalmazé médiumra cseréltiik le. 24 6ra mulva a mintakat 5
ug/ml TM-nel kezeltiik egy napig, kontrollként TM-nel nem kezelt sejteket hasznaltunk. A GSK-3f3
géncsillapitast indirekt immuncitokémiaval és qRT-PCR-rel validaltuk.

3.10 FRET ANAL{zIS
Immuncitokémiai preparatumokat készitettiink egér tubulin- (Merck, Darmstadt, Németorszag) és
nyul Bim-ellenes (CellSignaling) els6dleges, valamint Cy5-konjugalt anti-egér és Cy3-konjugalt anti-



nydl (Jackson ImmunoResearch Laboratories) masodlagos antitestek felhasznalasaval 1:200
végkoncentraciéban. A mintakat 50%-glicerolt tartalmazé PBS-sel rogzitettiik targylemezre. A
fluoroférokat 90%-os transzmisszivitds mellett He és Ne lézerekkel gerjesztettiik photon count
tizemmodban Olympus Fluoview 1000 lézer pasztazé konfokalis mikroszképpal (Olympus). A pre-
és post-bleach képeket 1024x1024 felbontadsban készitettiik 40x UPlan FLN (NA 0,75) objektivvel
10 us/pixel gerjesztés mellett. Random mdédon kivalasztott tertileteket 20 us/pixel 4x zoom mellett
gerjesztettiink az akceptor 90%-os fluoreszcencia csokkenéséig. A FRET hatékonysag és a
fluoroférok tavolsagat FV 10-ASW Ver.01.07.01.00 szoftverrel (Olympus) hataroztuk meg.

3.11 TRANZIENS TRANSZFEKCIO EXPRESSZIOS KONSTRUKTOKKAL

5x104 vtPC12, Rat-1 vagy primer RVSM sejtet iiltettiink ki poli-L-lizin kezelt fed8lemezt tartalmazé
24-lyukd lemezre 500 pl/lyuk végtérfogatban. Ezt kovetéen a sejteket szuszpenzidban
kotranszfektaltuk 3.3-3.3 pg pcDNA3 (LifeTechnologies, Grand Island, NY, USA) és pEGFP-C1
vektorokkal (Clonetech, Mountain View, CA, USA) (mock-transzfektalt) vagy pcDNA3-FLAG-CREB és
pEGFP-C1 konstruktokkal (CREB-transzfektalt) FUGENE HD transzfekciés reagenst (Promega)
felhasznalva a gyart6 elbirasa szerint. 24 6raval a transzfekciot kovet6en médiumot cseréltiink a
sejteken, majd egy nap mulva kezeltiik a sejteket TM-nel és LiCl-dal a korabban leirtakkal
megegyezlen. A transzfekcié hatékonysaga 80% feletti volt.

3.12 EXON CHIP ANALI{ZIS

Teljes citoplazmatikus RNS-t izolaltunk kontroll és 12 6ran at MTH-68/H virussal fert6zott vtPC12
sejtekbdl triplikdtumokban Qiagen RNeasy kit (Hilden, Németorszag) felhasznalasaval a gyartd
ajanlasai szerint. A mintak Affymetrix platformon keriiltek patkany Affymetrix GeneChip Exon 1.0
Array chip (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) segitségével analizisre. A génexpresszidés adatok
normalizalast kovetéen Kkeriiltek kiértékelésre. Parositatlan T-proba (Benjamini-Hochberg
korrekcidval) alapjan szignifikdnsnak hataroztuk meg a minimum kétszeres génexpresszid
csokkenést vagy novekedést. A génexpresszié megvaltozasara DAVID funkcionalis génannotaciés
eszkozt hasznaltunk fel a minimum kétszeres mértékben megvaltozott 729 indukalt és 612
represszalt gén megadasaval.

3.13 RNSIZOLALAS ES KVANTITATIV REVERZ TRANSZKRIPTAZ PCR

Ossz RNS-t izoldltunk Qiagen RNeasy RNS kit (Qiagen) segitségével a gyartd ajanlasanak
megfelel6en. Az izolalt RNS mennyisége és tisztasaga NanoDrop-1000 spektrofotométerrel (Thermo
Scientific) keriilt meghatarozasra. Az izolalt tiszta RNS-t High Capacity cDNA Reverse Transcription
kittel (Life Technologies, Carlsbad, CA) irtuk at a gyarté utasitasai alapjan. A SYBR Green és TagMan
esszéket duplikdtumokban végeztiik el Applied Biosystems 7500 Sequence Detector (Life
Technologies) segitségével 10 ul végtérfogatban. A SYBR esszé mintanként 4 ng cDNS-t, 5 ul Fast
SYBR Green Master Mixet (Life Technologies) és 300 nM primert tartalmazott. A TagMan esszé 4 ng
cDNS-t, 5 ul TagMan Fast Universal Master Mixet (Life Technologies), 300 nM primert és 150 nM
probat tartalmazott. Az amplifikacié specificitdsait a SYBR Green esszé esetében olvadaspont
analizissel igazoltuk. A vizsgalt szekvencidk amplifikaci6jat 18S riboszomalis RNS-re normalizaltuk.



3.14 STATISZTIKAI ANALIZIS

A statisztikai analizist GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) és SPSS 13.0
(SPSS, Chicago, IL, USA) végeztiik el. A mintdk normal eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov teszttel
hataroztuk meg. A statisztikai szignifikancia egyutas ANOVA segitségével kertlt meghatarozasra,
majd szignifikancia esetén Bonferroni posthoc teszt keriilt elvégzésre. Az adatokat atlag + SEM-ként
fejeztiik ki. P<0.05 értéket tekintettiink szignifikansnak.

4 EREDMENYEK

4.1 A CREB MEGNOVEKEDETT NUKLEARIS ELOFORDULASA

VtCREB-et, Ser129Ala-CREB-et, Ser133Ala-CREB-et vagy kett6s mutans Ser129Ala-Ser133Ala-
CREB-et (a tovabbiakban mint vtCREB, S129A, S133A, S129A-S133A) kodolé konstruktokat
expresszalé PC12 sejtek jelent6sen megnovekedett, mintegy 1,7-1,8-szoros CREB-expressziot
mutattak Western blot analizissel vtPC12 sejtekhez viszonyitva. A tovabbi kisérletekhez kivalasztott
klénok tovabbi immuncitokémiai vizsgalaton estek keresztiil CREB-specifikus indirekt jelolést
kovet6en. A konfokalis képeken vtPC12-sejtekhez viszonyitva a sejtmagokban doéntéen az
eukromatin régidiban megnovekedett CREB-jelet detektaltunk.

4.2 A CREB FEHERJE CSOKKENTI A TM-INDUKALTA APOPTOZIST PC12 SEJTEKBEN
VtPC12 sejtekben ATP-esszé segitségével meghataroztuk a 72 éra alatt a viabilitds 50%-os
csokkenéséhez vezet6 TM koncentraciot (0,01 ug/ml, tovabbiakban alacsony koncentraciéja TM).

N

sejtekre.

A tovabbiakban a kiildnb6z6 sejtvonalak tulélését hasonlitottuk dssze ATP-esszé segitségével magas
CREB egyikét expresszalo sejtek magasabb tulélést mutattak a vtPC12 sejteknél. A S133A mutans
tulélése statisztikailag szignifikansnak bizonyult.

Az ATP-esszével kapott eredmények apoptozis esszével Kkeriiltek validalasra. A kiilonbo6zd
sejtvonalakat a fent emlitett mddon és ideig kezeltiik TM-nel, majd Hoechst 33342 DNS-festést
kovetSen az apoptotikus sejtmagmorfoldgia szerint meghataroztuk az apoptotikus sejtek aranyat.
Magas koncentraciéju TM a vtPC12 sejtek mintegy 35%-ban okozott apoptozist. A vtCREB és S133A
sejtek mintegy 15%-o0s, mig S129A és a kettds mutdns CREB-et expresszalé vonalak 22-23%-os
apoptotikus ratat mutattak a TM-kezelés hatasara.

4.3 A TM-KEZELES ER STRESSZT INDUKAL PC12 SEJTEKBEN

A kiillonbozd sejtvonalak 24 6ras TM-kezelést kovetéen doézisfliggd mdédon megndvekedd BiP
expressziot mutattak jelezve a kivaltott ER stresszt és UPR-t. A hasitatlan ATF6 mennyisége
mindegyik vizsgalt sejtvonalban novekedést mutatott. A hasitott, tATF6 szintje nem valtozott
vtPC12 sejtekben, azonban vtCREB és mutans CREB-et expresszald sejtekben csokkenést mutatott.
Az Osszes vizsgalt sejtvonalban megn6tt a foszforilalt, aktiv IRE1 mennyisége. A foszforilalt [NK és
p38 MAPK stresszkindzok mennyisége is valtozast mutatott. A P-JNK mennyisége mindegyik



sejtvonalban novekedett, azonban a P-p38 MAPK mennyisége vtPC12 sejtekhez viszonyitva a
vtCREB-et és mutans CREB-et expresszadld vonalakban csokkenést mutatott. A P-PERK-fiiggé P-
elF2a mennyisége is valtozast mutatott; vtPC12, S129A és S129A-5133A sejtek P-elF2a mennyisége
kis mértékben nétt, mig a vtCREB és S133A-CREB sejtvonalakban csokkenést mutatott. A CHOP
transzkripcids faktor mindharom ER stressz jelatviteli it konvergenciés pontja. Ennek tekintetében
a sejtek CHOP-expresszios valtozasat vizsgaltuk immuncitokémiai modszerrel. TM-kezelés hatasara
mindegyik vizsgalt sejtvonalban a CHOP expresszidjanak nodvekedését figyeltiik meg, ami
egyértelmiien utal a kivaltott ER stresszre és UPR-re.

4.4 A TM-INDUKALT APOPTOZIS A GSK-3[3 GATLASAVAL KIVEDHETO

A kiilénb6z6 sejtvonalakat 60 perces GSK-3 gatld LiCl el6kezelést koveten 24 o6raig TM-nel
kezeltiik és apoptozis esszével meghataroztuk az apoptotikus sejtek aranyat. A LiCl el6kezelés
mindegyik sejtvonalban csokkentette a TM-indukalta apoptézis mértékét, amely statisztikailag
szignifikdnsnak bizonyult vtPC12 és a kettds mutans S129A-S133A sejtvonalak esetében.

Hasonl6é eredményt kaptunk a szelektiv GSK-3 inhibitor SB-216763 haszndlata esetében is. A
sejteket a fentiekkel megegyez6en el6kezeltiik az inhibitorral, majd TM-nel kezeltiik 24 6raig és
apoptozis esszével meghataroztuk az apoptotikus sejtek aranyat. A GSK-3 SB-216763 altali
gatlasaval a vtPC12, S129A és S129A-S133A sejtek apoptotikus rataja szignifikansan csokkent. A
GSK-3p inhibitorok specificitasat GSK-3[ specifikus siRNS technikaval validaltuk.

Ismert, hogy Akt GSK-3 Ser9-es foszforilacidja gatlé hatast a GSK-3 funkci6jara nézve. Ezen hatas
vizsgalatara a kiilonb6z6 sejtvonalak GSK-3[ foszforilaciés szintjét vizsgaltuk. A LiCl megnovelte a
P-GSK-3p Ser9 szintjét. A TM GSK-3p aktivaciot indukalt mindegyik sejtvonalban; a foszforilaci6
mennyisége csokkent a kontroll mintdkhoz viszonyitva. A LiCl TM-nel kombinalva csokkentette a
GSK-3p aktivitdsat a mintdkban. A CREB foszforilacidjat foszfospecifikus antitestekkel vizsgaltuk
Western blot analizissel. A CREB fehérje S129-es foszforilacidjanak novekedését tapasztaltuk a
S129A-S133A sejtvonal kivételével mindegyik sejtvonalban. A S129A sejtvonal CREB S129
foszforilacioja az endogén CREB foszforilaci6janak volt betudhato. A CREB S133-as foszforilacidjat
figyeltiilk meg TM-kezelés hatasara vtPC12, vtCREB és S129A sejtvonalak esetében. Az endogén
CREB expresszio tekintetében nem figyeltiink meg jelentds valtozast.

4.5 A CREB OVEREXPRESSZIOJA MEGVALTOZTAT]JA A BCL-2 CSALAD FEHERJEINEK

EXPRESSZIOJAT

A proapoptotikus Bcl-2 csaladba tartozé Bim jelent6s szereppel rendelkezik az ER-stresszben.
Harom splice-varidnsa ismert. A leghosszabb, Bimg, a mikrotubulusok dinein-kénnyi lancaval
komplexal6dik nyugalmi sejtekben. VtPC12 sejtekben a TM-kezelés Bimg. expressziot indukalt, mig
a vtCREB-et és mutans CREB-et expresszald sejtvonalakban a Bimg. csokkenését figyeltiik meg. TM-
kezelésre a Bim; és Bims szintje hasonléképpen megnétt vtPC12 sejtekben, mig csokkenést
figyeltlink meg a vtCREB mintakban. Az antiapoptotikus Bcl-2 fehérje mennyisége mindegyik
sejtvonalban csokkent TM-kezelésre, azonban kontroll esetben is alacsonyabb Bcl-2 szintet
figyeltiink meg a vtCREB és S133A sejtvonalaknal. TM-re a vtPC12, vtCREB és S133A sejtek esetében
az antiapoptotikus Mcl-1 fehérje mennyiségi csokkenését figyeltiik meg. A Bcl-X. és Bcl-w
antiapoptotikus Bcl-2 tagok szintén csak a S133A sejtvonal esetén mutatott kismértékdi csokkenést.



VtPC12 sejtekben a TM a proapoptotikus Bok indukcidjahoz vezet, azonban a fehérje 24 6ra mulva
nem detektalhat6. VtCREB és S133A sejtek esetében érdekes médon kontroll esetben is Kifejezett
Bok expressziot tapasztaltunk, amelyet a TM-kezelés nem valtoztatott meg. A S129A és S129A-
S133A vonalak esetében az alap Bok-expresszid a tobbi sejthez viszonyitva alacsonyabbnak
bizonyult, amely mennyisége TM-kezelés hatasara indukalédott.

4.6 A CREB FEHERJE BEFOLYASOLJA A BIM MIKROTUBULUSHOZ TORTENO ASSZOCIACIOJAT
A Bim képes az aktin és mikrotubulus rendszerekhez asszocidlédni nyugalmi sejtekben. A JNK és
p38 MAPK stresszkindzok Bim-citoszkeleton disszociaciot okoznak és igy apoptdézist indukalnak. A
(FRET) hasznaltunk indirekt Bim- és tubulin-specifikus immuncitokémiai jel61ést kovetéen Cy3-Cy5
fluorofér part hasznalva. Kontroll sejtekben a FRET képeken a Bim-mikrotubulus asszociacié jél
megfigyelhet6, amely TM-kezelés hatasara eltlinik vtPC12 sejtekben. Vt és mutans CREB-et
expresszalé sejtek esetében a Bim-mikrotubulus rendszer disszociacidja nem volt tapasztalhaté
FRET analizissel.

4.7 A CREB CSOKKENTI A TM-INDUKALTA APOPTOZIST A KULONBOZO PATKANY

SEJTTIPUSOKBAN

VtPC12 sejteket, Rat-1 patkany fibroblasztokat és patkany vaszkularis simaizomsejteket (RVSM)
kotranszfektaltunk tranziensen pEGFP-C1 és pcDNA3-CREB vektorokkal. 2 nappal kés6bb a sejteket
LiCl el6kezeléssel 24 6raig TM-nel kezeltiik. Az EGFP pozitiv sejteket apoptotikus ratajat apoptdzis
esszével hataroztuk meg a kordbban leirt médon. A CREB overexpresszio szignifikansan
csokkentette a TM-indukalta apoptdézist vtPC12 és Rat-1 sejtvonalakban. A LiCl csokkentette a TM
citotoxicitasat az RVSM sejtekben. A LiCl és tranziens CREB overexpresszi6 egylittesen csokkentette
a TM-indukalta apoptdézist mindharom sejttipusban.

4.8 GENEXPRESSZIOS VALTOZASOK VTPC12 SEJTEKBEN MTH-68 /H FERTOZEST

KOVETOEN

VtPC12 sejteket fert6ztiink 12 6ran at onkolitikus MTH-68/H Newecastle betegség virussal az ICso
koncentracionak megfelel6 partikulumszammal, majd 06ssz-RNS-t izolaltunk. A mintak
génexpresszios profiljat cDNS-chipen hataroztuk meg. 729 gén (773exon) indukalédott és 612 gén
(631 exon) represszalédott minimum kétszeres mértékben. A cDNS-chippel kapott eredményeket
gRT-PCR segitségével validaltuk 5 indukdlt és 4 represszalt gént vizsgalva. A megvaltozott
expresszidju gének klaszteranalizisét DAVID funkcionalis annotacios eszkozzel végeztiik el. Az
analizis eredményeként az alabbi funkcionalis kategoriakat hataroztuk meg:

[) Velesziiletett immunitas klaszterek
a) RIG-1-szerf( receptor jelatvitel
b) Toll-like receptor jelatvitel
c) Interferon-stimulalt jelatvitel
II) Novekedési faktor és sejtciklus klaszterek
[1T) Cellularis stressz és apoptozis klaszterek
a) Intrinzik apoptozis
b) Extrinzik apoptdzis
c¢) ERstressz



5 MEGBESZELES

5.1 A GSK-3p SZEREPE AZ ER STRESSZBEN

A GSK-3p bizonyitottan szerepet jatszik az apoptoézis és az ER stressz moduldlasaban. Szdmos
mechanizmus gatolja a GSK-3B funkcidjat a Ser9-es foszforilacidjan keresztiill. Ezek kozil a
legjobban jellemzett a PI-3K/Akt jelatviteli ut. Az aktiv GSK-3 a célmolekulait foszforilalja, koztiik a
nuklearis CREB foszfoproteint, amely molekula a kiillonb6z6 sejttipusok tulélésében betoltott igen
jelent6s szerepét mar szadmos kozlemény leirta. Azonban mindezidaig nem teljesen ismert annak
pontos mechanizmusa, hogy az ER stressz hogyan aktivalja a GSK-3f3-t.

5.2 A CREBFEHERJE S129 ES S133 AMONOSAVAINAK SZEREPE AZ ER-STRESSZBEN

Az ER stressz altal kivaltott mindharom jelatviteli at (ATF6, IRE1, PERK) aktivacidja megfigyelhet6
volt kisérleteinkben. Minden altalunk vizsgalt PC12 sejttipusban megfigyelhet6 volt a BiP chaperon
szintjének novekedése, amely indukalt adaptacids mechanizmust jelez. A tATF6 szinte csokkenést
mutatott, mig a hasitatlan ATF6 szintje a S129A és S129A-S133A sejtekben jelentdsen
megnovekedett. Az IRE1 és kovetkezményes JNK és p38 MAPK aktivacio kimutathatd volt
mindegyik sejtvonalban. A PERK-fiigg6 elF2a-medialt globalis transzlaciés attenuaciot a vtCREB és
S133A sejtekben detektaltuk. Az ATF4/ATF6-fiigg6 CHOP expresszidjanak novekedését mindegyik
phaeochromocytoma sejtben ki tudtuk mutatni, amely aktiv, ER-stresszre adott valaszt mutat.

Annak ellenére, hogy a TM-kezelés ER stresszt valt ki, a vad tipusu és kiilonb6zé mutans CREB
fehérjék képesek a PC12 sejtek TM-indukalta apoptézisat részben kivédeni. A megndvekedett
tulélésért tobb, az alabbiakban részletezett mechanizmus tehet6 felelGssé.

Az egyik lehetséges mechanizmus a hianyzé S129 és/vagy S133 foszforilaciés helyek hianya.
Bemutattuk, hogy a GSK-33-nak kézponti szerepe van az ER stressz jelatvitelében, mivel a GSK-3(3
gatlasaval (LiCl vagy SB-216763 hasznalataval) részlegesen kivédhet6 a PC12 sejtek TM-indukalt
apoptozisa.

Irodalmi adatok szerint a CREB Ser133-as foszforilacidja sziikséges ahhoz, hogy a CREB
transzkripciondlisan aktiv legyen. Ismert, hogy a CREB S133-as foszforilaci6ja konszenzus
szekvenciat hoz 1étre a GSK-3f szamara S129-en. Mindezidaig csupan néhany kézlemény vizsgalta e
masodlagos, S129-es foszforilacio kovetkezményeit. Igazoltuk, hogy a GSK-3p PC12 sejtekben CREB
S129-es foszforilaciot okoz. Ezen foszforilacié a korabbi irodalmi adatok szerint csékkenti a CREB
DNS-kot6 aktivitasat és ezaltal csokkenti a CREB altal szabalyozott antiapoptotikus gének (pl.: Bcl-
2) transzkripcidjat. Feltételeztiik, hogy a fentieket figyelembe véve a S129A, S133A és S129A-S133A
sejtvonalaknak magasabb tulélést kell mutatniuk TM-kezelés hatasara, ha a TM-indukalta ER stressz
GSK-3p fliggl. Ezen feltételezéseinket kisérleteink igazolni latszanak.

Egy masik mechanizmus, ami a vizsgalt sejtek megnovekedett tuléléséhez vezethetett, a CRE
szekvenciakért folytatott kompeticidja a CREB és ATF4/ATF6 transzkripcids faktoroknak. Ismert,
hogy a CREB fehérje konstitutivan koti célszekvencidjat mind stimulalt, mind nem stimulalt
sejtekben. Kotranszfekciés kisérletek bizonyitottdk korabban, hogy a CREB gatolja az ATF4 CRE
kotését in vitro. Vt és mutans CREB fehérje expresszidja csokkentette az ATF4 szintjét kontroll



korilmények kozott vtPC12 sejtekben. TM-kezelés hatasara az ATF4 nem mutatott kolokalizaciét a
CREB fehérjével egyik klonunkban sem. A megndvekedett CREB szint interferalhat az ATF4 és ATF6
transzkripcids faktorok DNS kotésével, amely magyardzatot adhat a megnovekedett sejtttulélésre
tekintet nélkil arra, hogy a sejtben talalhat6 CREB tartalmaz-e S129 és/vagy S133 foszforilacios
helyeket.

5.3 A CREB TRANSZKRIPCIOS FAKTOR ES A BCL-2 CSALAD KAPCSOLATA

VtCREB-et overexpresszald sejtvonalunk csokkent mennyiségli Bcl-2 fehérjét expressszalt annak
ellenére, hogy szdmos kutatdcsoport korabban kiilonb6z6 rendszerekben CREB-fiiggének irta le a
Bcl-2 expressziot. A sejteket kisérleteink alatt alacsony szérumtartalmd médiumban tenyésztettiik
24 6ran keresztiil, majd TM-nel kezeltiik tovabbi 24 o6raig szintagy alacsony szérumtartalmu
médiumban. Ezen koriilmények kozott az GSK-3p aktiv és igy a CREB S129-es foszforilaciéjan
keresztiil hozzajarulhat a Bcl-2 expresszidjanak csokkenéséhez. Azon sejtvonalakban, ahol a S129-
es aminosav intakt volt, (vtCREB és S133A), a Bcl-2 expresszidja alacsonyabbnak bizonyult a vtPC12
sejtekhez viszonyitva.

Korabban komputaciés analizissel a bok promoterében részleges CRE szekvenciat irtak le, habar
mindezt SACO (serial analysis of chromatin occupancy) konyvtar konstrukcios kisérletekkel nem
sikeriilt igazolni az irodalmi adatok szerint. A komputaciés megfigyelések magyarazatot adhatnak
arra, hogy miért mutattak a vtCREB-et overexpresszalé vagy a mutans CREB-et expresszald sejtek
vtPC12 sejtekhez viszonyitva magasabb proapoptotikus Bok expressziét annak ellenére, hogy ezen
sejtek talélése meghaladta a vtPC12 sejtek talélését TM-kezelés hatasara. A Bok képes az Mcl-1
szelektiv kotésére. A megnovekedett Bok expresszié a vtCREB és S133A sejtvonalakban
konstruktok expresszidja idében elnyujtja a Bok expresszidjat, hiszen ezen sejtekben vtPC12-hez
viszonyitva 24 6ra mulva is detektalhat6 mennyiségii Bok-ot mutattunk ki, azonban a TM-kezelés
volt nem képes tovabbi Bok-indukciét kivaltani. A Bcl-2 csaldad BH3-only csoportjaba tartozé
proapoptotikus Bim tagja harom eltérd splice-varianssal rendelkezik (Bimgi, Bimi, Bims). A Bimgy, és
Bim;, tagok képesek a dinein konnyti lanchoz kapcsolddni és igy szekvesztralddni nyugalmi allapotu
sejtekben, majd JNK és p38 MAPK 4altali foszforilaciét kovetéen disszocidlodnak a citoszkeletonral.
Mindharom méretii splice-varians képes kiilonb6zé antiapoptotikus Bcl-2 tagokhoz kotédni és azok
funkciéjat blokkolni, igy hozzajarulva a sejthalalhoz.

5.4 CREB-FUGGO CITOSZKELETALIS ATRENDEZODES

A megnovekedett tulélés hatterében all6 tovabbi mechanizmusként a kiilonb6z6 CREB-et
expresszalé sejtvonalak citoszkeletdlis rendszerének megvaltozasa is allhat. A FRET-analizis
eredményei azt mutatjak, hogy a Bim a mikrotubulus rendszer koézelében talalhaté nyugalmi
allapotban, majd TM-indukalta ER stressz hatasara ez az asszociacid jelentésen csokken vtPC12
sejtekben. VtCREB és mutans CREB-et expresszaldé sejtvonalakban ezen interakcié stabilnak
mutatkozott tartds ER stressz esetében is. VtPC12 sejtekhez viszonyitva a tobbi PC12 sejtvonal
kisebb mértékii P-p38 MAPK és P-JNK mennyiséget mutattak. Ezen kinazok aktiv, foszforilalt
formajanak mennyiségi csokkenése hozzajarulhat a Bim-citoszkeleton interakcié fenntartasahoz,
interferalva az apoptozissal.



A harom splice-varians kozil a Bims rendelkezik a legrovidebb féléletidével, tovabba a kiilénb6z6
stresszhatdsokra de novo szintetizalddik, valamint mindharom varidans koziil a legtoxikusabb.
VtCREB és S133A sejtvonalak jelent6sen alacsonyabb Bimg. és Bims expressziot mutattak magas
megnovekedett tulélésével. A csokkent, TM-re valaszul adott apoptézis eredménye lehet egy
megvaltozott Bim homeosztazisnak, csakigy, mint egy CREB-fiigg6 citoszkeletdlis dtrendezddésnek
is, hiszen a CRE szekvencia bizonyitottan szdmos dinein-szer{i gén promoterében megtalalhato.

5.5 AGSK-3p/CREB TENGELY ALTALANOS KOVETKEZKENYEI; A CREB
OVEREXPRESSZIOJA CSOKKENTI A TM TOXICITASAT RAT-1, vTPC12 £ES RVSM

SEJTEKBEN

Korabbi irodalmi kdzlemények szerint a GSK-3B-nak és CREB-nek kiemelt jelentésége van a Rat-1,
PC12 és RVSM sejtek tulélésében. Kisérleteink azt mutatjak, hogy tranziens vtCREB overexpresszio
esetében ezen sejtek tulélése megnd tartds ER stresszben. Mivel a sejteket 36 6raval a transzfekcid
utan kezeltik TM-nel, sziikséges volt az eredeti kezelési protokollt mddositanunk és az alacsony
szérumtartalmi médiumot magas szérumtartalmira cserélniink. A médium szérumtartalma a
novekedési faktor receptorokon keresztiil stimuldlja a PI-3K/Akt utat, amely sejttulélés egyik
legf6bb jelatviteli utja. A magas ndvekedési faktor jelenléttel magyarazhato, hogy annak ellenére,
hogy mindhdrom sejtvonalban a TM-kezelés apoptézist indukal, az RVSM sejtek reagaltak
legkevésbé apoptozissal a TM-kezelésre.

5.6 AzMTH-68/H KEZELES VELESZULETETT IMMUNVALASZT ES SEJTHALALT INDUKAL

VTPC12 SEJTEKBEN
VtPC12 sejteket fert6ztiink az onkolitikus NDV MTH-68/H virussal 12 6ran keresztiil 1Cso
koncentracion (12,87 viruspartikulum/sejt). A fert6zés hatasara 729 gén indukalédott és 612
represszalodott minimum kétszeres mértékben. Az indukalt gének koziil tobb mint 50 esetében az
indukcié otvenszeres vagy nagyobb volt, mig 70 gén esetében tizt6l-6tvenszeres mértékben
indukalodtak a gének. Ezen igen erds génindukcio egy kifejezett antiviralis reakcié eredménye
mindamellett, hogy a virus replikalddik és apoptozist indukal.

A megvaltozott génexpresszids eredményeket a DAVID funkciondlis annotacios eszkoz az indukalt
gének esetében 176, mig a represszalt gének esetében 146, részben atfedd klaszterbe sorolta.

Igen jelentds szdmu indukalt gén a velesziiletett immunitasban, gyulladasban, illetve a sejthalalban
jatszik szerepet a fert6zott sejtekben. Altalanossagban elmondhaté, hogy a sejtciklus és a cellularis
metabolizmus génjei altalaban represszalodtak.

5.7 AzMTH-68/H FERTOZES INTERFERON-UTVONALAKAT STIMULAL

Szamos tumor nem expresszal IFN-t és emiatt igen szelektivnek tlinnek a kiilonb6z6 onkolitikus
virusok szdmdara. Mig a normal sejtek képesek kiilonb6z6 interferonokat expresszalni onkolitikus
virusfert6zés hatdsara, a tumorsejtekben ezen antiviralis mechanizmus hidnyzik, és a daganatsejtek
az onkolitikus virus valamely egyéb, apoptézist indukalé hatasa altal pusztulnak el. VtPC12
sejtekben a cDNS-chip adatok szerint van IFN valasz, igy az IFN hianya nem allhat az MTH-68/H



citotoxicitasanak hatterében. Mindamellett, hogy I-es tipusu (IFNa, IFNB), II-es tipust (IFNy) és III-
as tipusu (IFNA) indukciot is megfigyeltiink a kovetkezményes interferon-stimulalt gének (ISG-k)
indukcidjaval egyliitt, ezen génindukciok nem elegendéek, hogy a sejteket megvédjék az
apoptozistol.

5.8 Az MTH-68/H FERTOZES A SEJTCIKLUS LEALLASAT OKOZZA

Az MTH-68/H fert6zés PC12 sejtekben szdmos olyan gén expresszidjat valtoztatta meg, amelyek
vagy a sejtciklus irdnyaba vagy a sejtciklus ellen hatnak. Mindkett6 csoportban talaltunk olyan
géneket, amelyek indukalddtak és olyanokat is, amelyek represszalédtak. Osszességében azonban az
egyensuly a sejtciklus gatlasanak iranyaba latszik eltolédni, amely az MTH-68/H tumorellenes
hatasahoz jarulhat hozza.

5.9 Az AporTOZIS MTH-68/H ALTALI INDUKCIOJA

Az MTH-68/H PC12 sejtekben tapasztalt citotoxikus aktivitdisanak hatterében a kiilénb6z6
apoptotikus jelatviteli utak stimulacidja is allhat. A ¢cDNS-chip adatok alapjan mind az intrinzik,
mind az extrinzik és ER-stressz altal indukalt apoptotikus utak is érintettek a virusfert6zés altal.

Az intrinzik atvonal esetében csak par gén expresszidja valtozott (Apafl, Bid, Casp7). Ez nem
meglepd annak tekintetében, hogy az apoptdzis intrinzik Utvonala nagyrészt poszttranszlacios
szabalyozas alatt all (pl. foszforilacié, defoszforilacio, oligomerizacio, proteolitikus hasitas).

NDV fert6zés hatdsara az extrinzik utvonal génindukcidja is megfigyelhet6 volt vtPC12 sejtekben, a
sejtek jelent6s halalligandot (Tnf Tnfsfl10 [TRAIL], Faslg) és extrinzik apoptézis szignalizacios
molekulat (pl.: Ripk2, Ripk3, Birc2, Birc3, Fas. Tnf-r1) expresszaltak. Figyelembe véve a tényt, hogy a
FasL és receptoranak indukcidja a vizsgalt sejtekben kismértékii volt, a TRAIL tlinik a virus
citotoxicitasanak legfontosabb mediatoranak.

Korabbi irodalmi adatok szerint az ER stressz-indukalta apoptézisnak kiemelt szerepe van a NDV
altal okozott programozott sejthaldlnak. A cDNS-chip adatok alapjan gy tlinik, hogy mindharom
apoptotikus utvonal szerepet jatszik az MTH-68/H onkolizisében. Szamos ER stressz altal indukalt
apoptozisban szerepet jatszé gén (pl.: Casp4, Caspl2, Ddit3, Atf3) indukalédott vtPC12 sejtekben
MTH-68/H fert6zés hatasara.



6 OSSZEFOGLALAS

L. Bemutattuk, hogy vtCREB overexpresszidja mellett domindns mutdns S129A, S133A és
S129A-S133A CREB expresszidja megnoveli a PC12 sejtek tulélését tartdsan fennall6 ER
stressz alatt.

IL. Az ER stressz jelatvitelében kisérleteink alapjan kiemelt fontossagu szerepe van a GSK-33 és
CREB fehérjéknek. Az altalunk vizsgalt sejtekben a GSK-3p farmakolégiai gatlasaval ezen
sejtek tulélése megndtt és igazolni latszott, hogy a GSK-3p igéretes terapias célpont lehet az
ER stresszel kapcsolatos betegségek kezelésében.

I11. A CREB fehérje vizsgalt foszforilaciés helyei nem kizarélagosan csak a Bcl-2 csalad
expresszidjan Kkeresztil segithetik a sejttilélést, hanem citoszkeletdlis valtozasokat is
indukalhatnak szdmos mikrotubulus-asszocidlt dinein-szerli gén expresszidjanak
szabalyozasan keresztiil.

IV. Barmely altalunk vizsgalt CREB konstrukt interferalhat az ATF4 és ATF6 transzkripcids
faktorokkal és ,ellophatja” a CRE kotShelyeket ezen transzkripciés faktorok el6l, amely az
ER stressz kimenetelének temperalasahoz jarulhat hozza.

V. A kapott eredmények tiikrében valdszintisithet, hogy a CREB fehérje az ER stressz
jelatviteli kaszkadjanak potens gatl6ja lehet. A lehetséges jelatviteli mechanizmusok tovabbi
karakterizaldsaban az ER stresszel kapcsolatos patoldgias folyamatok megértésére nyilik
lehet8ség és a jovEben ER stresszel kapcsolatos terapias célpontok azonosithatéak.

VL Az MTH-68/H kezelés erés IFN-valaszt indukal PC12 sejtekben, azonban ez énmagaban nem
allhat az MTH-68/H onkolizisének hatterében.

VII. Az MTH-68/H fert6zés PC12 sejtekben a sejtciklus gatlasat okozza és a sejteket citosztatikus
és sejthalalt indukal6 allapot felé irdnyitja.

VIII. Az MTH-68/H kezelés PC12 sejtekben képes indukalni az intrinzik, extrinzik és ER-stressz
apoptozis jelatviteli utak génjeit.
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