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|. Bevezetés

1. Nitrogén-oxid

A géz halmazallapotl nitrogén-oxid (nitrogén-monoxid; NO) neurotranszmitterként és
jelatviteli molekulaként szdmos fiziologias €s patologias folyamatot befolyasolhat a sejtben,
termeléséért In vivo a nitrogén-oxid-szintaz (NOS) csaladba tartozé enzimek feleldsek. Az
intracellularisan képz6dott NO egyszert diffuzidval képes atjutni a sejthartyan, majd a sejtbol
kijutva autokrin és parakrin moédon fejti ki hatasat.

A NO intracellularisan tobbféleképpen befolyasolhatja a sejtek életét/mukodését.
Egyrészt képes fehérjék poszttranszlacios modositasara, melynek két tipusa van: a reverzibilis
S-nitrozilacié és az irreverzibilis nitraci6. S-nitrozilacid esetén a NO cisztein
aminosav(ak)hoz kotodik, ezaltal megvaltoztatva az érintett fehérje aktivitasat; ez gatld
(példaul kaszpaz-3; XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis protein) és aktivalo (példaul Ras
fehérjék) hatast is lehet. A nitrozilalt cisztein aminosavakrol a NO denitrozilacidval (esetleg
transznitrozilaciéval, melynek soran a NO egy masik fehérje cisztein aminosavara keriil at),
enzimatikus tton tavolithaté el; ennek végrehajtasaért tobbféle enzim is felelds lehet, példaul
a tioredoxin és a protein-diszulfid-izomeraz (PDI). A denitrozilacié nem-enzimatikus 0ton is
végbemehet. Nitracio esetén a NO tirozinhoz kapcsolodik. Masrészt a NO atmeneti fémeket
tartalmaz6 fehérjékhez (példaul hemoglobin, mioglobin, szolubilis guanilat-ciklaz) is
kapcsolodhat. Tovabba, a NO aktivalhatja a szolubilis guanilat-ciklaz enzimet, az ennek
kovetkeztében képz6d6 masodlagos messenger ciklikus guanozin-monofoszfat (CGMP) pedig
a protein kinaz G (PKG) enzimeken keresztiil érvényesiti hatasat. A PKG-aktivacio
kovetkezménye lehet tobbek kozott az erek falaban taldlhatd simaizmok relaxacidja,
trombocita-aggregacio vagy sejtproliferacio. A NO hatasat sejttipus- és koncentracio-fiiggd
moédon fejti ki. Kis mennyiségben fOként protektiv hatast, szerepe lehet a tanulds és a
memoria folyamataban is, mig nagy koncentracidban pro-apoptotikus hatassal bir. Utobbi
hatdsat a NO gyakran kozvetett modon fejti ki; mig dnmagéaban kevéssé reakcioképes, mas
molekuldkkal reagélva reaktiv nitrogén-szarmazékokat (reactive nitrogen species, RNS)
képez. Ilyen példaul a peroxinitrit anion, amely a NO szuperoxiddal vald reakcidja soran
képzddik. A peroxinitrit képes reagalni lipidekkel és a DNS-sel, emellett apoptozist
indukalhat a mitokondrium membranjanak atjarhatova tétele révén. Nitrozativ stressz esetén
egyes fehérjék fokozott S-nitrozilacidja szintén citotoxikus hatdsu; szamos neurodegenerativ
korkép hatterében kimutattak a PDI és a XIAP fehérjék S-nitrozilacidja kovetkeztében

kialakul6 idegsejt-karosodast.



Kisérleti koriilmények kozott a gaz halmazallapott NO alkalmazasa nehezen
kivitelezhetd, ezért a sejtek kezelése soran elterjedt kiillonféle NO-donor vegyiiletek
alkalmazasa; az altalunk hasznalt szer a nitroprusszid-natrium (SNP). Vad tipusa PC12
patkany phaeochromocytoma sejtekben ¢€s dominans gatld fehérjéket expresszalo PCI12
szubklonokban a nagy dozisban (400 uM) alkalmazott SNP-kezelés sejthalalt indukal.
Hasonléan a NO-hoz, az SNP is képes kivaltani a guanilat-ciklaz aktivacidjat és ennek

kovetkeztében a cGMP szintjének emelkedését.

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

A sejteket szamos kornyezeti hatas érheti; az ezekre adott valasz fiigg az adott behatas
tipusatol és intenzitasatol, az aktivalodott jelpalyaktol és a sejt tipusatol is. A kiilonféle
kornyezeti ingerek/szigndlok sejten beliili hatdsainak kozvetitésében fontos szerepe van a
mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAPK) kaszkddoknak. Ezek a kaszkadok eukariota sejtekben

harom szintre tagolhatéak; minden szintet egy fehérje-csalad tagjai képviselnek.
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1. abra: A MAPK-kaszkdadokon keresztiil térténd jeltovabbitas dsszefoglaldsa

Elséként a mitogén-aktivalt protein-kinaz-kinaz-kinaz (MAPKKK) csaladba tartozo
fehérjék aktivalodnak, majd ezt kdvetden szerin €s treonin aminosavak foszforilacidja révén
aktivaljak a sorban kovetkezd mitogén-aktivalt protein-kindz-kindzokat (MAPKK). Ez utébbi
fehérjék tirozin €s treonin aminosavakon foszforilaljak célfehérjéiket, a MAPK-csalad tagjait,
melyek szintén szerin/treonin-specifikus kinazok. A MAPK-ok célfehérjéi kozott szamos
transzkripcidés faktor van, melyek foszforilacidja a sejt génexpresszids mintazatanak
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megvaltozasaval jar, ez eredményezi az adott hatasra bekovetkezd biologiai valaszt. Emlds
sejtekben a MAPK-csaladnak harom fontos alcsaladja ismert: a c-Jun N-terminalis kinazok
(JNK1-3), a p38MAPK-ok (p38a-0) és az extracellularis szignal-regulalta kinazok (ERK1/2);
a JNK és a p38MAPK fehérjék stressz kinazokként is ismertek (1. dbra).

2.1. Stressz jelatvitel a JNK- és a p3SMAPK-tuton

A INK ¢és a p38MAPK fehérjékhez kapcsolodo jelatvitelt szdmos hatas aktivalhatja,
tobbek kozott az oxidativ és az endoplazmatikus retikulum (ER) stressz, viralis és bakterialis
fert6zés, halal ligandok/gyulladasos citokinek (példaul tumor nekrozis faktor, TNF), UV- és
ionizald sugarzas, kemoterapias szerek, illetve a citoplazméaban a Ca®* szintjének emelkedése.
A felsorolt hatasok a MAPKKK-ok csaladjaba tartoz6 ASK1 (apoptosis signal-regulating
kinase 1) fehérje aktivacidjat okozhatjak; ennek kovetkezményeképpen a MKK4 és MKK?7
fehérjék a JNK, mig a MKK3 ¢és MKK6 enzimek a p38MAPK foszforilacioval torténd
aktivacigjaért felelosek. A JNK- és a p38MAPK-aktivacié nem eredményez sziikségszeriien
sejtpusztulast; a sejt proliferacioval, differencidcioval és gyulladasos citokinek termelésével,
sOt akar taléléssel is reagalhat a stressz hatasra; apoptozishoz altalaban a tartos JNK- és
p38MAPK-aktivacio  vezet. Az  ASKI1-MAPK jelatvitel zavarai  betegségek
(kardiovaszkularis, neurodegenerativ és gyulladasos koérképek, tumorok és egyéb betegségek

/asthma, diabetes/) kialakulasat eredményezhetik.

2.2. Az ERK-ut

Az ERK-ut aktivacidja a monomer G-protein Ras fehérjék kozremitkddésével torténik,
a jeltovabbitas a korabban mar ismertetett mechanizmussal valosul meg: az aktiv Ras a Raf
(MAPKKK) — MEK1/2 (MAPKK) — ERK1/2 (MAPK) ttvonalon fejti ki hatasat. Az ERK-
jelatvitel beinditasaért jellemzOen mitogén hatasok feleldsek, azonban stressz hatasok is
kivalthatjdk azt. Elébbi esetben az ERK-aktivacio 4altaldban sejtosztodast, terminalis
differenciaciot, illetve sejttulélést eredményez. A Ras/ERK-ut fokozott miikddése a tumor
képzddés tobb 1épésében is szerepet jatszhat (migracid, invazio, tulélés). Stressz
kovetkeztében azonban az aktiv ERK fokozhatja anti-apoptotikus fehérjék (Bcl-2, B cell
lymphoma-2; Bcl-xL, B cell lymphoma-extra large; Mcl-1, myeloid cell leukemia 1) és
csokkentheti pro-apoptotikus fehérjék (Bim, B-cell lymphoma 2 interacting mediator of cell
death; Puma, p53 upregulated modulator of apoptosis; Bmf, Bcl-2 modifying factor) génjének
atirasat. Tovabba, az aktiv ERK foszforilalhatja is a Bcl-2 csalad tagjait: az Mcl-1 esetén
stabilizaciot eredményezve, mig a Bad (Bcl-2-associated death promoter) esetén degradaciot
okozva.



3. Apoptézis

Az apoptdzis a programozott sejthaldl legismertebb, legtobbet vizsgalt, evolacids
szempontbol igen konzervalt tipusa. Szerepet jatszik a morfogenezisben, a szoveti
homeosztazis fenntartasaban, az oregedésben, illetve a karosodott és nem kivanatos sejtek
eliminalasaban. Nem megfelel6 mikodése kiilonféle betegségek (tumor, autoimmun és
neurodegenerativ  korképek, stb.) kialakulasahoz vezethet. Apoptdzist kivalto hatasok
kovetkeztében a sejtmembran nem sériil, a sejt a kornyezd sejtek/szovetek karosodasa,
gyulladasos folyamatok el6idézése nélkiil pusztul el. Az apoptdzissal elpusztuld sejtek
szamos morfologiai és funkcionalis valtozason mennek at, ez lehetévé teszi molekularis
biologiai modszerekkel torténd azonositasukat. Az apoptotikus sejtekre jellemzd legismertebb
jegyek a DNS internukleoszomalis fragmentacidja, a sejtrél apoptotikus testek lefiizodése, a
foszfatidil-szerin molekulak kikeriilése a sejthartya kiilsé rétegébe (externalizacid), illetve a
megfeleld jelatviteli utak/fehérjék aktivacidja. A programozott sejthalal jelatvitelének két

leginkabb ismert Utja az extrinsic (receptor altal kozvetitett) és az intrinsic (mitokondrialis) 0t.
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2. dbra: Az apoptozis extrinsic és intrinsic jelatvitelének dsszefoglalasa
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3.1. Az apoptoézis extrinsic utja / Extrinsic apoptozis-jelatvitel

Az extrinsic utat sejtfelszini receptorokhoz kot6dé ligandok aktivaljak (2. dbra),
tobbek kozott a TNF és egyéb, a TNF-csaladba tartozé molekulak (TRAIL, tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand; FasL, Fas-ligand, stb.). Ezek a halal-ligandok
specifikus sejtfelszini receptorokhoz kotédnek (TRAIL esetén DR4 és DR5, death receptor 4
és 5; FasL esetén Fas), aminek kovetkeztében a receptor intracellularis doménjén egy
multiprotein-komplex (DISC, death-inducing signaling complex) épiil fel, mely tovabbitja a
jelet a jelpalya disztalis komponenseinek. A DISC-ben talalhat6é adapter fehérjék (FADD, Fas
associated death domain containing protein; TRADD, TNF receptor associated death domain
containing protein, stb.) inaktiv iniciator pro-kaszpazokat (mint a pro-kaszpaz-8 és -10)
kotnek meg, ezaltal lehetové téve szamukra sajat, proteolitikus hasitas révén megvaldosuld
aktivaciojukat. Az aktiv inicidtor kaszpazok ezt kdvetden két eltérd uton valdsithatjdk meg az
effektor pro-kaszpazok (pro-kaszpaz-3, -6, -7) hasitassal torténd aktivaciojat. A sejtek egy
részében (Un. L. tipusu sejtek) a kaszpaz-8 és -10 kozvetlentil képesek hasitani a kaszpaz-3 és -
9 molekuldkat. Ezzel szemben mas sejtekben (un. II. tipusu sejtek) Osszekapcsolddik
egymassal az extrinsic és az intrinsic apoptdzis jelatvitel. Ezekben a sejtekben a sejtfelszini
receptorokrol kiinduld apoptdzis-jelatvitel altal aktivalt kaszpdz-8 molekulak hasitjak a
,»BH3-only” fehérjék (1d. késébb) kozé tartozé Bid (BH3 interacting-domain death agonist)
fehérjét. A képzo6do hasitott forma (tBid, truncated Bid) a mitokondriumba transzlokalodva a
Bax (Bcl-2 associated X protein) és a Bak (Bcl-2 antagonist/killer) fehérjék aktivaciojat valtja
Ki. A halal-receptorokrol kiinduld jelatvitel nemcsak apoptozist okozhat, hanem az
egyedfejlodésben ¢és gyulladdsos folyamatokban is szerepet jatszhat, illetve sejttilélést

kozvetitd jelpalyakat is serkenthet.

3.2. Az apoptozis intrinsic utja / Intrinsic apoptozis-jelatvitel

Az apoptdzis intrinsic/mitokondrialis utjanak aktivacigjat olyan stimulusok
eredményezik, melyek hatdsa a sejten beliill érvényesiil (kivétel a tBid altal kozvetitett
mechanizmus, 1d. eldbb) (2. dbra). llyenek példaul a DNS-ben bekovetkez6 és a repair
mechanizmusok altal ki nem javithatdo karosodasok, kiilonféle toxikus agensek vagy az
ozmotikus stressz. A programozott sejthalal ezen utjanak fontos szerepl6i a Bel-2 csaladba

tartozo fehérjék és a p53 transzkripcios faktor.

3.2.1. A Bcl-2 fehérjecsalad
A Bcl-2 fehérjecsalad magaban foglal apoptozist gatld (anti-apoptotikus) és azt
serkentd (pro-apoptotikus) fehérjéket is. A pro- és anti-apoptotikus fehérjék aranya dont a sejt
6



¢letben maradésardl, illetve elpusztulasarol; az egyenstuly felboruldasa szdmos betegség
(daganatok, autoimmun betegségek, stb.) kialakulasat vonhatja maga utan. Az anti-
apoptotikus alcsalad tagjai 4 Bcl-2 homologia (BH) doménnel rendelkeznek, legismertebb
képvisel6ik a Bel-2 és a Bel-XL fehérjék. Daganatokban gyakran kimutathat6 a Bcl-2 csaladba
tartozo anti-apoptotikus fehérjék génjének overexpresszidja. A pro-apoptotikus fehérjéket
magaban foglalé alcsalad az egyes tagok szerkezete és funkcidja alapjan tovabb tagolhat6: ide
tartoznak a pro-apoptotikus multidomén Bax és Bak fehérjék (BH1-3-doméneket
tartalmaznak) és a csak a BH3-doménnel rendelkez6, un. ,,BH3-only” fehérjék (Bad, Puma,
Noxa, Bid, stb.).

A pro-apoptotikus multidomén fehérjék ugy segitik elé a sejtpusztulast, hogy
oligomerizalddva porusokat képeznek a mitokondrium kiils6 membranjaban, ezzel atjarhatova
téve azt (MOMP, mitochondrial outer membrane permeabilization). Ily médon lehet6vé teszik
a citokrom c és mas fehérjék (Smac/DIABLO, second mitochondria-derived activator of
caspase/direct 1AP-binding protein with low pl; AlF, apoptosis-inducing factor; endonukleaz
G; Omi/HtrA2, high temperature requirement protein) kiaramlasat a mitokondrium
intermembran terébdl a citoszolba. Az endonukledz G és az AIF fehérjék ezt kdvetden a
sejtmagba keriilnek, ahol a kromatin-kondenzacio és a DNS-fragmentacio kivaltasaban van
szerepiik. A Smac/DIABLO és az Omi/HtrA2 proteinek a kaszpazokhoz kapcsolodo és ezaltal
azokat gatld 1AP-csaladba (inhibitor of apoptosis protein) tartozo fehérjéket gatoljak, igy
hozzajarulnak a kaszpéaz-aktivaciohoz. A citokrém c molekulak citoplazméba torténd kijutasa
nélkiilozhetetlen az apoptoszomak kialakulasahoz; ezek a komplexek a citokrom ¢ mellett az
Apaf-1 (apoptotic peptidase-activating factor-1) és az inaktiv pro-kaszpaz-9 fehérjéket
tartalmazzak. Az apoptoszoma kialakuldsa biztosit lehetdséget a pro-kaszpaz-9 molekuldk
hasitassal torténd aktivaciojahoz, majd ezt kovetden az aktiv kaszpaz-9 fehérjek végzik el az
effektor pro-kaszpazok aktivalasat. Az apoptozis folyamatanak végét jelzé proteolitikus
hasitasokért az ily modon aktivalt kaszpaz-3, -6 és -7 enzimek feleldsek. A Bcl-2 csalad anti-
apoptotikus tagjai azaltal gatoljak a citokrom c felszabadulasat, hogy megkotik a Bax/Bak
fehérjéket, illetve az azokat aktivalni képes ,,BH3-only” proteineket.

3.2.2. A p53 fehérje

Bar a felfedezését kovetden onkoproteinnek tartottdk, a ,,genom Ore”-ként is
emlegetett p53 az egyik legismertebb tumor szuppresszor fehérje. ElGszor transzkripcios
faktorként valt ismertté, azonban az utobbi idében vilagossd valt, hogy szdmos esetben a

transzkripcid kozvetlen szabalyozasatol fiiggetleniil fejti ki hatasat.



A p53 fehérjét kodoldo gén mutacidja szamos daganatban kimutathatd; az esetek
tobbségére a DNS-k6t6 doménben el6fordulé missense mutacié jellemzd, mely aminosav-
cserét eredményez. Napjainkig 45000-nél tobb szomatikus és csirasejt-mutaciot irtak le a p53
génben, melyek kovetkezménye lehet a fehérje teljes inaktivacidja; azonban eléfordulhat az
is, hogy a mutans p53 fehérjék onkogén hatdssal birnak, illetve domindns negativ modon
gatoljak a sejtben a vad tipust p53 fehérjéket. Emellett a normal p53-funkcid elvesztését
eredményezheti viralis/cellularis fehérjékhez vald kotddés, epigenetikai mechanizmusok
(prométer-hipermetilacio) és a fokozott degradacio is. A mutans p53 fehérje altal szabalyozott
gének olyan fehérjéket kodolnak, melyek eldsegitik a tumor sejtek talélését és osztodasat, a
kemorezisztencia kialakuldsat, genomikus instabilitast okoznak, gyulladast véltanak ki,
kozremiikbdnek a migracid, az invazid, az angiogenezis ¢€és a metasztazis-képzddés
folyamataiban. A p53 gén csirasejtekben bekdvetkez6 mutacidja/inaktivacioja felelds a ritka
Li-Fraumeni-szindroma kialakulasaért.

A p53 fehérje legismertebb feladatai: (1) szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban;
(2) indukalhatja a DNS-repair mechanizmusokban részt vevé fehérjék génjeinek atirasat; (3)
szabalyozza az apoptozis folyamatat. Emellett szabalyozza az autofagiat, a (tumor) sejtek
metabolizmusat, a vezikularis transzport folyamatat, a citoszkeleton organizéciojat, az
endocitozist és a nekrozist.

A teljes hosszasagi p53 fehérje 393 (patkanyban 391) aminosavbél éptil fel. N-
terminalisan talalhatoak a transzaktivacios domének (TADI és 2) és egy prolin-gazdag régid
(PP), ezt koveti a DNS-kot6 domén (DBD), mig a C-terminalis tartalmazza a
tetramerizacios/oligomerizaciés domént (OD) és egy szabalyozo régiot; emellett a fehérje
nukledris lokalizaciés (NLS) és nukledris export szignalokkal (NES) is rendelkezik. A TAD
feladata a génexpresszid szabalyozasa, emellett rajta keresztiil a p53 szamos fehérjéhez
kapcsolodik (példaul p300/CBP; Mdm2, mouse double minute 2; Bcl-2; Bcl-xL). A prolin-
gazdag régid6 a p53 fehérje tumor szuppresszor funkcidjanak ellatdsdhoz, valamint a
mitokondriumban az apoptozis kivaltasahoz sziikséges. A p53 génben leirt mutaciok tobbsége
a DNS-koté domént kodold régidban lokalizalodik. Hat ugynevezett ,,hot-spot™ hely talalhato
itt, a legtobb mutacido ezeket érinti (Argl75His, Gly245Ser, Arg248Trp, Arg249Ser,
Arg273His, Arg282Trp). A p53 fehérje tetramer formaban kotédik a DNS-hez, ebben van
szerepe az oligomerizaciés doménnek; emellett talalhato itt NLS és tobb ubikvitinacids hely
IS. A p53 gén atirasakor 8 kiilonféle mRNS keletkezik, melyek Gsszesen 12 izoformat
kodolnak. A teljes hosszusagu p53 fehérje rendelkezik az 6sszes kordbban felsorolt doménnel.
Ezen régiok azonban részben vagy teljesen hianyoznak a tobbi p53 izoformdbdl, melyek

alternativ promoter-hasznalat, alternativ splicing vagy a fehérjeszintézis alternativ
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iniciacidjanak eredményeképpen szintetizalodnak. Az egyes izoformak normal szovetekben is
jelen vannak, azonban megvaltozhat az expresszidjuk tumor sejtekben, illetve patogének
hatasara (példaul a H. pylori fokozza egyes izoformak expresszidjat a gyomor epitélsejtjeiben,
eldsegitve a sejtek tulélését).

Normal sejtekben alacsony a p53-szint, mivel az Mdm2 (emberben Hdm2) fehérje
kovetkeztében megemelkedik a p53 fehérje mennyisége, azonban a p53 transzkripcids
faktorként miikodve fokozza az mdm2 gén atirasat, ezaltal indirekt modon csokkentve sajat
mennyiségét (negativ feedback). A p53 fehérje mikodésképtelensége az Mdm?2 fokozott
mikodésére/overexpressziojara is visszavezetheto.

A p53 fehérje tobb mechanizmus révén is részt vehet az apoptdzis intrinsic
jelatvitelében. Egyfeldl transzkripcios faktorként képes aktivalni és gatolni is a Bel-2 csaladba
tartozo és egyéb fehérjék génjének atirasat: indukalhatja a bax, puma, noxa, bid, bad, apafl,
smac/diablo, mig gatolhatja a bcl-2, bcl-xL, mcl-1, survivin géneket. Masfeldl a pS3 fehérje
miikodhet transzkripcio-fiiggetlen modon is; a citoplazmaban kdzvetleniil kapcsolddva a Bel-
2 fehérjecsalad tagjaihoz képes szabalyozni azok aktivitasat. Egyrészt kotédik a Bel-2, Bel-xL
és Mcl-1 fehérjékhez, ami a Bax és a Bak fehérjék aktivaciojat eredményezi; masrészt
kozvetlenil is képes a Bax/Bak-aktivaciora. A p53 fehérje olyan gének atirasat is serkentheti,
melyek az extrinsic Utban kozremiikodd fehérjéket (Fas, FasL, DR5) kodolnak. A p53
nemkodold RNS-gének atirasat is fokozhatja (mikro RNS-ek, hosszii nem-kodolé RNS-ek,
hosszu intergénikus nem-kodold RNS-ek), emellett szabalyozza a miRNS-ek érését is.

A p53 fehérje szamos poszttranszlacids modositds célpontja lehet (foszforilacio,
acetilacio, ubikvitinacio, sumoilacio, neddilacio, metilacio), melyek a fehérje miikodésére és
sejten beliili lokalizaciojara is hatassal lehetnek. Az Mdm?2 4altal végrehajtott multi-mono-
ubikvitinacio kovetkeztében a p53 kijut a citoplazmaba, ezzel szemben a fehérje poli-
ubikvitinacidja a proteaszomak altali degradaciohoz vezet. Eddig koriilbeliil 20, stressz
hatasara foszforilalodo szerin és treonin, valamint 6, stressz kovetkeztében acetilalodo lizin
aminosavat irtak le a p53 fehérjében. A DNS-t karosito hatasok a p53 fehérje foszforilaciojat
eredményezhetik. A szerin-15 aminosavon bekovetkezd foszforilacio kovetkezménye a p53
fehérje stabilizacioja. A szerin-46 foszforilacidja elésegiti a p53 mitokondridlis
emellett a sejtmagban p53-stabilizaciot okozva eldsegiti pro-apoptotikus gének atirasat. Mas
aminosavak DNS-karosodas altal eléidézett foszforilacidja kovetkeztében az Mdm?2 levalik a
transzaktivacios doménrdl, igy nagyobb affinitassal kapcsolodik a p53-hoz a p300/CBP és

fokozodik a p53 transzkripcios aktivitasa.



4. A PC12 sejtvonal

A PC12 patkany phaeochromocytoma sejtvonal 1976-o0s 1étrehozasa 6ta széles korben
ismert. Konnyl tenyészthetoségének és viszonylag rovid generacios idejének kdszonhetden
elterjedten alkalmazzak modellrendszerként a sejttilélés, az apoptozis €és a neuronalis
differenciaci6 hatterében allo jelatviteli utvonalak vizsgalata soran. Az Orvosi Bioldgiai
Intézetben a vad tipusu PC12 sejtvonal mellett olyan PC12 szubklonok is rendelkezésre
allnak, melyek expresszaljak egy adott fehérje mutans (dominans gatlé vagy konstitutivan
aktiv) verziojat. A kutatocsoportunk altal leggyakrabban hasznalt egyik PC12 szubklén a
p143p53PC12 sejtvonal. Ezek a sejtek olyan dominans gatld p53 fehérjével rendelkeznek,
melyben mutaciot szenvedett a 143-as pozicidoban 1évé aminosav (valin-alanin csere). Ennek
hatdsara a mutdns fehérje nem képes transzkripcios faktorként ellatni a funkciojat, ugyanis
képtelen a p53 fehérje altal tipusosan felismert DNS-szekvencidhoz kotédni. Mivel a p53
fehérje tetramer szerkezetli transzkripcids faktorként milkddik, a tetramerben egy mutans
alegység jelenléte mar a fehérje inaktivaciojahoz vezet. Irodalmi adatok szerint a Vall43Ala-
mutans p53 fehérje a vad tipusu fehérjéhez viszonyitva kevésbé stabil, masok szerint azonban

képes fokozni egyes gének expresszidjat.

II. Célkitizések

A NO-donor SNP nagy dézisban torténé alkalmazasa sejtpusztulast eredményez PC12
sejtekben. Munkank célja a kovetkez6 volt:
1. Az SNP és a beldle felszabaduldo NO altal kivaltott cellularis/nitrozativ stressz altal
aktivalt jelatviteli fehérjék/utak analizise.
2. A dominans gatlé mutans p53 fehérjét tartalmazd p143pS3PC12 sejtvonal fokozott

SNP-érzékenységének hatterében allo molekularis mechanizmusok vizsgélata.

crer

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

1. SNP altal okozott apoptozis 100 pM SNP-eldkezeléssel torténd kivédésének
lehetdsége.

2. Mas, szintén apoptozist el6idézd koriilmények/kezelések (szérummegvonas,
ciszplatin, tunikamicin, anizomicin) pro-apoptotikus hatasanak csokkentése kis dozisu
SNP-eldkezeléssel.

3. A 100 uM SNP-vel torténd elokezelés részlegesen protektiv hatasanak hatterében alld

jelatviteli folyamatok vizsgalata.
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I11. Anyagok és modszerek

1. Sejtvonalak

Kisérleteink soran vad tipusu PC12 patkany mellékveseveld és p143p53PCI12 sejtvonalakkal
dolgoztunk; az utobbi egy domindns gatld mutans p53 fehérjét expresszaldo PC12 szubklon. A sejteket
a szamukra optimalis koriilmények kozott (37°C-on, 5% CO; jelenlétében) tenyésztettiik, az ehhez
hasznalt médiumot (DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 5% borja és 10% 16 szérummal
egészitettiik ki. A pl43p53PC12 sejtvonal fenntartasahoz hasznalt médium 200 pg/ml geneticint is
tartalmazott.

2. A sejtek életképességének vizsgalata

Az ATP-assay az ATP-tartalom mérése révén lehetdvé teszi az €16 sejtek aranyanak
meghatarozasat egy sejttenyészetben. Mintanként 2x10° sejtet iiltettiink ki 96 lyuku sejttenyésztd
lemezre, a tenyésztés a korabban ismertetett koriilmények kozott folyt. Ezt koveten a sejteket SNP-
vel kezeltiik; az egyes SNP-dozisok (20, 50, 100, 200, 400 és 2000 uM) toxicitasanak meghatarozasa
soran a kezelés id6tartama 72 o6ra volt, mig az SNP-citotoxicitas idofliggésének vizsgalata soran 400
uM SNP-kezelést végeztiink 2, 4, 6, 8, 18 és 24 6ras id6tartamban. Ezt kovetéen az ATP-tartalom

mérését a gyartd utasitasainak megfeleléen végeztiik.

3. DNS-fragmentacié vizsgalata

A kezeléseket megel6z8 napon mintanként 107 sejtet iiltettiink ki 100 mm-es lemezekre. A
kezeléseket kovetden felkapartuk a sejteket, majd DNS-t izoldltunk. Lizist végeztiink, majd
centrifugalassal eltavolitottuk a sejttormeléket. Az igy kapott feliilluszobol fenol/kloroformos
extrakcidval tavolitottuk el a fehérjéket. A DNS-t 3M natrium-acetat és 96% etanol segitségével
precipitaltuk, a sokat 70% etanollal tavolitottuk el, mig az RNS-szennyezddések lebontasat RNaz-
emésztéssel végeztik. Az igy kapott DNS-mintakat etidium-bromidot tartalmazd agaréz gélben

futtattuk, majd a gélrdl a Kodak 1S440 CF géldokumentéciods rendszerrel készitettiink képeket.

4. Western blot analizis

Mintanként 6x10° sejtet iiltettiink ki 100 mm-es sejttenyésztd lemezekre. A kezelési 1d6 letelte
utan felkapartuk a sejteket, majd lizist végeztiink proteaz- és foszfataz-gatlokat tartalmazo pufferben.
A kaszpaz-aktivacio vizsgélata soran egy specialis puffert hasznaltunk a fehérje-izolalashoz (Chaps
cell extract buffer). Fehérje-izolalast kovetden hédenaturaciot végeztiink, majd minden minta esetén
azonos fehérjemennyiséget hasznaltunk az SDS-poliakrilamid-gélelektroforézishez. Az elektroforézist
kovetden a fehérjéket a gélbél PVDF membranra blottoltuk at, a vizsgalni kivant fehérjék
detektalasahoz indirekt modszert hasznaltunk. Ennek soran a membranokat tejpor 5%-os oldataban
inkubaltuk a nem specifikus kotéhelyek blokkolasa végett; ezt kovette a vizsgalni kivant fehérjére
specifikus elsddleges antitestben torténd inkubécio; végil az elsddleges antitestet felismerd,

tormagyokér-peroxidazzal (HRP) konjugalt masodlagos antitestet hasznaltunk. A jelet a Kodak 1S440
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CF géldokumentacios rendszerrel detektaltuk. A kovetkezo antitesteket hasznaltuk: anti-P-p38MAPK,
anti-p38MAPK, anti-P-JNK, anti-JNK, anti-P-Akt, anti-P-elF2a, anti-elF2a, anti-P-p53Serl5, anti-P-
p53Serd6, anti-p53, anti-CHOP, anti-Bcl-2, anti-Bcl-xL, anti-Bax, anti-kaszpaz-8, anti-hasitott
kaszpaz-9, anti-hasitott kaszpaz-3, anti-ERK1/2, anti-citokrom c, anti-PKR, anti-aktin, anti-p-aktin,

HRP-konjugalt masodlagos anti-nyul és anti-egér antitestek.

5. Citokrém c-felszabadulas vizsgalata

Mintanként 6x10° sejtbdl indultunk ki, melyeket 100 mm-es lemezeken tenyésztettiink.
Kezelést kovetden a sejteket a lemezrdl felkapartuk és centrifugalassal Osszegytjtottiik, majd az
tiledéket felszuszpendaltuk. Az ehhez sziikséges puffer tartalmazta azokat a foszfataz- és proteaz-
gatlokat, amiket a Western blot analizist megel6z0 fehérje-izoldlas sordn hasznaltunk. A
sejtszuszpenziot homogenizaltuk, majd centrifugaltuk. Az igy kapott feliiliszot Gjra centrifugaltuk,
majd az igy nyert posztmitokondrialis szupernatansbol citoplazmatikus fehérjéket izolaltunk. Az
iiledéket felszuszpendaltuk és jabb centrifugalast kovetéen mitokondrium frakcioként hasznaltuk. A

citoplazmatikus, illetve mitokondrialis fehérjék izolalasat a korabban ismertetett modszerrel végeztiik.

6. Apoptotikus magmorfologia vizsgilata

Lyukanként 10° sejtet iiltettiink ki iiveg fedSlemezekre, 6 lyukl tenyésztélemez lyukaiba. A
kitiltetést megel6zoen a fedélemezeket poli-L-lizinnel vontuk be, hogy a sejtek konnyen kitapadjanak
rajuk. Masnap a mintak fele kis dézisu (100 uM) SNP-elokezelésen esett at, majd a kovetkezd napon,
médiumcserét kovetden, a sejteket széruméheztetésnek, illetve SNP-, ciszplatin-, tunikamicin- vagy
anizomicin-kezelésnek vetettilk ala. A kezelési id6 letelte utan a sejteket fixaltuk, majd a sejtmagi
DNS-t fluoreszcens festékkel (Hoechst 33342) festettiik. Lefedést kdvetden a preparatumokat

srer

keresve.

7. Immuncitokémia

Mintanként 5x10° sejtet iiltettiink ki miianyag feddlemezekre, 96 lyuka lemez lyukaiba. A
kezelési id0 letelte utan a sejteket fixaltuk és permeabilizaltuk; a nem specifikus kotohelyek
blokkolésara tejpor vagy albumin 5%-os oldatat hasznaltuk. Ezt kdvetden a mintakat az els6dleges
antitestet tartalmazé oldatban inkubaltuk. A kovetkezé napon fluoreszcensen jelolt masodlagos
antitestekkel végeztiink inkubaciot; a sejtmagokat Hoechst 33342 fluoreszcens festékkel tettiik
lathatova. Az egyes lépések kozott Triton X-100-at tartalmazo pufferrel mostuk a mintakat. Lefedést
kdvetden lézer scanning konfokalis mikroszkoppal (Olympus FluoView 1000) vizsgaltuk a keresett

fehérjék lokalizaciojat.
8. TUNEL -analizis

A TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-dUTP nick end labeling) modszer azon
alapszik, hogy az apoptdzis soran a DNS darabolddasa kovetkeztében nagy mennyiségben keletkeznek
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a 3’-végikdon szabad OH-csoporttal rendelkez6 DNS-fragmentumok. Ezekhez a szabad DNS-
végekhez a termindlis-transzferdz nevii enzim fluoreszcensen jelolt nukleotidokat kapcsol, a reakcio
végeredménye fluoreszcencia vagy konfokalis mikroszkoppal detektalhatd. Mintanként 2x10* sejtet

iiltettiink ki 96 lyuku sejttenyésztd lemez lyukaiba, mianyag fedélemezekre. A kiiiltetést kdvetd napon

crer

pro-apoptotikus hatasoknak tettik ki (szérummegvonas, 400 uM SNP, ciszplatin, tunikamicin,
anizomicin). A kezelési id6 letelte utan a sejteket fixalassal és permeabilizalassal készitettiik el6 a
tovabbi lépésekre. A termindlis-transzferaz altal katalizalt reakcid és a DNS-festés (Hoechst 33342)
utan lefedtiik, majd 1ézer scanning konfokalis mikroszkoppal (Olympus FluoView 1000) vizsgaltuk a

mintakat.

IV. Eredmények

1. A p143p53PC12 sejtvonal érzékenyebb a nagy dézisa SNP-kezelésre, mint a vad
tipusu PC12 sejtek

A sejtek életképességének/viabilitasanak vizsgalatara az in. ATP-assay modszert
hasznaltuk, a kezeléseket kovetden a sejtekben mérheté ATP-tartalombol kovetkeztettiink az
¢l6 sejtek szamdra. A vizsgalt SNP-koncentraciok koziil a 100 uM és annal alacsonyabb
dozisok nem voltak citotoxikusak, azonban a 400 uM SNP-vel torténd (72 6ra idétartami)
kezelés az ATP mennyiségét 10% koriili értékre csokkentette mindkét sejtvonalban; a tovabbi
kisérletek sordn ezt az SNP-koncentraciot valasztottuk az apoptozis eldidézésére. A 20, 50,
100 és 200 uM SNP-vel végzett kezelésekre a p143pS53PC12 sejtek érzékenyebben reagaltak,
a két sejtvonal kozti kiilonbség szignifikans volt. 400 és 2000 pM SNP hatasara a sejtek
tobbsége/mindegyike elpusztult. A hosszan tarté (18 és 24 6rés) 400 uM SNP-kezelésre a
dominans gatld p53 fehérjét expresszalo sejtek szignifikansan érzékenyebben reagaltak a vad

tipusu sejteknél.

2. Dominans negativ p53 fehérjét expresszalé sejtekben az SNP-kezelés fokozottabb
stressz kinaz-aktivaciot valt ki

Stressz hatasok kovetkeztében gyakran megfigyelheté a p38MAPK ¢és a JNK fehérjék
foszforilacidja. 18 oras, 400 uM SNP-vel torténd kezelés mindkét vizsgalt sejtvonalban
p38BMAPK- ¢és JNK-foszforilaciot idézett el6, ami a pl43pS3PC12 sejtvonalban joval
erdteljesebb volt. PC12 sejtekben a Stressz kindzok foszforildcidja 8 ordas SNP-kezelést
kovetden volt a leginkabb kifejezett, majd fokozatosan lecsengett. Ezzel szemben a mutans
pS3 fehérjével rendelkezo sejtvonalban a p38MAPK- és INK-aktivacio tartésnak bizonyult. A

CHOP transzkripcios faktor stressz hatasok kdvetkeztében aktivalodhat, eldsegitve az
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apoptozis végrehajtasaban szerepet jatszo fehérjéket (példaul Bim, DR5) kodold gének
atirasait. A CHOP indukciéja mindkét sejtvonalban 200 pM SNP hatdsira volt a
legerdteljesebb, annak ellenére, hogy a 400 uM koncentracié joval toxikusabbnak bizonyult
ennél a dozisnal. Hasonldan a stressz kindzok aktivaciojadhoz, a CHOP fehérje mennyiségének

novekedése is kifejezettebb és tartdsabb volt a p143p53PC12 sejtvonalban.

3. A pl43p53PC12 sejtvonal fokozott protein kindz R-hasitassal és elF2a-
foszforilacioval reagal a 400 puM SNP-kezelésre

Virusfertézés és mas hatasok a protein kinaz R (PKR) aktivacidjat eredményezhetik,
melynek soran a PKR fehérje kaszpazok altal végzett proteolitikus hasitdson megy at. Az
aktiv PKR foszforilalhatja célfehérjéit, tobbek kozott az eukaridta iniciacids faktor 2 a-
alegységét (elF2a). Az elF2a foszforilacidjat mas kinazok is végezhetik, azonban a
kovetkezmény ezekben az esetekben is a transzlacio (inicidciojanak) gatlasa. Az SNP nagy
dozisban (200 ¢és 400 puM) torténd alkalmazasa mindkét sejtvonalban PKR-hasitast
eredményezett. A 400 uM SNP altal kivaltott PKR-aktivacio 8 orés kezelést kovetden volt a
legkifejezettebb, hosszan tartd kezelések (18 és 24 6ra) esetén kevésbé volt erdteljes. Az
elF2a foszforilacioja 400 pM SNP-vel torténd 18 Oras kezelést kovetéen volt a
legerdteljesebb; mig a PKR-hasitas tekintetében nem tudtunk megfigyelni jelentds
kiilonbséget a két sejtvonal kozott, az elF2a foszforilacidja joval kifejezettebb volt
p143p5S3PC12 sejtekben. Tartds, a kezelés iddtartamanak novelésével egyre erdteljesebbé

valo elF2a-foszforilacid csak a mutans p53 fehérjét expresszald sejtekben volt megfigyelhetd.

4. 400 pM SNP erételjes p53-indukeiét és -foszforilaciot valt ki p143p53PC12 sejtekben

A stressz hatdsok kovetkeztében aktivaloddé p53 fehérje részben a sejtmagban
(transzkripcids faktorként mitkddve), részben pedig a citoplazmaban fejti ki hatasat.
Apoptozist kivaltdo hatasok kovetkeztében gyakran megfigyelhetd a 15. és a 46. pozicidban
taldlhatd szerin aminosavak foszforilacidja, melynek kovetkezményeképpen a fehérje
stabilizalodik és fokozza pro-apoptotikus gének atirasat. 200 és 400 uM SNP-vel torténd
kezelés mindkét sejtvonalban a pS3 fehérje foszforilacigjat eredményezte, mindkét emlitett
szerin oldallancon. A p53-foszforilacid6 pl143pS3PC12 sejtekben korabban kezd6dott,
erdteljesebb és tartdsabb volt, mint vad tipusa PC12 sejtekben. Normal sejtekben a p53
fehérje nagyon kis mennyiségben van jelen, a sejtet érd stressz hatasok erételjesen megemelik
a p53-szintet. A p53 fehérje mennyiségének megnovekedését mindkét sejtvonalban hosszan
tartd (18 és 24 oras), 400 uM SNP-vel végzett kezelés utan tudtuk megfigyelni.

14



5. Toxikus dozisii SNP-kezelés kovetkeztében csokken a Bel-2 fehérje mennyisége

Az anti-apoptotikus Bcl-2 fehérje mennyiségének csokkenése a programozott sejthalal
folyamata soran megfigyelhet6 jelenség. Nagy koncentracioju és hosszan tartd SNP-kezelés
mindkét sejtvonalban jelentdsen redukalta a Bel-2-szintet; a mutans p53 fehérjét expresszalod
sejtekben ez a jelenség azonban mar rovidebb idétartamtt SNP-kezelést kovetden is

detektalhato volt.

6. A p143p53PC12 sejtvonalban fokozottabb a 400 uM SNP hatisiara bekovetkezd
citokrom c-felszabadulas és kaszpaz-aktivacio

Az apoptozis intrinsic utjanak aktivacioja soran olyan fehérjék szabadulnak fel a
mitokondrium intermembran terébdl, melyek fontos szerepet toltenek be a sejtpusztulas
folyamatdban. Az egyik ilyen fehérje a citokrom c, melynek a citoplazmaba torténd kijutasa
szilkséges az iniciator kaszpaz-9 és az effektor kaszpaz-3 fehérjék aktivaciojahoz. A
pl43p53PC12 sejtvonalban korabban detektalhatd és erdteljesebb volt a citokrom c-
felszabadulas, mint PC12 sejtekben. Az anti-apoptotikus Bcl-2 és Bcl-xL fehérjék esetén
mennyiségi kiilonbség volt megfigyelhetd a két sejtvonal kdzott; mindkét fehérje alacsonyabb
koncentracidban volt kimutathaté a mutans p53 fehérjével rendelkezd sejtekben. Az SNP
nagy koncentracioban (200 és 400 uM) torténd alkalmazasakor a kaszpaz-9 hasitott alakja
megjelent PC12 sejtekben; a p143p53PC12 sejtvonalban kisebb SNP-dozisok is kaszpaz-9-
aktivaciot valtottak ki. A kaszpaz-3 hasitott formajanak megjelenése csak toxikus SNP-dozis
(400 uM) alkalmazasat kovetéen volt megfigyelhetd. A kaszpaz-9 és -3 fehérjék hasitasa
mindkét sejtvonalban 8 oras 400 uM SNP-kezelést kovetden volt a legerételjesebb, azonban
p143p53PC12 sejtekben mindkét kaszpaz aktivacidja fokozottabb és tartosabb volt.

7. 400 nM SNP-kezelést kivetoen nem figyelheté meg a p53 fehérje sejtmagba torténd
transzlokacioja

A p53 fehérje 400 uM SNP-kezelést kovetd intracellularis elhelyezkedését
immuncitokémia segitségével vizsgaltuk. Annak ellenére, hogy 400 uM SNP-vel torténd 2
ords kezelés utan mar kimutathatdé a p53 fehérje foszforilacidja, valamint a citokrém c
mitokondriumb6l  torténd  felszabaduldasa, a mikroszkopos felvételeken nem volt
megfigyelhetd a p53 fehérje sejtmagi transzlokacidja 2 vagy 8 6ras kezelés utan; e tekintetben

a két vizsgalt sejtvonal nem mutatott kiilonbséget.
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8. Kis dézisi SNP-elékezeléssel csokkentheté a 400 pM SNP-kezelés apoptotikus hatdsa
PC12 sejtekben

A programozott sejthalal folyamatanak egyik jellegzetessége a sejtmagi DNS
internukleoszomalis fragmentacioja;, 400 uM SNP-vel torténd 24 oras kezelés DNS-
fragmentaciot okozott PC12 sejtekben. Az SNP-indukalta DNS-fragmentacido mértéke
csokkentheté volt 24 o6ran at tartod, kis dozisu (100 uM) SNP- vagy 0,5 mM dbcGMP-
elékezeléssel. (100 uM SNP nem citotoxikus PC12 sejtekben.) 24 6ras 400 uM SNP-kezelést
kovetden erételjes INK- és p38MAPK-foszforilacié volt detektalhato PC12 sejtekben.
Mindkét stressz kinaz foszforilacidjanak mértékét csokkentette a 100 uM SNP-, illetve a 0,5
mM  dbcGMP-el6kezelés. Apoptozist kivalto hatasok mérséklik az Akt fehérje
foszforilacigjat, ilyen hatas a 400 uM SNP is. 100 uM SNP- vagy 0,5 mM dbcGMP-

elokezeléssel az Akt-foszforilacio csdkkenése kevésbé jelentds PC12 sejtekben.

9. A 100 pM SNP-elokezelés mérsékli a széruméheztetés, ciszplatin-, tunikamicin- és
anizomicin-kezelések altal kivaltott internukleoszomalis DNS-fragmentaciot

Széruméheztetés soran a novekedési faktorok megvondsa miatt a sejtek a sejtciklus Go
fazisaba keriilnek; amennyiben a szérummegvonas huzamosabb ideig fenndll, a sejtek
apoptozissal elpusztulnak. A ciszplatin kemoterapiaban alkalmazott vegyiilet, mely a purin
bazisokhoz kotddve keresztktéseket hoz létre a DNS két lanca kozott, ezaltal a tumor sejtek
elpusztuldsat eredményezve. A tunikamicin nevil antibiotikum az N-kotésti glikozilaciot
gatolva ER stresszt okoz, mig az anizomicin a transzlacio gatlasa révén eredményez
apoptozist. A felsorolt kezelések mindegyike pro-apoptotikus  hatast, tehat
internukleoszémalis DNS-fragmentaciot okoz PC12 sejtekben. 100 uM SNP-eldkezeléssel
kivédheté volt a széruméheztetéssel, valamint a ciszplatin- és tunikamicin-kezelésekkel
kivaltott DNS-fragmentacio; azonban az anizomicin-kezeléssel kivaltott DNS-darabolodas

mértékét csak kevéssé csokkentette az SNP-elokezelés.

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

PC12 sejteket 400 uM SNP-vel kezelve a sejtek tobbsége apoptozissal elpusztult; a
fragmentalodott kromatin-allomannyal rendelkez6) és sok helyen hasitott DNS-t tartalmazo
sejtmagok. Az emlitett elvaltozasok mértéke csokkenthetd volt 100 uM SNP-el6kezeléssel.
Hasonloképpen, az eldkezelés csokkentette a széruméheztetéssel és ciszplatin-kezeléssel
kivaltott kromatin-kondenzacio és DNS-fragmentacidé mértékét, mig tunikamicin-kezelés

esetén nem volt jelentds kiillonbség az eldkezelt/nem eldkezelt mintak kozott. Azonban az
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SNP-el6kezelést kovetden végzett anizomicin-kezelés utan nagyobb szamban voltak a

c ey

mintakban.

11. A kis dozisi SNP-elokezelés mérsékelheti a kiilonféle, apoptozist okozo kezelések
altal eloidézett fehérje-foszforilaciot és kaszpaz-aktivaciot

400 puM SNP-vel torténd kezelés kovetkeztében megfigyelhetd a stressz kinazok, a
PKR, az elF2a, a p53, a CHOP és a kaszpaz fehérjék aktivacidja, valamint az anti-apoptotikus
Bcl-2 és Bel-xL fehérjék mennyiségének csokkenése. 100 uM SNP-elokezelés mérsékelte a
fent emlitett fehérje-aktivacids valtozasok mértékét, illetve gatolta a Bel-2 és Bel-xL fehérjék
mennyiségének csokkenését. Egyetlen kivételként a CHOP transzkripcids faktor emlithetd,
melynek indukciojat fokozta az el6kezelés. HasonlOképpen, a széruméheztetéssel és
ciszplatin- vagy tunikamicin-kezelésekkel kivaltott p38MAPK- ¢és elF2a-foszforilacio,
valamint PKR- és kaszpaz-hasitas mértéke is csokkenthetd volt a kis koncentracioju SNP-
elokezeléssel. Ezzel szemben a ciszplatin-indukalta p53-foszforilacio erdsségét nem
csokkentette az elokezelés; tovabba a kezelés/elokezelés kombinaciok nem valtoztattak meg
érdemben a pro-apoptotikus Bax és az anti-apoptotikus Bcl-2/Bcl-xL fehérjék mennyiségét
(kivéve a 400 uM SNP-vel torténd kezelést). A tobbi hatassal ellentétben az eldkezeléssel
kombinalt anizomicin-kezelés fokozta a kaszpaz-aktivaciot, a JNK és a p53 fehérjék

foszforilaciojat, valamint megemelte a p53 és a CHOP fehérjék mennyiségét.

12. 100 pM SNP-el6kezelés csokkenti a sejttenyészté médiumban talalhato TRAIL-
molekuldk mennyiségét

A nagy koncentricioval torténd SNP-kezelés az intrinsic ut aktivaladsaval valt ki
apoptozist az érintett sejtekben, 400 uM SNP azonban a foként az extrinsic jelatvitelben
kozremiik6do kaszpaz-8 aktivaciojat is eldidézte. A TRAIL fehérje sejtfelszini receptoraihoz
kotddve képes beinditani az apoptozis extrinsic utjat, illetve a Bid fehérje hasitasa révén az
intrinsic apoptozis jelatvitelt is aktivalhatja; emellett jelen lehet a sejtekrdl leftiz6dd
exoszomakban/mikrovezikuldkban is. PC12 sejtek szovettenyésztd folyadékdban 400 pM
SNP hatdsara megndtt a TRAIL fehérje 34 kDa molekulatomegli formajanak mennyisége; a
nagy dozisi SNP-kezelést 100 pM SNP-eldkezeléssel kombinalva ez a jelenség nem volt

megfigyelheto.
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V. Megbeszélés

1. Nitrozativ stressz

Bar kis koncentracioban a NO elbsegitheti a sejttalélést (a kaszpazok S-nitrozilacidja,
a bcl-2 gén expresszidjanak és a CREB fehérje foszforilaciojanak fokozasa, valamint a
foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K)/Akt-ut aktivacidja révén), hagy mennyiségben citotoxikus.
A NO sejt-karositdé hatasat azonban nem kozvetleniil fejti ki: szabadgyokokkel reagalva
reaktiv nitrogén szarmazékokat (példaul peroxinitrit) hoz létre. Amennyiben a kiilonféle
reaktiv oxigén és nitrogén szdrmazékok (az angol kifejezések roviditése ROS, illetve RNS)
szintje jelentésen megemelkedik, a sejtben oxidativ/nitrozativ stressz alakul ki. A peroxinitrit
lipid-peroxidaciét okoz, valamint a fehérjék tirozin aminosavaihoz irreverzibilisen kotddve
azok nitraciojat idézi eld, ezaltal tobbnyire inaktivalva az érintett fehérjéket. A peroxinitrit a
sejtben szamos fehérjéhez kapcsolodhat, példaként emlithetéek a hemoglobin, a mioglobin, a
citokrom ¢ és a NOS-izoformak. Ismert a peroxinitrit DNS-karosito hatasa is: mind a
bazisokat (elsésorban a guanint), mind a cukor-foszfat gerincet karosithatja, egyes lancu
DNS-toréseket okozhat, inaktivalhatja a DNS-repair-ben kézremiikodé enzimeket, valamint a
p53 fehérjét.

A sejtben képz6dé NO fehérjékhez kovalensen kotédve is kifejtheti hatasat. A tirozin
aminosav(ak) irreverzibilis nitracidja (vagy mas néven 3-nitrotirozinacid) altalaban
peroxinitrit kozvetitésével valosul meg ¢és kdros hatdst. S-nitrozildci6 soran a NO
reverzibilisen kapcsolodik az érintett fehérjében talalhato cisztein aminosav(ak)hoz. Alacsony
NO-szint esetén az S-nitrozildcidnak fiziologias szabdlyozd szerepe van; ezzel szemben a
NO-koncentracio megndvekedése miatt Kialakuld nitrozativ stressz abnormalis S-nitrozilacid
és nitracio révén gyakran kéaros hatasu a sejtre nézve, ezaltal hozzajarulhat neurodegenerativ
betegségek kialakuldsdhoz. Tartds és fokozott NO-termelés kovetkeztében olyan fehérjék S-
nitrozilalédnak, melyek alacsony/fiziologids NO-koncentracido esetén nem, példaul a
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), a PDI és a XIAP.

2. Mutans p53 fehérjék és lehetséges szerepiik az apoptézisban

A pl43p53PC12 sejtvonal olyan dominans gatldé mutans p53 fehérjét termel, mely a
143-as pozicidoban valin helyett alanin aminosavat tartalmaz (V143A). A mutacié a fehérje
DNS-koté doménjét érinti, azonban nem tartozik a daganatokban leggyakrabban mutaciot
szenvedd, un. ,hot spot” helyek kozé. A p53 fehérje tetramer formaban képes a DNS-hez
kotodni; amennyiben a tetramerben V143A-mutans p53 is talalhato, a vad tipusu p53 sem
képes szekvencia-specifikusan kotédni a DNS-hez. A vad tipusu és a V143A-mutans p53
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fehérjék eltérd affinitassal és specificitassal kotddnek a DNS-hez, utobbi fehérje DNS-ko6td
képességét és transzkripcids aktivitasat a hdmérséklet is befolyasolja. Ismert jelenség, hogy a
kiilonféle mutans p53 fehérjék is képesek a DNS-hez kapcsoldodni; ilyen esetekben azonban a
kotodés szerkezet-specifikus modon valosul meg (nem ismert olyan DNS-szekvencia ugyanis,
melyhez a mutans p53 fehérjék specifikusan kotédnének). Ellentétben a vad tipust p53
fehérje tumor szuppresszor funkcidjaval, a mutins p53 fehérjék gyakran fokozzdk a
sejttalélést és a sejtosztodast, mivel a vad tipusa és a mutans fehérjék eltéré gének
expresszidjat szabalyozzak. A szoban forgd gének terméke lehet multidrog-transzporter,
valamint novekedési faktor-receptorok; ezen fehérjék mindegyike tulmiikodhet daganatokban.
Bar a DNS-k6t6 doménben talalhatdé mutacio(k) kovetkeztében a mutans p53 fehérjék
gyakran nem képesek a vad tipust p53 éaltal szabalyozott gének expresszidjat befolyasolni,

transzkripcid-fiiggetlen mechanizmusok révén mégis képesek apoptodzist indukalni.

3. A NO serkenti az intrinsic apoptézis-jelatvitelt PC12 sejtekben

A PCI12 sejtek nitrozativ stressz indukalta apoptozisdban kozremiikodo jelatviteli
mechanizmusok vizsgalata soran SNP-t hasznaltunk NO-donorként. Az SNP nagy
koncentracioban (400 pM) apoptozist okozott vad tipusa PC12 és mutans p53 fehérjével
rendelkez6 p143pS53PC12 sejtekben. A NO foként a beldle képzddd peroxinitrit DNS-karosito
hatasa révén okoz sejtpusztulast. A DNS-kérosodas kovetkeztében foszforilalodik a p53
fehérje; a szerin-15 foszforilacioja a fehérje stabilizacidjahoz vezet, mig a szerin-46-ot érintd
kezelést kovetéen a p53 fehérje mindkét emlitett aminosavon foszforilalédott, valamint
emelkedett a fehérje mennyisége is. A p53 fehérje egyrészt képes fokozni a Bcl-2 csalad pro-
apoptotikus tagjait (példaul Bax, Puma, Noxa) kodold gének expresszidjat, masrészt
transzkripcio-fiiggetlen mechanizmussal is hozzajarulhat az apoptdzishoz. Utobbi esetben a
p53 ,,BH3-only” fehérjeként viselkedve (Bax/Bak aktivacidja és Bcl-2/Bcl-xL gatlasa révén)
segiti el a mitokondrium kiilsé membranjanak permeabilizalasat, valamint a citokrom c és
mas pro-apoptotikus fehérjek felszabadulasdt a mitokondrium intermembran terébdl. A
citokrom c citoplazmaba jutasat kovetden megtorténik a kaszpdz-9, majd a kaszpaz-3 fehérjék
aktivacidja, ami a sejt apoptdzissal torténd elpusztulasat eredményezi. 400 uM SNP-kezelést
kovetden detektalhato volt a citokrém c kijutdsa a mitokondriumbol, valamint a kaszpdz-9 és
kaszpaz-3 fehérjék aktivacioja is. Ezen eredmények alapjan az SNP és a belle felszabadulo

NO az intrinsic utat serkentve okoz apoptozist PC12 sejtekben.
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4. A p143p53PC12 sejtvonal érzékenyebben reagal a NO toxikus hatdsara

400 uM SNP sejtpusztulast okozott vad tipusa PC12 és p143p53PC12 sejtekben is,
azonban a mutans p53 fehérjével rendelkez6 sejtek érzékenyebbek voltak az SNP citotoxikus
hatdsara. A vizsgalt jelatviteli fehérjék aktivacidjat és mennyiségét érintd valtozasok
mindegyike kifejezettebb és/vagy tartésabb volt a pl43p53PC12 sejtvonalban. A V143A-
mutans p53 fehérjét expresszalod sejtekben hamarabb bekovetkezett a p53-foszforilacid és a
p53-szint emelkedése, valamint gyorsabban tortént meg a citokrom c¢ felszabadulasa a
mitokondriumbdl. Ezzel az eredménnyel egybevagdéan a két sejtvonal kozott eltérés
mutatkozott a kaszpaz-9 és -3 fehérjék hasitdsanak idobeli lefutdsaban és erdsségében is:
pl43p53PC12 sejtekben hamarabb kezdddott, tartdésabb és fokozottabb volt a kaszpaz-
aktivaci6. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a pl143p53PC12 sejtvonal azért reagal
érzékenyebben az SNP-kezelésre, mert ezekben a sejtekben az intrinsic apoptdzis ut

erdteljesebben aktivalodik, mint vad tipust PC12 sejtekben.

cy ey

crer

felelés lehet. Més adatok szerint a p53 mitokondriumba jutasat a szerin-15 foszforilacioja is
elosegitheti. A pl143p53PCI12 sejtvonalban korabban kovetkezett be erdteljes p38MAPK-
aktivacio és a p53 fehérje szerin-46 foszforilacidja, mint vad tipust PC12 sejtekben. Vagyis a
V143A-mutans p53 fehérjével rendelkezd sejtekben kordbban ¢és hatékonyabban
kovetkezhetett be a p53 mitokondrialis transzlokacidja; ez lehet az egyik mechanizmus, mely
a pl43p53PC12 sejtvonal fokozott NO-érzékenységének hatterében all.

A p53 fehérje nemcsak génindukciot, hanem repressziot is kivalthat; a bcl-2 gén
expresszidjanak gatlasat indirekt modon, a TATA-kot6 fehérjéhez (TBP) kapcsolodva hajtja
végre. A p53-TBP kapcsolat a p53 fehérje N-terminalisan talalhaté transzaktivacids vagy a C-
terminalis részét képez6 oligomerizacios domén kozremitkodésével valosul meg; vagyis nem
sziikkséges hozza a DNS-koté domén, mely a VI43A-mutans pS3 fehérje esetében a
pontmutéciot tartalmazza. Vad tipusu PCI12 sejtekkel Osszehasonlitva a pl43p53PC12
sejtvonal SNP-kezelés hianyaban is kisebb mértékben expresszalta a Bcl-2 fehérjét, a 400 uM
SNP-kezelés id6tartamanak novelésével tovabb csokkent a sejtekben a Bcl-2 szintje.
Lehetséges, hogy a V143 A-mutéans p53 fehérjék képesek — akar indirekt modon is — gatolni a
Bcl-2 expressziojat, ezaltal fokozottan érzékennyé téve a pl43pS3PC12 sejtvonalat a NO
toxikus hatasaval szemben.

A  mutans p53 fehérjével rendelkezé sejtek NO-dal szembeni fokozott
érz¢kenységéhez hozzajarulhat az is, hogy a NO altal kivaltott ER stressz kovetkeztében

indukalédik a CHOP transzkripcids faktor, mely szintén képes represszalni a bcl-2 gént. Ezt a
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feltételezést tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy pl43p53PC12 sejtekben a 400 uM SNP-
kezelés erdteljes CHOP-indukciot valtott ki; mig ez vad tipust PC12 sejtekben joval kevésbé
volt kifejezett.

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

Az SNP, a beldle felszabaduld NO ¢és az abbol képzodo peroxinitrit PC12 sejtek
mellett mas sejtvonalakban is apoptozist valt ki; az egyes sejttipusok NO-érzékenysége
azonban eltérd lehet. PC12 sejtekben mar 400 uM SNP is sejtpusztulast okoz, RAW264 egér
makrofag sejtekben az ehhez sziikséges koncentraci6 4 mM. 4 mM SNP-kezelés hatasara
RAW264 sejtekben foszforiladlodik a p38MAPK, illetve konformacio-valtozason megy at és a
mitokondriumhoz transzlokalodik a Bax fehérje, eldidézve a citokrom c felszabaduldsat a
mitokondrialis intermembran térb6l. Mindezek a folyamatok gatolhatdak, ha a nagy
koncentracioju SNP-kezelést megel6zden a sejtek 100 uM SNP- vagy 0,5 mM dbcGMP-
elokezelést kapnak.

PC12 sejtekben 400 uM SNP apoptozist valtott ki; ez egyiitt jart a DNS
internukleoszémalis darabolddasaval és szamos fehérje aktivitdsanak/mennyiségének
megvaltozasaval. 100 uM SNP vagy 0,5 mM dbcGMP eldkezelésként torténd alkalmazasa
mérsékelte az SNP altal kivaltott internukleoszémalis DNS-fragmentaciot, a stressz kindzok
aktivaciojat, valamint az Akt-foszforilacio csokkenését PC12 sejtekben. Ezek alapjan
valamely, a NO kis koncentracioja altal aktivalt jelatviteli ut/mechanizmus sejttilélést
serkentd/sejtpusztuldst gatld hatasa érvényesiil az eldkezelés kovetkeztében.

Annak eldontésére, hogy a 100 uM SNP-eldkezelés képes-e az apoptozis altalanos
érvényli gatlasara, PC12 sejteket egyéb apoptozist kivaltdé hatdsoknak (széruméheztetés,
kezelés ciszplatinnal, tunikamicinnel vagy anizomicinnel) tettiink ki. Hasonl6an az SNP-
kezeléshez, a fent emlitett hatasok mindegyike képes aktivalni az apoptozis intrinsic utjat. 100
uM  SNP-vel végzett elkezelés alkalmazasakor kevésbé erdteljes DNS-fragmentaciot
detektaltunk szérummegvonast, illetve ciszplatin- vagy tunikamicin-kezelést kovetden, mint
SNP-elokezelés hianyaban. Mas apoptozis-detektalod technikdk (magmorfologia vizsgalata és
TUNEL-moédszer) hasonld eredményre vezettek: az eldkezelés csokkentette az SNP, a
széruméheztetés €s a ciszplatin altal kivaltott apoptozis mértékeét; tunikamicin-kezelés esetén
az eldkezelés hatdsa nem volt jelentds. Western blot vizsgalatok eredményei alapjdn azonban
mechanizmussal képes az apoptézis részleges kivédésére. A 100 pM SNP-eldkezelés
csokkentette a 400 uM SNP, széruméheztetés, ciszplatin és tunikamicin altal kivaltott

p38MAPK-foszforilacié mértékét. Ez vezethetett a kaszpaz-9 és -3 fehérjék aktivacidjanak és
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kovetkezetesen a sejtpusztulas mértékének csokkenéséhez. A pontos mechanizmus azonban,
mely az elékezelést kovetden az apoptdzis részleges gatlasahoz vezet, még nem ismert.

A p38MAPK-aktivaciot szamos kiilonféle stressz hatas kivalthatja (oxidativ stressz,
DNS-kérosodés, stb.). A kis koncentracioju SNP-eldkezelés gatolhatja a p38MAPK-
foszforilaciot kozvetito MAPKKK ¢és MAPKK enzimeket; masik lehetséges alternativaként

felmertil a p38MAPK defoszforilacidjaért felelds foszfatazok aktivacioja.

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

Az alkalmazott citotoxikus szerek koziil az anizomicin a fent emlitettektdl eltéréen
viselkedett: a magmorfologia vizsgéalata ¢s a TUNEL-essz¢ eredményei alapjan a 100 uM
SNP-elokezeléssel kombinalt anizomicin-kezelés hatékonyabban indukalt apoptdzist, mint
onmagaban az anizomicin. A Western blot eredmények is ezt a megfigyelést tamasztottak ala;
bar 100 puM SNP-eldkezeléssel csokkenthetd volt az anizomicin-indukalta p38MAPK-
foszforilacio, az anizomicin-kezeléseket megel6z6 SNP-elokezelés tobb fehérje aktivaciojat is
fokozta (példaul JNK, PKR, p53, kaszpazok). Elképzelhetd, hogy az altalunk alkalmazott
dozisban (1 pg/ml) az anizomicin fehérjeszintézist gatlo €s ezaltal apoptdzist indukald hatasa

olyan erdteljes, hogy az SNP-eldkezeléssel nem gatolhato.

7. A TRAIL fehérje lehetséges szerepe PC12 sejtek apoptézisaban

Bar az altalunk apoptozis kivaltasara hasznalt kezelések mindegyike az intrinsic
jelpalyat aktivalja, mégis detektalhatd volt minden esetben a jellemzden az extrinsic utban
szerepet jatsz6 kaszpaz-8 aktivacioja. A kaszpaz-8-aktivacié lehetséges magyarazata lehet a
sejtekben az extrinsic apoptdzis jelatvitel valamilyen un. haldl-ligand altali aktivacidja; ezen
feltételezés alatamasztasara vizsgaltuk a sejttenyésztd folyadékban a TRAIL fehérje
mennyiségét. A TRAIL transzmembran formajanak jelenléte a médiumban arra utal, hogy a
sejtekrdl apoptotikus testek vagy extracellularis vezikulak fiizddhetnek le. Utobbiak két tipusa
mikrovezikula és exoszoma néven ismert, a két tipus méretben és a kialakulas modjaban is
kiilonbozik. Elsédleges feladatuk a sejtek kozotti kommunikacio, azonban megjelenésiik
betegségekhez is kothetd. Fehérjéket, lipideket és nukleinsavakat (mRNS-ek, valamint
MIRNS-ek és egyéb nem kddold RNS-ek) szallitanak.

TRAIL-t expresszalo K562 sejtek olyan exoszomakat termelnek, melyek tumor
sejtekhez kotddve azokban apoptozist indukéalnak. Elképzelhetd, hogy PC12 sejtekrdl olyan
extracellularis vezikuldk fiizédnek le, melyek membranjukban TRAIL-molekuldkat
tartalmaznak. A TRAIL ezt kovetden a neki megfeleld sejtfelszini receptorhoz koétddve

autokrin/parakrin modon serkentheti az extrinsic jelatvitelt. Ezt a még bizonyitast igényld
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feltételezést tamaszthatja ald az is, hogy a 400 uM SNP-kezelést megel6z6 eldkezelés

csokkenti a médiumban taldlhato TRAIL-szintet és a kaszpaz-8 aktivacidjanak mértékét is.

8. A munka gyakorlati jelentésége

A kozponti idegrendszert érintd betegségek egyik gyakori jellemzdéje, hogy a
neuronokban abnormalis konformacioju fehérjék képzddnek, melyek felhalmozodasa ER
stresszt valt ki. Ennek célja lehet6ség szerint az ER-ra nehezedd terhelés megsziintetése a
révén. A helyes fehérje-konformécio kialakitasat chaperone fehérjék végzik, ezek egyike a
PDI; a PDI masik feladata a nem megfeleld helyen 1étrejott diszulfid-hidak atrendezése.
Amennyiben a fehérje-homeosztazis helyreallitasa nem valosul meg, a sejt apoptozissal
elpusztul. A PDI-csalad kiilonféle izoformainak abnormalis miikodése az idegrendszert érintd
szamos betegségben  (Alzheimer-koér;  Parkinson-kor;  Creutzfeldt-Jakob  betegség;
amyotrophids lateral sclerosis, ALS) kimutathato. Alzheimer-korban az amyloid-f peptidbdl
létrejott plakkok, valamint a tau fehérje aggregacioja figyelheté meg. Parkinson-korban az
dopaminerg neuronokban, mig Huntington-kérban a huntingtin fehérje képez hatalmas
komplexeket. ALS-ben szenvedd betegek idegsejtjeiben a szuperoxid-dizmutaz (SOD), a
neurofilamentum ¢és egyéb fehérjék altal 1étrehozott aggregatumok alakulnak ki. A fehérje-
aggregatumok kialakulasaért felelds lehet az idegsejteket érintd oxidativ €s nitrozativ stressz.
A nitrozativ stressz kovetkezményeként egyes fehérjék abnormalis S-nitrozilaciéon mennek at;
mitokondriumok mikodése és a transzkripcio folyamata, karosodhatnak az idegsejtek és a
szinapszisok, mindez neurodegenerativ korképek kialakuldsat vonhatja maga utan. A
Parkinson-kor kialakuldsahoz hozzajarulhat a parkin nevii ubikvitin-ligaz S-nitrozilacidja.
Ennek kovetkeztében csokken a parkin aktivitasa és a proteaszomalis fehérje-degradacio
hatékonysaga, hozzajarulva a Lewy-testek kialakulasahoz és az idegsejt-pusztuldshoz.
Abnormalis S-nitrozilacid gatolja a PDI miikodését is, eldsegitve a kordbban emlitett fehérje-
aggregaciot. Az S-nitrozilacié mellett a jellemzden a peroxinitrit kozvetitésével megvalosuld
fokozott mértékli nitracio is fontos szerepet tolthet be egyes betegségek kialakuldsaban. A
tirozin (és joval kisebb gyakorisaggal triptofan) aminosavak nitracidja az érintett fehérje
miikodésének gatldsdhoz, illetve fehérje-aggregatumok képzddéséhez vezethet. Az a-
synuclein nitracigja Parkinson-korban, mig a tau fehérje és az amyloid-f3 peptid nitracioja
Alzheimer-korban mutathatd ki, de a tirozin-nitraci6 az ALS, kardiovaszkularis és

gyulladasos betegségek, valamint a diabetes kialakulasaban is szerepet jatszhat.
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A NO-nak kettds szerepe lehet a tumor képzodésben. Egyrészt gatolhatja azt, fliggden
a NO-behatds idOtartamatol/erdsségétol, a sejttipustdl és a sejt NO-érzékenységétdl. Mastelol
a NO altal kivaltott DNS-karosodas mutaciokat okozhat, valamint a NO hatasara fokozodhat a
vaszkularis  endothelidlis novekedési faktor (VEGF) expresszidja (angiogenezist
eredményezve), illetve a guanilat-ciklaz és a MAPK-jelatvitel aktivacidja kovetkeztében
fokozodhat a tumor sejtek migracios €s invazios képessége.

A PC12 sejtvonal széles korben hasznalt idegsejt-jellegti modellrendszer, mivel ezek a
sejtek idegi novekedési faktor (NGF) hatasara neurondlis differencidcion mennek at. Tehat
PC12 sejtek SNP indukalta apoptdzisa megfeleléen modellezheti az idegsejtekben kialakulo
nitrozativ stressz koriilményeit. A nagy NO-koncentracio citotoxikus hatdsdnak kis NO-
dozissal torténd kivédése megteremtheti annak elvi lehetdségét, hogy a nitrozativ stressz altal

kivaltott idegsejt-pusztulds mértéke hasonld hatasokkal mérsékelhetd legyen.

V1. A munka soran tett ij megfigyelések

A 400 uM SNP éltal kivaltott nitrozativ stressz:
- apoptdzist okoz PC12 sejtekben.
- nagyobb mértékli sejtpusztulast okoz a dominans gatld6 mutans p53 fehérjét
expresszalod p143p53PC12 szubklonban, mint vad tipusi PC12 sejtekben.
- a pl43p53PC12 sejtvonalban az intrinsic apoptdzis jelatvitel erdteljesebb aktivaciojat
valtja ki.
- megemeli a TRAIL mennyiségét PC12 sejtek médiumaban.
Vad tipust PC12 sejtekben a 100 uM SNP-el6kezelés:
- részben gatolja a 400 uM SNP éaltal kivaltott sejtpusztulast.
- csokkenti a széruméheztetés, ciszplatin és tunikamicin altal indukalt apoptozis
mértekeét, feltehetden az apoptdzis intrinsic Gtjanak gatlasaval.

- fokozza az anizomicin citotoxikus hatasat.
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