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neurodegeneracid soran
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Osszefoglalas

Az OTKA altal tdmogatott kutatasaink soran a protein kinaz D (PKD) idegsejtekben betoltott
szabalyozo szerepét elemeztik. Kisérleteink célkeresztjében egyrészt a PKD neuroprotektiv
hatasmechanizmuséanak, masrészt az idegsejtek plaszticitasi, adaptiv tanulasi folyamatainak hatterében
allo, PKD-fiiggd folyamatok felderitése allt.

A PKD idegsejtekben bet6ltott fontos szerepét jelzi, hogy aktivitisanak gatlasa az in vivo
agyszovetben és az in vitro sejttenyészetekben is neurodegenerativ elvaltozasokat és memoria-
problémakat okoz. A dendrittiiskékben zajlo, a neuronalis plaszticitas hatterében allo folyamatok koziil
az aktin vazrendszer atrendezOdése és a sejtfelszini AMPA receptorok korforgasanak szabalyozasa
soran is bizonyitottuk a PKD szerepét.

A neurodegenerativ folyamatok és a PKD aktivitas kozotti Osszefiiggések tisztazasa érdekében a
neurodegenerativ  sériiléseket modellezé tesztrendszereket (oxidativ —stressz, excitotoxicitas,
hipoxia/anoxia) alakitottunk ki embrionalis egér idegsejttenyészetekben. Megmutattuk, hogy a toxikus
stimulusok az endogén PKD aktivitast fokozzak. Bizonyitottuk, hogy az oxidativ stressz alatt a PKD
funkciok neuroprotektiv hatast kdzvetitenek, ami az NFkB ttvonal egyes elemeinek aktivacidjaval jar
egyitt. Meglep6 eredményiink, hogy oxidativ stressz hatasara idegsejtekben az NFKB jelatviteli
utvonal nem a nem-neuralis sejtekben leirt modon aktivalodik. Megmutattuk, hogy az idegsejtekben az
oxidativ stressz az autofagia mértékét fokozza, amiben a PKD-n keresztiili szabalyozé folyamatok is
szerepet jatszhatnak. Bizonyitottuk, hogy az autofagiat serkent6 MTMRI14/Jumpy foszfataz
inhibitorok az oxidativ stressz altal kivaltott sejtvalaszokban neuroprotektiv hatastak, igy a
klinikumban akar terapias szerként is alkalmazhatbéak lehetnek. Erés neuroprotektiv hatast
tapasztaltunk egyes 1j fejlesztésii kis molekulaju kinaz inhibitorok esetén is, ezek specificitasanak és
hatasmechanizmusanak feltarasa azonban még nem fejez6dott be.

Eredményeink alapjan a Ser/Thr kinazok ko6zé tartozo PKD csalad tagjai az idegsejtekben is
szerteagazd szabalyozo szerepet toltenek be. A kutatasi idészak alatt elsGsorban alapkutatasi
eredményeink sziilettek, de a neuroprotektiv szerek azonositdsa akar tavlati terdpias jelentdségii is
lehet.
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1. Az endogén PKD aktivitas gatlasanak hatasa transzgenikus egerek hippokampuszaban

1.1. A dominans-negativ hatasu, inaktiv PKD mutins (kdPKD) jelenléte a hippokampuszban zajlo

térbeli memoria rogzitését gatolja

A protein kinaz D (PKD) enzimcsalad tagjai igen szerteagazo
szerepet toltenek be a szovetekben (pl. szekrécios aktivitas,
migracio, adhézids kapcsolatok kialakitasanak szabalyozasa,
hamsejtekben az intracellularis transzportfolyamatok vagy a
tumor progresszido regulalasa, stb.), igy a PKD aktivitas
szisztémas gatlasa igen komoly mellékhatasokkal jarna. Az
idegrendszeri hatasok ellendrzésére ezért egy olyan transzgenikus
allatmodellt hasznaltunk, amelyben a PKD1 fehérje dominans-
negativ, kiniz aktivitisaban gatolt pontmutansat’ a TetOn
rendszer segitségével, doxiciklin-etetéssel indukalhatéan és
eléagy-specifikusan tudjuk termeltetni (1. abra; CamKllo-rtTA2
X KdPKD-EGFP kettés transzgén egértorzs; Czondor és mtsai.,
2009 és Bencsik és mtsai., 2015). A konstrukcié elénye, hogy a
mutans PKD fehérje EGFP-vel fluzionalt, igy jelenléte és
lokalizaciéja a  fluoreszcencia alapjan vagy  anti-GFP
immunfestést kovetéen fény- és elektronmikroszkoppal s
azonosithato (1d. 1. és 5. abrak).

Tartds, 4 hetet meghaladé doxiciklin etetést kovetdéen az EGFP
fluoreszcenciat mutatdo, kdPKD-EGFP-t termelé idegsejtek az
agyszovetben egyértelmiien azonosithatoak voltak. Az expresszid
els6sorban a hippokampusz piramissejtjeire lokalizalodott, a
neocortex egyéb teriiletein csak sporadikus expressziot
tapasztaltunk (1.B abra). Kontrollként olyan doxiciklinnel etetett
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1. abra. EGFP-vel fazionalt, dominans-

negativ PKDK512W pontmutans
(kdPKD)  indukalhato  és  elBagy-
specifikus  termeltetése  transzgenikus

egerekben. A mutans fehérje az EGFP jel
alapjan azonosithato. 6 hétig
doxiciklinnel etetett CamKlla-rtTA2 (A)
és  CamKlla-rtTA2xkdPKD-EGFP  (B)

alom-testvéreket hasznaltunk, amelyek a mutans PKD-t kddolé  allatok hippokampusza. Mérce: 200 pm.
konstrukciét nem, hanem csak a transzaktivatort termelték
(CamKlla-rtTA2 egyszeres transzgén egértorzs; 1.A abra).

Az endogén PKD funkciok gatlasa az egerek hippokampusz-fliggd térbeli tanulasi képességét
jelentésen rontotta (Morris-féle vizi labirintus és 8 kar( sugarlabirintusban elvégzett vizsgalatok) és
csokkent a hippokampuszban kivalthato LTP mértéke is (Bencsik és mtsai., 2015; 2. abra A-F).
Mindez azt jelzi, hogy a PKD enzimcsalad altal iranyitott sejtbiologiai folyamatok az idegsejtek
funkcionalis mitkodéséhez ¢és a memoria rogzitéséhez is sziikségesek (ld. részletesebben a 2. pont

alatt).
1.2. Az endogén PKD aktivitds gdtlasa az idegsejtekben strukturalis valtozasokat indit el

1.2.1. A domindns-negativ hatisu PKD mutdns termelése a piramissejtek dendritfajanak és
dendrittiiskéinek zsugorodasat valtja ki

A legerésebb kdPKD-EGFP kifejezddést a doxiciklinnel kezelt allatok hippokampuszadnak CA1 és
CA3 piramissejtjeiben tapasztaltuk (Id. 1. abra). Fénymikroszkopos metszeteken kimutattuk, hogy a
piramissejtek dendritfajanak kiterjedése mind a CALl str. radiatum, mind a CA3 str. oriens és lucidum
rétegekben csokken (3. abra). A CALl str. radiatum ¢és a CA3 str. lucidum teriiletén
elektronmikroszkopos elemzéseket is végeztiink, ahol a kdAPKD-EGFP fuzios fehérje jelenlétét anti-
GFP preembedding immunhisztokémiaval, Ni-DAB vagy arany szemcsés jeloléssel azonositottuk.
Eredményeink szerint a mutans PKD-t termeld dendrittiiskék teriilete szignifikansan lecsokkent,
keresztmetszeti profiljuk pedig hosszukasabba valt (4. abra). Mindez arra utal, hogy az endogén PKD
aktivitas gatlasa az idegsejtek morfologiai valtozasat valtja Ki.

L A PKDI*™W mutacié az ATP4z aktivitast megsziinteti, igy a kinaz funkcid kiesik, de a szubsztrat kotés megmarad — igy a
mutans forma thltermeltetése dominans-negativ fenotipus kialakuldsahoz vezet. Elzetes eredményeink alapjan a dominans-
negativ hatds mindharom endogén PKD izoforma felett érvényesiil (Hausser és mtsai., 2005 és Cz6ndor és mtsai., 2009)
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4. abra. Elektronmikroszkopos felvételek kontroll (E)
és  kdPKD-EGFP-t  termeld  (A-D)  allatok
hippokampuszanak CAl (A-C) é CA3 (D-E)

régiojabol. A sotét nyilak az anti-EGFP Ni-DAB, illetve
immunarany jelolésekre mutatnak a dendrittiiskékben.
Mérce: 200 nm. F, G: A dendrittiiskék atlagos teriilete,
PSD hosszusaga, keriilete és cirkularitasa a CAl (F) és
a CA3 (G) régioban. 1d. Bencsik és mtsai., 2015.
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2. abra. Viselkedési és
elektrofiziologiai vizsgalatok
doxiciklinnel  kezelt egyszeres

(control) és kétszeresen transzgén
(kdPKD-EGFP) egerekben. A-B:
open field teszt; C: uj targy
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mtsai., 2015.
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1.2.2. A dominans-negativ hatasu PKD tultermelése a neuronalis Golgi késziilék ciszterndainak
tagulasahoz és un. lipofuscin granulumok felhalmozodasahoz vezet, a mutans PKD forma
gyakran a mitokondriumok kiilsé membranjahoz asszocialodik

A kdPKD-t termel6 neuronalis sejttestekben a Ni-
DAB csapadék felhalmozdodasa alapjan a kdPKD
fehérje igen gyakran a Golgi késziilék vagy a
mitokondrialis kiils6 membran koézvetlen kdzelében
halmozodott fel (5. abra). Ezekben a sejtekben igen
gyakran talaltunk aberrans, kitagult Golgi ciszternakat
¢s felhalmozodott lipofuszcin  granulumokat is,
amelyekhez a kdPKD fehérje szintén asszocialodott
(5. abra E). Ezek a morfologiai elvaltozasok
els@sorban az dregedés vagy az oxidativ stressz soran
alakulnak ki (Castro-Chavira és mtsai., 2015), igy
palyazatunk soran a PKD aktivitds neuronalis
plaszticitasban betoltétt szerepe mellett (1d. 2. fejezet)
a neurodegenerativ folyamatok soran betoltott
funkciojat is vizsgaltuk (Id. részletesebben a 3.
fejezetben) .

2. Az endogén PKD aktivitis szerepe a neuronalis
plaszticitas alatt

K.v“ bl » 8 ! ‘- 3 : 4
AR &wéh" X Ml e

S

Neuronalis plaszticitas alatt az idegsejteket éro = :
5. abra. A kdPKD-EGFP felhalmozodast jelz6 Ni-

kornyezeti ingerekre, szinaptikus bemenetekre adott ) Jor telhalm ot
daptiv valaszt értjiik, amely magiban foglalhat DD csapadék a Golgi késziilék ciszterndi (A, B), a
adap L i J, > y g | g, mitokondriumok felszinén (C, D) és a lipofuscin
morfologiai  valtozasokat  (pl. a  nyllvanyok granulumok (E) mellett is kimutathatd volt. Mérce:
hossznovekedése  és  eldgazasa,  szinapszisok 500 nm. A piros nyilak a kitagult Golgi ciszternakat
kialakuldsa vagy eltlinése), a génexpresszi és/vagy (A B) a kdPKD-vel jeldlt mitokondriumokat (D) és
fehérjeszintézis megvaltozasat (pl. transzkripcios 2 lpidcseppeket (E) jelzik. A mozaikos expresszié
, , , . . miatt a képeken kdPKD-EGFP-t termelé (piros
faktorok hatasa, atalakulé proteom), az intracellularis giiag) ¢s kontroll dendritek (fekete csillag) is
transzportitvonalak befolyasolasat vagy lathatoak (C).
poszttranszlacids szabalyozést is. Mindezek hatdséara
az idegsejtek kozotti kapcsolatok erdssége is megvaltozik és igy a halozati miikodés is adaptivan
modosul. Ezen szabdlyozd folyamatok megértése napjainkban is a neurobiologiai kutatdsok
kereszttiizében all.

2.1. Az endogén PKD aktivitds gatldsa a hippokampuszban kivalthaté LTP (long term potentiation)
meértékét csokkenti

A memoériardgzités egyik morfologiai alapeleme a dendrittiiskék plaszticitas-fiiggd alakvaltozasa.
A serkent6 bemenetek nagy tobbsége ezeken a kis méretii, aktin-gazdag dendrit-kitiiremkedéseken
végzodik. A szinaptikus aktivitas fiiggvényében a dendrittiiskék szama, mérete és alakja is valtozik —
altalanosan elfogadott elképzelés, hogy a tiiskék fejének kiszélesedése a posztszinaptikus denzitas
(PSD) kiterjedéséhez, igy a neurotranszmitter receptorok szamanak novekedéséhez vezet, ami
hatékonyabb szinaptikus transzmisszidt eredményez. Ilyen morfologiai és strukturdlis valtozasok
kisérik pl. az LTP (long term potentiation, azaz a szinaptikus hatékonysag hosszu tavu novekedése)
jelenségét is.

A kdPKD-t termel6 hippokampalis idegsejtekben a kivalthatdé LTP mértéke szignifikinsan
lecsokkent (2. abra H-J), ami jol magyarazza az allatok hippokampusz-fiiggd tanulasi képességének
sériilését is. A kisebb mértékii LTP alapjan az is feltételezhetd, hogy az endogén PKD aktivitasra a
dendrittiiskék plasztikus atalakuldsa sordn is sziikség van. Kutatdsi palydzatunk soran sikeriilt
mechanisztikusan is bizonyitani, hogy a neuronalis plaszticitdsi folyamatok alatt az endogén PKD
aktivitas a dendrittiiskékben zajlo aktin-rendszer stabilizacidjat segiti eld (1d. alabb).



2.2. A PKD aktivitas hatasa a dendrittiiskékben
2.2.1. A PKD aktivitas a dendrittiiskék mozgasat stabilizalja

A dendritikus filopédiumok a dendritdgakon atmenetileg kialakuld, gyors mozgasu protruziok,
amelyek a megfeleld preszinaptikus partner megtalalasat kovetéen stabilizalodhatnak és
dendittiiskékké alakulhatnak. Ezen atmeneti strukturak mozgékonysagat és motilitasat a belsd aktin
vaz dinamikus atalakulasa és stabilitasa alapvetden meghatarozza.

Ezek a strukturak igen kicsik (alt. hosszuk 1-2 um,
szélességilk 1 um alatt wvan), igy a hagyomanyos
fénymikroszkopos technikakkal méretiik és annak valtozasa
pontosan nem kdvethetd. Laboratéoriumunkban ezért egy olyan
képfeldolgozd  algoritmust  fejlesztettiink ki,  amely
segitségével a fluoreszcens markert termeld, él6 idegsejtek
dendritfajarol készitett mikroszkopos felvételsorozatokon a
filopodiumok mozgasat mérni tudjuk (Tarnok és mtsai., 2015; ol
6. abra). A moddszer lényege, hogy az egyedi pixelek i st et
sulyozott intenzitasértékei alapjan az egyes filopédiumok Gn. 6. 4bra. Fluoreszcensen transzfektalt
stlyozott sulypont [weighted centre of mass] pozicijat  dendritikus filopodiumok mozgasi aktivitasa.
képkockanként kiszamitja. Igy ahelyett, hogy a protriziok A mddszertld. Tarok és mtsai., 2015.
pontos méretét vagy teriiletét definialnank, a virtualis sulypont értékekkel kell csak dolgoznunk, ami a
manualis elemzések sebességéhez képest nagysagrendekkel gyorsabb kiértékelést tesz lehetdve.

A tenyésztett idegsejtek endogén PKD aktivitasat kétféle modon is gatoltuk: egyrészt a dominans-
negativ kdPKD mutanst transzfekcioval taltermeltettiik, masrészt egy specifikus PKD inhibitort, a
kbNB 142-70-et alkalmaztunk. Mindkét esetben igazoltuk, hogy a PKD aktivitds gatlasa a
filopodiumok mozgasat felgyorsitja (6. abra), ami arra utal, hogy a stabil szinapszisok kialakitasahoz
sziikséges filopodium-stabilizacio PKD-fliggd folyamat.
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2.2.2. Tenyésztett idegsejtek  dendrittiiskéiben a PKD  aktivitasa a  dendrittiiskék
megnagyobboddsdhoz vezeto, plasztikus folyamatok alatt fokozodik
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detﬁk.cli(’)] a\ial . esb. W?Stern Kk blgt 7. abra. Endogén PKD aktivitas detektalasa a dendrittiiskékben PKD
t,ec nikaval 1§ 1_Z,Ony.1t0ttun (7. aktivitdas riporter (A-D), illetve a PKD autofoszforilaciojanak
dbra). A PKD-aktivitas riporter a PKD  kimutatasaval (E). Mind a glicinnel kivéltott kémiai LTP (D), mind

endogén szubsztratjanak, a PI4KIIIB pedig a KCl-dal el6idézett, tartds depolarizacio (C, E) gyors és
enzim 294. szerinjét is tartalmazo elnytjtott PKD aktivaciohoz vezet. 1d. Bencsik és mtsai., 2015.



régiojat hordozza target szekvenciaként, EGFP-hez kapcsolva (Czondor et al., 2009), igy a PKD
aktivacio sejten beliili lokalizaciojat és a target foszforilacio relativ erésségét is detektalni tudjuk (7.
abra A-D). Mivel a PKD a 910. szerinjét képes autofoszforilalni, igy az endogén PKD aktivitas
valtozasat a S910 foszforilaltsagi szintje is jellemzi (7. abra E).

2.2.3. A kémiailag kivaltott tiiskefej-megnagyobbodas hdatterében az aktin turnover PKD-fiiggd
megvaltozasa all

A dendrittiiskékben elvégzett
mikroszkopos vizsgalatokkal (a foszfo-
cofilin szint kvantitativ detektalasaval, az
aktin polimerizacié intenzitasat jelzo
rhodamin-actin beépiilés [actin barbed end
assay] elemzésével és az F-actin turnover
dinamikus kovetésével [actin FRAP, azaz
fluorescent recovery after photobleaching];
8. abra) igazoltuk, hogy a dendrittiiskék
duzzadasanak  kezdeti  fazisaban a
depolimerizacio fokozodasaval az aktin
rendszer dinamikus atalakulasa n6, de a
késébbi szakaszban, a megnagyobbodott
tiiskefej stabilizaciojakor mar az F-aktin
stabilizacidgja és a cofilin inaktivacidja
érvényesiil (8. abra).

A dendrittiiskék fejének
kiszélesedéséhez tehat az F-aktin rendszer
kiterjedésének novelése és stabilizacidja is
szilkséges. Ez a folyamat PKD-fiiggd,
hiszen a PKD-specifikus  gatloszer
jelenlétében a cofilin aktivitas n6 (azaz a
p-cofilin szint lecsdokken és a rhodamin-
aktin beépiilés mértéke no), az aktin-FRAP
kisérletben pedig az aktin dinamika
gyorsabba valik (8. abra). C e

Nem idegi sejtekben mar régodta ismert,
hogy a PKD szamos utvonalon (pl. PAK4,
Slingshot vagy cortactin) keresztiil az F- .
aktin rendszer stabilizacidjat fokozza. A g0
PKD-ra specifikus gatloszer, a kbNB 142-
70 jelenlétében, Western blot elemzéssel
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plaszticitasi valtozasok soran az 8. abra. A dendrittiiskék aktin dinamikajanak vizsgalata
idegsejtekben is foszforilalja (9. 4bra) mikroszkopos modszerekkel. A PSD95-tartalmu teriileteken beliil

. , L., . meghatarozott relativ p-cofilin intenzitas (A) és a rhodamin-actin
Mindkét molekularis utvonal a cofilin S3 beépiilés mértékének (B) barbed end esszével torténd

foszforilaciojat és inaktivacidjat fokozza.  meghatarozasa, illetve a fluoreszeens aktin jel visszatérése aktin-
Mindezt 6sszegezve a PKD aktivitdsa az F-  FRAP kisérletekben (C). Id. Bencsik és mtsai, 2015.
aktin rendszer stabilizalodasat segiti el.

2.2.4. A PKD aktivitas gatlasa a dendrittiiskek fejének kiszélesedését és annak stabilizaciojat
megakaddalyozza

Funkcionalis kisérletekkel is bizonyitani kivantuk, hogy a dendrittiiskékben lezajlo F-aktin
atrendez0dés és stabilizacio PKD-fiiggé mddon zajlik. Ezért a tenyészetekben tartds depolarizacioval
kivaltott tiiskefej-valtozasokat az endogén PKD aktivitas gatlasa mellett is megvizsgaltuk (10. abra).
Mind a dominans-negativ hatasi kdPKD mutans taltermeltetése (10. abra C, D), mind pedig a PKD-
specifikus inhibitor, a kbNB 142-70 alkalmazasa esetén (10. abra B) a széles fejii (in. mushroom
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vagy gomba alaki; M) dendrittiiskék aranya lecsokkent és a vékonyabb, mozgékonyabb fonalas
(filamentous; F) protruziok valtak gyakoribba

A fenticket Osszegezve, eredményeink mechanisztikusan is bizonyitjak, hogy az idegsejtek
dendrittiiskéiben lezajlo, az aktin vazrendszer atépiilését és stabilizacidjat igényld plaszticitasi
folyamatokat az endogén PKD aktivitas a cofilin rendszeren keresztiil szabalyozza (11. abra). A
dendrittiiskékben zajlé PKD-fiiggdé folyamatok pedig a morfologiai valtozasok mellett a szinaptikus
hatékonysagra és a memoria kialakulasara is jelent6s hatassal birnak.

9. 4bra. A PKD-
A abra

g

MSO bNB B DMSO kbNB

P S~ P specifikus atloszer

200 209 20 o a8 g2 p g
&S &858 2 PPAK4/PAKA S5 85 8 2 PSSH1/SSH1 (KkbNB 142-70) hatasa a
[, 20 pssm[=m e o ] s " PAK4 (A) és a slingshot
paxs [ o | [ o ] Ly, £ 10 N S T el ) (SSH; B) relativ

GnpoH [ e | [ ] E GAPDH [T - - - - -] 2 PRy
= R foszforilacidjara. A
o2 [:] 1 0 grafikonok a kbNB 4ltal
KCl [h g . Jy
g kifejtett ~ relativ  gatlas
értékét mutatjak.
EGFP F: filamentous ~ M: mushroom S: stubby
d $5 39

) '_:c;_| O control (n=213)
60 $5$ $$5 M 16h KbNB (n=211)
/i

[ 16h KCI (n=227)

EGFP+kbNB 0 e B 16h KCI+KbNB (n=178)
g
20 . . s
10. abra. Az endogén PKD aktivitas
o gatlasa lecsokkenti a tenyésztett
F idegsejtek dendrittiiskéinek méretét és
C D gyakorisagat, valamint
O EGFP (n=301) O EGFP (n=287) megakadélyozga a KCI kezeléssel
B kdPKD-EGFP (n=341) B KdPKD-EGFP (n=271) kivalthatd fejméret ndvekedést. 1d.
| 06— 100 Bencsik és mtsai., 2015.
’ . " ® T 80 ,i|
504
20 —60
kdPKD-EGFP ° S
=] *
i b 8 ‘§ 0.2 40 [l
) gil Nl |
— 0 0
protrusion density F M S
%
PAK4 )
Getive 11. 4bra. Sematikus
3 Osszefoglalo a PKD éaltal
iranyitott és az aktin
LIMK ) atrendez6dést
actin turnover N Ul active befolyasold molekula-ris

F-actin stabilisation Gtvonalakrél.  Munkéink

actin remodelling N /\

soran bizonyitottuk,
‘1‘11 ) <:| |:> T hogy a PKD a cofilin
Fetve Tractive @ foszforilaciojat és

inaktivaciojat a PAK4 és
a slingshot (SSH1L)
utvonalakon keresztiil a
dendrittiiskékben is
fokozza, igy az F-aktin
rendszer stabilizaciojat

ﬁ nucleation U ﬁ nucleation
- J'Nl
active /\ SSH-1L 14 3-3 cortactin\

active inactive

elGsegiti. A nem
14-3-3 [\ SSH-1L neuronalis sejtekben
/nact/ve leirt, cortactinon
keresztiili  hatast nem
Cthe . ,
vizsgaltuk.



2.3. A PKD aktivitas hatdsa a sejtfelszini receptorok korforgasdra

A memoriardgzités egyik morfologiai alapeleme a dendrittiiskék plaszticitas-fiiggd alakvaltozasa.
Altalanosan elfogadott elképzelés, hogy a tiiskék fejének kiszélesedése a posztszinaptikus denzitas
(PSD) kiterjedéséhez, igy a neurotranszmitter receptorok szamanak novekedéséhez vezet, ami
hatékonyabb szinaptikus transzmissziot eredményez.

A dendrittiiskék fejméretét és a PSD-ben oo
talalhatd receptorok mennyiségét gyors &%
transzportfolyamatok és a vezikula-korforgas o A
is szabalyozzak. Az AMPA receptorok o A
szinaptikus lokalizaciéja példaul gyorsan, akar coated
perces nagysagrendben is szabalyozodik. A
felszini receptorkészlet valtozasa
értelemszeriien figg a Golgi késziilék és a
dendritekben talalhatd Golgi outpost-ok feldl
érkezd  vezikulapool = nagysagatol  és e
elérhet6ségétol. A sejtfelszini  receptorok o) A
mennyiségét a klatrin burkos endocitozis Ny
gyorsan és aktivitas-figgé modon csokkenteni Rob w 5‘n
tudja, a visszatéré6 endoszomalis rendszer ‘&} W
S?gitSégé"Ve,l . pedig az , akthlté’S-ﬁlggé 12. abra. A protein kindz D (PKD) a sejtfelszini receptorok
kihelyezddeés is gyorsan szabalyozhaté (1d. 12. korforgasat szamos utvonalon 4at szabalyozhatja: 1) a
abra). szekrécids transzport €s a trans-Golgi halozatrol lefiiz6dd

A PKD-r6l régota ismert, hogy nem vezikuldk iranyitasaval;, 2) a vezikuldk plazmamembrannal
neuronalis sejtekben a szekrécios térte’p(’i fuzidja sorén.;'il.letvg 3) a 'dendr'it't'iiskékben, za}jl.(')

, s w11 m . klatrin-burkos endocitozis és a visszatéré endoszomalis
tran_szportban, igy a Golgi kqszulekrgl vald e e keresatiil,
vezikula-lefiiz6désben, a polarizalt sejtekben
zajlo bazolateralis membran-transzportban és a Rab5 kis GTPaz-fliggd endocitozisban is szerepet
jatszanak. Idegsejtekben azonban ennél joval korlatozottabb ismeretek voltak eddig csak elérhetdek.
Az aktin citoszkeletalis rendszerre gyakorolt hatds mellett ezért azt is vizsgalni kivantuk, hogy az
endogén PKD aktivitds a membranreceptorok — elsésorban a szinaptikus plaszticitas egyik
kulcsmolekulaja, az AMPA glutamaterg receptor — korforgasara milyen hatassal van. Tisztazni
kivantuk azt is, hogy a PKD cellularis plaszticitasra gyakorolt hatdsiban a receptor turnover
befolyasolasa mekkora szereppel bir.
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2.3.1. A protein kindaz D a transzferrin receptor endocitozisat fokozza

Munkdnk sordn a PKD aktivitdsdnak transzmembran receptor-korforgasra kifejtett hatasat a
részleteiben jol ismert transzferrin receptor-medialt endocitézis modellben vizsgaltuk. Az
idegsejtekben a transferrin receptor (TfR) nagy mennyiségben fejezédik ki, igy a sejtek rovid pulzus-
jelolést kovetden is megkotik, majd felveszik a fluoreszcens transzferrint (Tf). A bekebelezett TR - Tf
komplexrdl a Tf disszocidl, majd a TfR vezikuldk 80-90%-ban a visszatérd endoszomalis rendszeren
keresztiil visszajutnak a plazmamembranba — e sajatsagok alapjan az idegsejtekben a transzferrin
endocitdzis vizsgalataval viszonylag konnyen képet kaphatunk arrdél, hogy a PKD aktivitds a
membranreceptorok korforgdsat befolyasolja-e tenyésztett idegsejtekben.

Primer hippokampalis idegsejttenyészetben a PKD miikodését mind genetikailag, egy konstitutivan
aktiv. PKD mutdns taltermeltetésével, mind farmakologiailag, PKD-specifikus gatloszerrel
befolyasoltuk. A korai, késdi és visszatérd endoszémakat EGFP-vel jelolt, a kis GTP-azok kozé
tartozd Rab5, Rab7 ¢és Rabll fehérjékkel azonositottuk. Az endocitotikus folyamatok nyomon
kovetéséhez az idegsejtekkel fluoreszcensen jelzett transzferrint vetettiink fel. Az 1 perces
pulzusjelolést kovetd kiillonbozé inkubacios idok leteltével konfokalis felvételeken elemeztik a
transzferrin endocitozis kinetikajat, illetve a felvett transzferrin molekuldk és a Rab fehérjékkel jelzett
vezikulak kozotti kolokalizacié mértékét és annak idébeli valtozasat (13. abra).

A konstitutivan aktiv PKD taltermeltetése a transzferrin felvételét gyorsitotta (13. A abra), a korai
endoszomakhoz asszocialoédé Rab5 pozitiv vezikuldk és a transzferrin jel kozotti kolokalizacio
mértékét fokozta (13. B abra). Az endogén PKD aktivitas gatlasa a klatrin burkos endocit6zis kezdeti
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Iépéseit nem befolyasolta, de az endoszoémalis rendszerbe
valo bekeriilést és a korai endoszomalis rendszerben
megjelend  transzferrin  jel —mértékét szignifikansan
csokkentette (13. A és B abra).

A visszatéré (recycling) endoszomakat jelolé Rabll
pozitivitasu  endoszomak ¢és a transzferrin jel kozotti
asszociacid a konstitutivan aktiv PKD hatasara az
endocitozis kezdeti 1épései soran megnovekedett, amit a
PKD-specifikus gatloszerrel kivédhet6 volt (13. C abra). A
kés6i endoszoma marker Rab7 és a transzferrin molekulak
kozotti  kolokalizacio mértékét a PKD aktivitdas nem
befolyasolta (nincs bemutatva). Mindezek alapjan a PKD a
transzferrin  endocitozist €és a transzferrin  receptor
korforgasat neuronokban is szabalyozza.

2.3.2. A protein kindz D a sejtfelszini AMPA receptorok
mennyiségét és korforgasat is szabalyozza

A neuronalis plaszticitds szempontjabol fontos AMPA
receptorok, elsésorban a GluAl sejtfelszini lokalizacidjat is
vizsgaltuk.  Sejtfelszini  biotinilaciés  vizsgalatokkal
bizonyitottuk, hogy a PKD aktivitas 24-48 oras gatlasa a
sejtfelszini GluA1 mennyiséget szelektiven csokkenti, de a
teljes szintetizalt GluA1 mennyiségére nincs hatassal (14. C,
D abra). Konfokalis mikroszképpal a dendrittiiskékben is
vizsgaltuk, hogy a sejtfelszini, illetve a PSD-vel szoros
kolokalizaciét mutatd GluAl mennyiséget a PKD aktivitas
hogyan befolyasolja (14. A abra). Eredményeink alapjan a
PKD aktivitas gatlasa a GluAl sejtfelszini mennyiségét
rovid tavon (15-25 perc alatt) szignifikansan megndveli, de
hosszabb alkalmazasa esetén ez a hatas megfordul és a
sejtfelszini receptormennyiség lecsokken (14. B abra).

Mindez arra utal, hogy a PKD
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13. abra. A konstitutivan aktiv PKD és a
PKD-specifikus gatloszer (kbNB) hatasa a
transzferrin felvétel kinetikajara (A), illetve a
Rab5 (B) vagy Rabll (C) pozitiv vezikulak
és a felvett transzferrin kozotti
kolokalizaciora.
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bemutatott anyag ezen feliil egy védés Shank2 teriiletére vonatkoztatott relativ GluAl intenzitis a kbNB

elott allo és egy készilé doktori
disszertacio, illetve egy mar benyijtott  1osszi tavon lecsékkenti.
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3. Az endogén PKD aktivitas szerepének tisztazasa a neurodegeneraciés folyamatokban

Az 1. fejezetben ismertetett, dominans-negativ hatasi kdPKD mutans fehérjét termeld
hippokampalis idegsejtekben végzett fény- és elektronmikroszkopos megfigyelések mar jelezték, hogy
az endogén PKD funkciok karosodasa neurodegenerativ kdvetkezményekkel is jarhat (Id. 3-5. abra).
Korabbi, tenyésztett idegsejtekben végzett megfigyeléseink mar megmutattak, hogy a kdPKD mutans
tultermelése a dendritfa zsugorodasat és a Golgi késziilék szétesését okozza (Czondor és mtsai. 2009),
igy in vivo megfigyeléseink ezzel teljesen Osszhangban allnak. Palyazatunk alatt ezért részletesen
vizsgaltuk, hogy az endogén PKD aktivitas a neurodegenerativ sériilések soran milyen hatast fejt ki.

3.1. A neurodegenerativ sériilések modellezése idegsejt-tenyészetekben: az oxidativ stressz, az
excitotoxicitds és a hipoxialanoxia hatdsdanak vizsgadlata a tenyészetek életképességére

A tenyészetekben az oxidativ stresszt hidrogén-peroxid (H,0,) kezeléssel valtottuk ki, amely
reaktiv oxigén szabadgyokok felszabadulasaval jar. Az excitotoxikus idegsejtpusztulishoz glutamdt
(Glu) kezelést alkalmaztunk, amely az ionotrop glutamat receptorok tulserkentéséhez, ezaltal pedig az
intracellularis Ca®* koncentracid nagymértékii ndvekedéséhez, proteazok és endonukleazok
aktivalodasahoz vezet. A kdlium-cianid — dideoxigliikoz kombindlt kezelés (OGD) az anoxids —
hipoglikémias dllapot modellezésére alkalmas, mivel a glikolizist és a mitokondrialis terminalis
oxidaciot is gatolja. A hipoxia egy enyhébb formdjdt a tenyészetek hipoxids kamrdban, O, helyett N,
gazt tartalmazo légkeverékkel torténo inkubalasaval valtottuk ki.

Vizsgalatainkat egér embrionalis kortikalis (E15 DIV7-8) és hippokampalis (E18 DIV10-12)
idegsejttenyészeteken, valamint egér posztnatalis (P1-3) asztroglia tenyészeteken is elvégeztiik, hogy a
legmegfelelébb sejtes rendszert ki tudjuk valasztani. A kezelést tulélé sejtek aranyat MTT
¢életképesség méréssel, fotometridsan hataroztuk meg.

Mindharom tenyészettipusnal meghataroztuk, hogy az OGD, a Glu és H,0, kezelést milyen
koncentracioban és milyen hosszan kell ahhoz alkalmaznunk, hogy a kezelést kovetd 24. draban a
tenyészetek életképességét jelentésen csokkentse. Az OGD kezelésre mindharom sejttenyészet igen
érzékeny volt: 30 perces, 1 mM KCN kezelés mar jelentOs sejtvesztést okozott (nincs bemutatva). Az
excitotoxikus kezelés esetén a hippokampalis neuronok érzékenyebbnek bizonyultak: mar 1 éras, 12,5
UM Glu kezelés elegendd volt a tenyészetek ~50%-0s sejtpusztulasadhoz, mig a kortikalis
idegsejttenyészetek esetén a hasonld hatas eléréséhez 50 uM Glu kezelés kellett (15. abra A). A
varttal 6sszhangban az asztroglia tenyészetekben a Glu kezelés nem valtott ki életképesség-valtozast
(nincs bemutatva). Oxidativ stressz esetén a Kkortikalis tenyészetek H,0, érzékenysége a
hippokampalis tenyészetekénél nagyobbnak bizonyult (15. abra B). Az asztoglia sejtek viszont csak
igen magas koncentracioknal reagaltak a H,O, kezelésre (15. abra C).
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15. abra. Kiilonb6z6 sejttipusok életképességének valtozasa Glu (A), illetve H,O, (B-C) kezelés hatasara.

3.2. Az endogén PKD aktivitis viltozdsa neurotoXicitdsi modellekben: az S910 autofoszforildcio
vizsgdlata

A PKD a 910. pozicioban elhelyezkedd szerinjét upstream aktivalédasat kovetden
autofoszforilalja, igy a foszforilalt szerin910 ellen termeltetett ellenanyag (a-pS910) segitségével a
PKD Kkatalitikus aktivitasanak valtozasat Western Blot technikaval nyomon tudtuk koévetni (Id. 16.
abra).

12



A PKD gyorsan, a stimulustol fiiggéen altaldban néhany
percen beliil a membranban keletkezé diacil-glicerolhoz kotve
aktivalodik, igy elsé vizsgalataink soran a rovid tava (<1h)
aktivaciot vizsgaltuk. A mintafelvételt megel6zéen a toxikus
kezeléseket 10 perc és 6h iddtartam kozott alkalmaztuk - ez ido
alatt a tenyészetek atlagos sejtszama, neurontartalma vagy 0ssz-
PKD mennyisége nem valtozott. Az idegsejttenyészetekben mind
a H,0, (19. A abra), mind az OGD és a Glu kezelés (16. abra B-
C) gyors és tranziens PKD aktivaciot okozott, ahol a maximalis
aktivaciot a kezelés inditasa utan 30-40 perccel tapasztaltuk. Az
asztroglia sejtekben a Glu kezelés hatasara az endogén PKD hatas
nem valtozott, de az OGD és H,0, kezelés itt is hatasos volt
(nincs bemutatva). A hipoxias kezelés az idegsejtekben nem
okozott kimutathaté PKD aktivaciot, de az asztrogliasejtekben egy
erés, de gyorsan (30 percen beliil) lecsengé autofoszforilacio-
emelkedést tapasztaltunk (16. 4bra A). Osszességében azt
mondhatjuk, hogy a 24 o&ras talélést kovetdéen toxikusnak
bizonyuld kezelések az ideg- és gliasejtekben is igen hasonld
kinetikaval, tranziens PKD aktivitas-novekedést okoztak. Mindez
utalhat arra, hogy a PKD a sejtpusztulast indukaldé hatasok
kialakulasakor a kivaltdé stimulustol fiiggetleniil aktivalodik, igy
az altalanos tulélést szabalyozo jelatvitelben is szerepet jatszhat.
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16.  4bra.  Atmeneti  S910
foszforilacid asztroglia sejtekben
hipoxias kamras kezelés utan (A),
illetve  kortikalis  tenyészetekben
OGD (B) vagy Glu (C) kezelést
kovetden.

Nem idegi sejteken végzett vizsgalatok szerint az oxidativ stressz esetén a mitokondriumokbol
szarmazé oxigén szabadgyokok a PKD altal iranyitott kaszkadrendszert aktivaljak (Storz és mtsai.,
2004). Az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran gyakran tapasztaltuk, hogy a kdPKD mutans
fehérje a mitokondrialis membranoknal felhalmozodik. Mivel a mitokondrialis funkcidok mindegyik
vizsgalt toxicitasi modellben karosodnak, tovabbi vizsgalatainkban mar csak a H,O,-dal kivalthato
oxidativ stresszt alkalmaztuk. Tekintve, hogy a H,O, kezelés az asztroglia sejtekben is jelentés PKD
foszforilaciot okozott, tovabbi kisérleteinkhez a nagy mennyiségben izolalhat6 és asztroglia-mentesen
is tenyésztheté Kortikalis idegsejteket hasznaltuk. A tenyészetek jobb tuléléséért a szérummentes
Neurobasal tapfolyadékot 50% glialis kondicionalt Neurobasal médiummal is kiegészitettiik.

3.3. Az endogén PKD aktivitasat az oxidativ stressz fokozza

3.3.1. Az oxidativ stressz sordn aktivalodo endogén PKD detektaldsa riporter konstrukciokkal

A PKD S910 foszforilacioja mar utal a
megndvekedett PKD aktivitasra, de érdemes a PKD
kozvetlen szubsztratjainak  foszforilaciojat  is
nyomon kovetni. Fixalt sejtekben  torténd
mikroszkopos elemzésekre az un. PKD-riporter
konstrukci6 alkalmas (Id. 7. abra). A Western blot
eredményekkel 0Osszhangban, a H;O, kezelés a
foszfo-specifikus a-pS294  szignal intenzitasat
jelentésen novelte (17. A abra). Feltlin6 volt, hogy
az intenzitdsvaltozds a neuronok sejtmagjaban is
detektalhato volt.

Ezek a modszerek az enzim aktivaciojarol
azonban csak pillanatfelvételeket mutatnak. Ezért
Angelika Hausser (Stuttgarti Egyetem, Sejtbioldgiai
¢s Immunolégiai Intézet) munkacsoportjaval
kozosen olyan fluorescens rezonans energiatranszfer
(FRET) elvet hasznal6 bioszenzort is Kialakitottunk,
amely €16 sejtekben is hasznalhat6 (in. PKDrep-live
riporter; 17. B abra).
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A FRET riporterben az ECFP donor és cpVENUS akceptor fluorokrom mellett a 14-3-3t
allvanyfehérje, illetve az ennek C terminalisdhoz fuzionaltatott, PKD altal specifikusan foszforilalhato
P14KI1IB motivum szerepel. Az endogén PKD aktivitas hatasara foszforilalodo PI4KIIIP motivumot a
szoros kozelségében 1évo 14-3-3t meg tudja kotni. A bekdvetkezd térszerkezetvaltozas molekularis
kozelségbe hozza a donort és akceptort és létrejon a FRET jelenség (azaz a donort gerjesztve az
akceptor emittal). A kinetikai vizsgalatok értelmezéséhez fontos, hogy a FRET jelenség reverzibilis,
azaz a szenzor deaktivalodni is tud: a foszforilalt motivumot ugyanis a sejten beliili foszfatazok
eltavolitjak, ami az eredeti térszerkezet visszaallasdhoz és a FRET megsziinéséhez vezet. Az €16
sejteken végzett kisérletek is megerdsitették, hogy 30 perces H,0; kezelés jelentds, a forbol-észterrel
torténd aktivacioval 6sszemérhetd FRET hatékonysag novekedéshez vezet (17. B abra).

3.3.2. Oxidativ stressz hatasara a PKD mind a citoplazmaban, mind a magban aktivalodik

Nem idegi sejtekben kimutattak, hogy a PKD aktivaciojat kdvetden a szubsztrat-foszforilaciora
mind a citoplazmaban, mind pedig a magban is képes, igy egyes transzkripcids faktorok magi
lokalizacidjat és hatasat kdzvetleniil tudja iranyitani (pl. a IL. tipust hiszton deacetilazok kozé tartozo
HDACS foszforilacié szivizom sejtekben; Sin és Baillie, 2012). A riporter konstrukciokkal elvégzett
elemzéseken is latszott, hogy a szubsztratfoszforilacié emelkedése a sejtmagban kifejezett volt (17.
abra). Ezért a PKD jelenlétét és foszforilaltsagat az idegsejttenyészetek teljes, illetve citoplazmas és
nuklearis frakcidiban is megvizsgaltuk (18. abra).

Oxidativ stressz alatt a sejtmag-frakcioban kimutathaté PKD fehérje mennyisége 1 oéran beliil
atmenetileg megn6tt, mikdzben a pS910 szint mennyisége folyamatosan, 6 6ran at nétt (18. B abra).

Ez jelzi, hogy a PKD-fiiggé jelatviteli utvonalak eltér6 kinetikaval, de mind a citoplazmaban, mind a
magban aktivalodnak.
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3.4. A PKD-t gdtlo, kismolekulds inhibitorok hatdsa az H,0,-kezeléssel kiviltott sejtpusztulasra

3.4.1. Az uj fejlesztésii, kismolekuldju PKD inhibitorok az oxidativ stressz alatt neuroprotektiv hatast
fejtenek ki

A Vichem Kft és a Semmelweis Egyetem MTA-TKI Pathobiokémiai Kutatdcsoportjanak
munkatarsaival kialakitott egyiittmiikodés keretében mar a palyazat induldsakor hozzajuthattunk 1j
fejlesztésti PKD inhibitorokhoz (ebben az idében a kereskedelmi forgalomban nem allt rendelkezésre
kell6 specificitasi PKD-inhibitor). Mivel az tjonnan kifejlesztett gatloszerek kereskedelmi
forgalomban még nem kaphatoak, megnevezésiikre kodnevet (PKDI-1, PKDI-2, sth.) hasznalunk.

A PKD inhibitorok hatékonysagat és az alkalmazand6 koncentraciot a PKD riporter konstrukcid
HEK sejtekbe torténd transzfektalasat kovetden, a-pS292 Western blot segitségével ellendriztiik. A
HEK sejtekben a PKD aktivaciot szérummegvonast kovetéen az FCS visszaadasaval valtottuk ki, ami
a PKD gyors és tranziens aktivaciojat okozza. Az aktivacid kinetikdjat és mértékét 6 gatloszer
esetében hasonlitottuk 6ssze, majd kivalasztottuk azt a két inhibitort (PKDI-1, PKDI-2), amely a PKD

riporter, illetve a PKD S910 autofoszforilaciojat 1 uM koncentracioban a leghatasosabban gatolta (19.
abra).
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Ezek az inhibitorok a H,O,-kezeléssel kivaltott tranziens
PKD autofoszforilacio mértékét csokkenteni tudtak, 24 oras
kezelés esetén sem a neurondlis, sem a glialis tenyészetek
életképességére nem voltak hatassal. Mindez azt jelzi, hogy
az inhibitor folyamatos jelenléte az idegsejtekre nem karos,
de a kiilsé hatassal indukalt PKD aktivitds mértékét
csokkenteni tudja.

Megvizsgaltuk, hogy a PKDI-1 és PKDI-2 jelenléte a
neurodegenerativ sejtpusztulas mértékét az
idegsejttenyészetekben mennyiben befolyasolja. Meglep6
modon azt tapasztaltuk, hogy a Glu (nincs bemutatva) és a
H,O,-kezeléssel kivaltott idegsejtpusztulas mértékét ezek a
PKD inhibitorok jelentésen csokkenteni tudjak, azaz az
idegsejtek tulélése szempontjabodl protektiv hatast fejtenek Ki
(20. A abra). A tovabbiakban csak a PKDI-1 inhibitorral
foglalkoztunk.

3.4.2. Az uj fejlesztésii, kismolekuldju PKD inhibitor az
idegsejtekben fokozza az NFkB aktivitdst

Kivancsiak voltunk arra, hogy az tUjonnan fejlesztett
inhibitor a neuroprotektiv hatast is szabalyoz6 NF«kB
utvonalra vajon hat-e. Az NFkB aktivacio mértékét NFxB
riporter-esszé  alkalmazasaval®  kivantuk  vizsgalni az
idegsejtekben.

A transzfekcids hatékonysag novelésére a Lonza
Nucleofector technikajat is kiprobaltuk, ahol a plazmidok
transzfektalasat a kiiiltetés soran, még szuszpenzidban
végeztiik el. Ezzel a modszerrel magas (~30%) transzfekcios
aranyt sikeriilt elérni (a GFP-pozitivitas alapjan FACS-szal
megallapitott érték), de a transzfektilt idegsejtekben a
kitiltetést kovetd napokban egyre fokozodd sejtpusztuldst
figyeltink meg — valdszinii, hogy a riporter konstrukcidok
hossza tava termelddése és jelenléte okozta ezt. Mivel a
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20. abra. A H,0O, kezelést tlél6 sejtek
¢életképességét a PKDI-1, 1) fejlesztésii
inhibitor novelte (A), a PKC-t és PKD-t is
gatldo G66976 nem befolyasolta (B), mig a
PKD-specifikus inhibitor, a kbNB 142-70
csokkentette (C).

neurotoxikus kezelésekre csak a kiiiltetést kdvetd 7-8. napon kertilt sor, a fokozodo idegsejtpusztulas a

riporter essz¢ alkalmazasat lehetetlenné tette.

Habar az érettebb, mar hosszii nyulvanyokkal rendelkezé idegsejtekben a Lipofectaminnal
elvégzett transzfekcio hatékonysaga alacsony (<1%), sikeriilt olyan kdoriilményeket elérniink, ahol a
riporter konstrukciok megfeleld mennyiségben termelddnek. Pozitiv kontrollként TNFa kezelést
alkalmazva sikeriilt kimutatnunk, hogy a transzfektalt idegsejtekben az NFkB aktivitas szignifikansan
fokozodik (147 + 24,7%). Sikeriilt azt is bizonyitanunk, hogy PKDI-1 normal koriilmények mellett az

2 Az idegsejteket két riporter plazmiddal kell transzfektalni: az egyik a transzfekcios hatékonysag ellendrzését szolgalo,
folyamatosan transzkriptalod6é Renilla luciferazt kodolja, mig a masik az NFxB prométerrdl meghajtott Firefly luciferaz
enzimet kodolja, amely csak akkor irddik at, ha a promoéteréhez NFxB kotédik. Az NFkB promoter aktivacidjara a kétféle

luciferaz enzimreakciojanak aranyabol lehet kovetkeztetni.
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NFkB aktivitast egyértelmiien fokozza (5 fiiggetlen mérés egybehangzé eredménye; 134.6 £ 16,9%).
Mindez meglepd, hiszen a PKDI-1 normal koriilmények mellett a sejtek életképességét nem
befolyasolta. Korabbi irodalmi adatok mar jelezték, hogy az endogén PKD aktivacié az NFkB utvonal
aktivaciojan keresztiil protektiv, a sejtek talélését segitd hatast fejthet ki, ami az elébbiekkel ujfent
ellentmondasban all. Hasonl6 diszkrepanciat fedezhetiink fel a neurotoxikus kezelés soran a PKDI-1
és PKDI-2 gatloszerrel elért protektiv hatas, illetve a dominans-negativ KAPKD mutans fehérje in vivo
¢s in vitro termelddésére bekdvetkezd, neurodegenerativ elvaltozasok kozott.

Ezeket az ellentmondasokat jol magyarazza, hogy ezek az inhibitorok valosziniileg nem PKD-
specifikusak, hanem mas kinazokra is hatnak. A vizsgalt inhibitorokkal rokon, szintén a Vichem Kft
vegyiilettarabol szarmazo VCC251801 pl. a PKD1 és 2 izoforma mellett a VEGFR2 miikodését is
gatolja (Varga és mtsai., 2015). Ez a szinergista hatas tumor-ellenes terapias szereknél kifejezetten
elényos, a kisérleti rendszerekben viszont hatranyt is jelenthet.

A megfigyelt neuroprotektivitas jelensége mindenképpen figyelemre mélto, igy a szabadalmi
kérdések tisztazasat kdvetden ezeket az eredményeket is szeretnénk publikalni.

3.4.3. A PKD-specifikus inhibitor koNB 142-70 az oxidativ stresszre bekovetkezd sejtpusztuldst
fokozza

A PKDI-1 és PKDI-2 inhibitorokkal elkezdett kisérletek idején még nem volt kereskedelmi
forgalomban egy joval nagyobb specificitast mutatd inhibitor, a KbNB 142-70. HEK293T sejtekben
bizonyitottuk, hogy a PKD1 és PKD2 izofomakat hatékonyan gatolja és off-target hatasa sokkal
kisebb, mint a korabban alkalmazott szereké. A tovabbiakban ezért ezzel az inhibitorral dolgoztunk.

Amikor a kbNB 142-70 jelenlétében ismételtik meg az H,O, kezelést kovetd életképességi
vizsgalatokat, a talél6 sejtek életképessége jelentdsen lecsékkent (20. C abra), mig a PKD mellett a
PKC aktivitasat is gatlo G66976 semmilyen protektiv hatast sem fejtett ki (20. B abra). Mivel ezt a
hatast reprodukalhatéan és egybehangzoan tapasztaltuk, valésziniisithetjiikk, hogy az endogén PKD
aktivalodasa az oxidativ stressz folyaman inkabb a neuronok tulélését eldsegitd, protektiv
folyamatokat indit el.

3.5. Az oxidativ stressz idegsejtekben a kanonikus NFkB utvonalat aktivilja, de az NFkB nukledris
transzlokdciojdt nem valtja ki

Nem neuronalis sejtekben Storz és munkatarsai mar 10 éve kimutattak, hogy oxidativ stressz soran
a PKD a mitokondrialis membrannal, szabadgyokok segitségével torténd aktivacidja az NFkB ttvonal

crer

jelpalyaként ismert. Kutatdcsoportunk ezért ezen hatasok felderitésével is megprobalkozott.

3.5.1. A nem kanonikus NFkB utvonal fobb elemei (RelB, pl00) az idegsejttenyészetekben nem
expresszalodnak

Mivel az idegsejtekben aktivalodo, az NFkB tutvonalban 0 H0LG0uM) [ 10, (0 M)+
érintett fehérjékkel kapcsolatosan sok az ellentmond6 adat 20 KONB (1 110
(Isd. Listwak és mtsai.,, 2013), a Cell Signaling NFkB
Stellarray qRT-PCR Kkit-jének segitségével mintegy 50, az
NFkB utvonalban szerepet jatszo fehérje transzkripcios
valtozasat kovettik nyomon. Az 50 uM H,0,-dal, illetve
H,0,-dal és kbNB 142-70-el kezelt tenyészetek expresszios w0
adatait a kontroll tenyészetekéhez hasonlitottuk. proin KKa IKK§  KBa  ps  plonipso

Eredmépyelqk alapjan a nem kanonikus NFkB atvonal 5 gppn Génexpresszios valtozasok a
fobb elemei (mint pl. a RelB és a pl00), illetve a nem  yanonikus NFB ttvonal elemeinél H,O,
kanonikus utvonalhoz szorosan k6tddo, NIK (NFKB indukalé  kezelés, kbNB 142-70 kezelés, illetve a két
kindz) enzim a tenyészetekben nem expresszalodtak, igy — anyaggal egyiitt torténd kezelések esetében.
ezeket a tovabbi, fehérje-szintli vizsgalatokbol ki is zartuk. A
a kanonikus NFkB szignalutvonalba tartozdé gének (pl. Rela [p65], Nfkbl [p105/p50], Chuk
[IKK1/IKKa]) expressziojat a H,O, kezelés csokkentette, de a PKD-specifikus inhibitor a H,O,
kezeléssel egyiittesen adva ezt a hatast tobbnyire megsziintette (21. abra). A MAPK tutvonal elemei
koziil példaul az Elkl1, a novekedési faktor uitvonal tagjai kozott pedig a RhoA esetében tapasztaltunk
hasonlo valtozast (nincs bemutatva).

Fold-expression relative
to internal control
=

16



3.5.2. Az oxidativ stressz a kanonikus NFkB Litvonalban az IKKa és az NFkB/p6S5 foszforilaciojat

crer

A qRT-PCR eredmények alapjan az idegsejtekben A
kivaltott oxidativ stressz soran a kanonikus NFkB s
utvonal érintett lehet, igy a tovabbiakban az utvonal H@H
fobb  elemeinek mennyiségi és  foszforilacios ”Jé“  ntss
valtozasat, illetve a PKD erre kifejtett lehetséges B
hatasat Western blot segitségével elemeztiik (22. A protein level kg Nhibition by PKD
abra).

Az NFkB utvonal upstream regulatorai koziil az
IKKa relativ foszforilacioja az oxidativ stressz alatt
tranziensen nott, a legnagyobb mértékii valtozast a

phospho-/total protein (%)

-sBEBEEEEHEEE
inhibition (%)

8 8 & 8 o B

relative

r . ” r o7 0 05 1 2 6 o] 05 1 2 6
H,O, kezelést kovetd 1. oraban tapasztaltuk. Az H,0, treatment (h) H,0, treatment (h)
NFkB foszforilacigja a 2. oratol kezdve fokozodott. total IkBa

Erdekes modon az idegsejtekben az oxidativ kezelés =
nem valtotta ki az IkB szintjének csokkenését. Ez
azért meglepd, mert irodalmi adatok alapjan az IKK-n
keresztiili  foszforilacio  kovetkeztében az IkB

degradalodik, igy a vele addig egy komplexben % o remment ) * o et
talalhatd NFkB/p65 szabadda valik és foszforilaciojat

8
inhibition (%)

total protein (%)

o B & 88
relative

88888888

kovetden a sejtmagba jut (22. B abra). s m pNFKB/NEKZ
3.5.3. Az NFkB/p65 mennyisége a H,0,-dal kezelt 32 i
idegsejtekben megnd, de a foszforilalt NFkB a $w i .
sejtmagban nem detektalhato g5 = L o e 1 s s
Az idegsejtekben kivaltott oxidativ stressz soran e O
az NFkB fehérje mennyisége az 0Ossz-fehérje - =
tartalomhoz  viszonyitva egy oran  beliil £2 § é
megemelkedett, majd az IKK foszforilaciojahoz £ e
hasonldan lecsengett (22. B abra). Az NFkB relativ £s £
foszforilaciojanak mértéke ugyanakkor a kezelés "o " “o AT
elején valtozatlan maradt, de a 2. 6ratol egyre jobban o whole cell lysate
nott. Mivel ezek az adatok varakozasunknak DMSO (0,08%) Kb NB @ uM) i
ellentmondtak, részletesebb magyardzatot szerettiink e[ [ | -
volna kapni. ik [ | [ —— |
A "REAP" metodika (Suzuki és mtsai., 2010) a8 [ — e —| [ —— "
segitségével ezért nukledris és citoplazmas frakciokat S | [H== ™
izolaltunk, amelyek tisztasdgat a lamin C, illetve a e e
tubulin jel aszimmetrikus megoszlasaval igazoltuk o [ e e | o |

Oh 05h 1h 2h 6h 0h 05h 1h 2h 6h

(23. A abra). Az NFkB fehérjét a magi frakcioban ki 0. GO 0 (50 o)
tudtuk mutatni, de mennyisége a HO» kezelés 55 spra. Az NFKB dtvonal sémdja & a PKD
el6rehaladtaval folyamatosan csokkent,  feltételezett szerepe (A). A H,0; kezelés az IKKo és
foszforilaciojat pedig egyaltalin nem tudtuk  az NFkB foszforilaciojat fokozta, de az IkB
detektalni. A citoplazmas frakcioban viszont mind az ~ degradaciojat nem idézte el (B). A PKD inhibitor
dssz-mennyiség, mind pedig a relativ foszforilacio ~ <PNB 142-70 az IKKa és az NFkB foszforilaciojatt
névekedését bizonyitottuk (23. A dbra). megakaddlyozta (C).

Ezek az adatok megkérdéjelezik, hogy oxidativ stressz esetén az NFKB az idegsejt-tenyészetekben
is a jol ismert IKK IkB utvonalon keresztiil aktivalodik, és hogy a foszforilacio az NFkB nuklearis

crcr

3.5.4. Az NFkB/p65 nukledris transzlokaciojat az H,O,-dal kezelt idegsejtekben nem tudtuk kimutatni

Nem neuralis sejtekben régota ismert és az NFkB immuncitokémiai lokalizacidjaval is bizonyitott
tény, hogy a fehérje aktivacidjat kovetéen atmenetileg a sejtmagba keriil. Ezt Hela sejtek 1 oras
TNFa kezelését kdvetéen mi is bizonyitani tudtuk (23. B dbra). Ha ugyanezt az elemzést a kortikalis
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idegsejttenyészetekben végeztik el, akkor a H;O, kezelés hatasara a nuklearis/citoplazmas
jelintenzitas aranya nem valtozott meg, azaz a nuklearis transzlokaciot nem, hanem csak az altalanos
mennyiségi névekedést tudtuk detektalni.

3.6. Az endogén PKD aktivitis gatlisa az IKKa és az NFkB/p65 oxidativ stresszel kivaltott
foszforilaciéjanak mértékét csokkenti, de az NFkB nukledris transzlokdcidjat nem

befolydsolja
A kbNB 142-70 alkalmazasaval

megvizsgaltuk azt is, hogy az endogén PKD A

aktivitas gatlasa vajon az NFkB utvonal egyes uclear fraction e w otal N
elemeire van-e barmilyen hatassal. Ehhez az tn. o ¢

relativ gatlds, vagyis az adott idépontban a e R R :“;

KbNB ~ 142-70-el  kezelt és  kezeletlen e — %o
tenyészetekben megfigyelhetd fehérje szintii oh 05h 1h 2h 4h o

relativ valtozasok mértékét hataroztuk meg (22. 0 05 1 2 4 6

H,0, (50 pM)
C 'b ) H,0, treatment (h)
abra).
Adataink alapjén normél’ HZOZ'daI nem cytoplasmic fraction  koa . total NFKB
: 5 e[ A" oD
kezelt tenyészetekben az IKKa és az NFkB pee g
. N ottt .y — o £
relativ foszforildciojanak mértékét a gatloszer T T T T s
csokkentette, mig az IkB mennyiségét nem st |———— T
oh 05h Lh 2h 4h 2

befolyasolta. Amennyiben a kbNB 142-70-et az
oxidativ kezelés soran alkalmaztuk, az IKKa és
az NFkB relativ foszforilacioja tartésan B
alacsony maradt. Mindez arra utal, hogy ezen B 050 (0.06%) [ K40, (50 ) +
két  fehérje  foszforilalasa  valésziniileg o, Dt
kozvetetten, de PKD-fiiggd modon is - .
megtorténhet (22. C abra).

A PKD-specifikus gatloszer alkalmazasa az
0ssz-NFkB szintet mind a Western blottal (22.
C abra), mind pedig az immuncitokémiai
elemzéssel torténd kimutatas soran csokkentette K
(a H,O,  jelenlétében megnovekedett
jelintenzitast a nuklearis és a citoplazmas

H,0, (50 pM) 0 05 1 2 4 6
a2 H,0, treatment (h)

neurons HelLa cells

Il Control
O TNFa (20 ng/ml)
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150
600

100
400
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nuclear intensity (AU)
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23. abra. Az NFkB szint valtozasa a nuklearis és a
citoplazmatikus sejtfrakcioban oxidativ stressz alatt. A

cytoplasmic intensity (AU)

terileteken egyforman csokkentette) (23. B
abra). Mindezek fényében kizarhatjuk, hogy az
oxidativ stressz alatt tapasztalt, PKD-fiiggd
neuroprotektiv.  hatas az NFkB 1utvonal
aktivalasdn  és az  NFkB nuklearis

crer

transzkripcios valtozasok miatt kovetkezne be.

nuklearis frakcioban a p-NFkB jel nem volt detektalhato,
mig a a citoplazmatikus frakcioban a pNFkB szint
novekedett (A). Az NFkB jel nuklearis transzlokacidjanak
vizsgalata immuncitokémiai kimutatassal (B). Hela
sejtekben TNFo kezelésre a nuklearis a-NFkB jelintenzitas
szelektiven megndtt. A neuronokban az oxidativ stressz
mind a citoplazmaban, mind a sejtmagban fokozta az a-
NFkB jel intenzitasat, amit a kbNB 142-70-vel valo
egylittes kezelés meggatolt.

Eredményeinkr6l szamos konferencian is beszamoltunk. Egy kéziratunkat a J. Neurochemistry
folyoiratnak mar bekiildtiik, egy masikat pedig a szabadalmi kérdéseket kovetden fogunk befejezni.
Az ismertetett munka egy jovére esedékes doktori dolgozat alapjat is képezi. Az elmult években
hallgatom, Liliom Hanna a munkdja bemutatdsaval szamos dijat is nyert.
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4. Az autofagia és a PKD aktivitas kozotti kapcsolat vizsgalata az Atg8/LC3B fehérjén keresztiil

Az eukaridta sejtekben a sejtalkotok szabalyozott lebontasa a sejt homeosztazisanak fenntartasa
szempontjabol alapvetd jelentéségli. E folyamatok egyik komponense az autofagia (,,sejtes
Onemésztés”), amely soran a citoplazma egy részlete izolald6 membranba csomagolodik, majd az
elkiilonitett citoplazmatikus beltartalom savas hidrolazok segitségével lizoszomalisan degradalodik. A
folyamat az éhezés soran energiat és a felépité folyamatokhoz sziikséges alapegységeket szolgaltat a
sejt szamara. Az autofagia ugyanakkor stressz esetén protektiv hatasu: egyrészt a sériilt sejtalkotok
lebontasaval megvédi a sejtet a stressz kovetkezményeitdl, masrészt, ha a sériilés tul nagy mérték,
részt vesz a sejt eliminaciojaban (an. autofagias sejthalal).

Az idegsejtekben a (makro)autofagia normal allapotban is igen fontos szerepet tolt be, a
lizoszémalis rendszer, illetve az autofiagia kozotti kapcsolat sériilése pedig igen sok esetben
neurodegenerativ elvaltozasokhoz vezet. Eppen ezért fontos volt annak felderitése is, hogy az oxidativ
stresszre aktivalodo PKD és az autofagia kozott van-e kapcesolat, és ez a hatas az idegsejtekre nézve
protektiv vagy éppen a sejtpusztulast fokozo hatassal jar.

4.1. PKD mutdns Drosophila-torzsek vizsgdlata

A PKD, illetve az autofagia kapcsolatat elsd 1épésként egy jol ismert autofagia modellben,
ecetmuslica (Drosophila m.) larvalis zsirtestének lebontasa soran kivantuk vizsgalni. Az ELTE
Anatomiai, Sejt- és Fejlédésbiologiai Tanszék munkatarsaival egyiittmiikodve sikeriilt olyan PKD
mutans Drosophila torzseket kialakitani, amelyekben a PKD géncsendesitését lehetové tevo siRNA
expresszidja larva-stadiumtol fiiggd modon, a GAL4 rendszerrel szabalyozhatd, a csendesitett sejtek
pedig a GFP fluoreszcencia alapjan azonosithatoak (UAS-dsPKD-EGFP; 24. abra).

Az igy kialakitott legyekben a zsirsejtekben
lezajlo autofagia folyamatait a bebabozodast
megel6zéen (L32 larvastadium) ellendriztiik. Ehhez
a PKD csendesitett mutiansokat olyan legyekkel S, A
kereszteztiik Ossze, amelyek az Atg8 mCherryvel .
jelzett valtozatat termelik (Atg8-mCherry). Az Atg8 ‘
fehérje alapvetd jelent6ségii az izolald membran
kijel6lésében/kialakitasaban. Mivel makroautofagia
¢s mitofagia soran a citoplazmatikus Atg8 C-
terminalisa az autofagoszéma membranban képz6d6
foszfatidil-etanolaminhoz  kapcsolodik, az Atg-
mCherry-t termel6 allatokban a piros fluoreszcens jel
felhalmoz6dasa az autofagia fokozodasat, igy az e ) .
autofagoszomak szaméanak és/vagy méretének B 0
novekedését jelzi. -_;.':' N ;

Mikroszkopos megfigyeléseink szerint normal e~ "
tapanyagellatasnal a PKD géncsendesitése (zold " '
sejtek) az Atg8-mCherry pozitiv ~ strukturak
felhalmozodasahoz vezet, mig a kontroll, nem
csendesitett sejtekben ilyenek alig fordultak eld.
Mindez arra utal, hogy a PKD a normalisan {
lejatsz0do autofagia soran szabalyozo szerepet tolt St
be (24. abra). A larvak éheztetése esetén a kontroll
zsirsejtekben is  szdmos Atg8-mCherry pozitiv ~ 24. dbra.  Atg8-mCherry autofigia  marker
depozit figyelheté meg, Osszhangban az autofagia felhalmozoddsa  ¢heztetett & nem  Eheztetett

R > o i < allapotban ecetmuslica larvalis zsirsejtjeiben PKD
aktivacidjaval. A PKD csendesitése esetén (zold

Atg8-mCherry merged

non-starved

starved

csendesitést kovetden. Az UAS-dsPKD-EGFP (z61d)
sejtek) azonban igen nagy Atg8 pozitiv strukturak
jonnek 1étre. Mindez utalhat arra, hogy az endogén
PKD fehérje hianydban az autofagia adott
stadiumban megreked és a lizoszoémalis degradacio

nem tud megfelelden lezajlani (Nagy és mtsai.,
2015).
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csendesitd konstrukcié mozaikosan fejezédik ki. Az
Atg8-mCherry jel (invertalt kép, ill. piros) az
autofagoszomak membranjahoz kapcsolodva
halmozodik fel. A sejtmagokat DAPI festés (kék), a
csillag a nem csendesitett, kontroll sejteket jeldli.



4.2. Az endogén PKD aktivitas hatdsa emlds idegsejtek LC3B-11 szintjére

Kivancsiak voltunk arra, hogy az endogén PKD aktivitds az autofagia marker fehérjék
mennyiségét emlos sejtekben befolyasolja-e. Idegsejtekben ezért Western blot technikaval vizsgaltuk a
Drosophila Atg8 ortolog LC3B-I és 11 szintjét.

Nem neuronalis, pl. HeLa sejtekhez viszonyitva az LC3B-I és 11 szintje idegsejtekben igen magas
volt (nincs bemutatva). A PKD-specifikus gatloszer, a kbNB 142-70 jelenlétében az LC3B-11/LC3B-I
arany lecsOkkent (a kontroll tenyészetek értékeihez viszonyitva 28,8 + 15%). Mindez arra utal, hogy
az endogén PKD aktivitas emlds idegsejtekben is hatassal van az autofag folyamatokra.

A fenti sejtésiinket Eisenberg-Lerner és Kimchi 2012-ben megjelent tanulmanya bizonyitotta:
emlés rendszerben kozvetlen kapcsolatot taldltak az izolaldo membran kialakitasaban alapvetd
jelentéségli Vps34 lipid kinaz és a PKD kozott. Igy a PKD a Vps34 foszforilaciojan és aktivalasan
keresztiil kozvetleniil szabalyozhatja az autofagoszoma kialakulasat.

Mivel az autofagia PKD-fliggd szabalyozasat a részletekbe menden feltartak, kutatasainkban ezzel
az irannyal felhagytunk és az idegsejtekben zajlo, magas szintli autofagia, illetve az oxidativ stressz
kapcsolatara koncentraltunk.

5. Az autofagia és az oxidativ stressz kozotti kapcsolat vizsgalata

Az idegsejtekben a (makro)autofagia normal allapotban is igen fontos szerepet tolt be, a
lizoszémalis rendszer, illetve az autofigia kozotti kapcsolat sériilése pedig igen sok esetben
neurodegenerativ elvaltozasokat valt ki. A talporgetett autofagia ugyanakkor a sejtek dnemésztéséhez
és pusztulasahoz is vezet. Eppen ezért a sejtek életképességének megérzéséhez, illetve a kiils6, toxikus
folyamatok kivédéséhez az autofagia finom szabalyozasara van sziikség.

Az autofagia
folyamatanak nyomon mTOR ——] kOLr’anfeX —> PO e
kovetését szamos marker T PN E
fehérje valtozasa is segiti rapamycin 5 LC3B-I
(25. 4bra). Az LC3B az < c  AOS ragoror
Atg8 emlds orthologja, az : | xgizu +l+pE =\ ofinses
autofag vakuolum izolalod _ Pl PI3P LC3B-II
membranjanak O~ 70 / ; q
kialakitasdban jatszik MTMR14/
szerepet. Az  autofig Jumey SQSTMY/ — !

folyamatok soran az LC3B

p62
+cargo auto-
fago-
ﬁ széma

,lipidalodik”, igy a OZTZO o

kialakul6 LC3B-1I forma N

aranya a citoplazmatikus _O chloroquine } /\/
LC3B-I formahoz Q\N* bafilomycin —

viszonyitva valtozik. Ha az - © fagolizo-

autofagia intenziv, a AUTENS67

tovabbi lebomld  25. 4bra. Az autofagia folyamatat jelzd markerfehérjék (kék), illetve a folyamatra

hato gatlo- és indukaloszerek (barna) vazlatos bemutatéasa.

folyamatok miatt az LC3B-
II  relativ  é  Ossz-
mennyisége is csokkenni fog. Ha az autofigia késébbi folyamatai gatoltak (pl. chloroquine vagy
bafilomicin kezelés esetén), akkor az LC3B-II felhalmozodik.

Egy masik, altalanosan vizsgalt marker fehérje a p62/SQSTMI1 fehérje, amely a kialakuld
autofagoszomaba iranyuld transzportban vesz részt ¢és lebomlasa autofagia-fiiggs. Ezért
mennyiségének csokkenése a megndvekedett autofagids fluxra utal. Az LC3B-1I-héz hasonléan
viszont mennyisége fokozodik, ha az autofagolizoszémak kialakulasa gatlodik.

Egyre tobb adat tdmasztja ala, hogy az autofigia genetikai vagy farmakologiai modszerekkel
torténd fokozasa a sejten beliili toxikus anyagok felhalmozodasat lelassitja és egyes
modellszervezetekben (pl. Drosophilaban és C. elegansban) az élettartamot is megnyujtja. Az
autofagia fokozasara eddig hasznalt eljardsok azonban elsdsorban a kozponti, TOR (target of
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rapamycin) kinaz utvonal upstream aktivatorai, igy szamos mellékhatassal is rendelkeznek. Vellai
Tibor munkacsoportja (ELTE Genetikai Tanszék) ezért masik megkdzelitést valasztott: olyan kis
molekuldji inhibitorokat kerestek, amelyek az autofagoszoma membranformalodasat antagonizalo
Jumpy/MTMR14 foszfatazt gatoljak. Ez a megkdzelités a TOR utvonal alatti, az autofagoszoma
formalodast elésegité hatast jelent, igy szelektivebben, szertedgazé mellékhatasok nélkiil tudja az
autofag aktivitast fokozni.

5.1. Az oxidativ stressz sordn az autofigias flux fokozodik

Az idegsejttenyészetekben hidrogén peroxid kezeléssel kivaltott oxidativ stressz soran vizsgaltuk
az autofag folyamatok valtozasat. Az 50 uM H,0; kezelés 24 h alatt kb. 50%-os sejtpusztulast valtott
ki a tenyészetekben. Ezekben a sejtekben az autofagias flux-ot a p62 és az LC3B-II szint csokkenése,
illetve a bafilomicin jelenlétében tapasztalt felhalmozodasuk jelezte. Ha a nagyobb mértéki
sejtpusztulast okozd, 75 uM-0s H,O, kezelést alkalmaztunk, az autofagia fokozodasat szintén
megfigyeltiik (26. abra).
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oo ¥ p62 e LC3B-II
< I
< 100 5 100
aGAPDH |# S w136 £ 49 < g
% o g o 26. 4bra. Oxidativ
aLC3BH E|15 %60 2 stressz hatasara az
i o autofagia  idegsej-
aLC3BI ’AE S T2 tekben fokozodik.
0 0
HO, - + + 0 50 75 0 50 75
H,0, concentration (uM) H,O, concentration (uM)

bafilomycin  — -

5.2. Az MTMR 14/Jumpy foszfataz inhibitorok az autofagidt indukadljik

Idegsejttenyészeteken végzett kisérleteink soran 3 potencialis Jumpy/MTMR14 gatlé anyagot
teszteltiink, ezek koziil az AUTEN-67 és AUTEN-99 nevezetii bizonyultak hatékonynak. Mivel az
idegsejtekben mindkét foszfataz inhibitor hasonld valtozasokat valtott ki, a beszdmoloban foleg az
AUTEN-67 eredményeket mutatjuk be.

5.2.1. A HelLa sejtekben normdlisan alacsony szintii autofagiat az AUTEN-67 és az AUTEN-99
jelentdsen fokozza

HeLa sejtekben az autofagia igen _AUTENG? 27, abra
alacsony szintii volt, bafilomicin nélkil az o e R e O o AUTEN-67
LC3B-I és II szintje nem volt detektalhato 82‘ = ‘<70kDa hatasa  az
(27. 4bra). AUTEN-67 esctében az i autofagias
autofigids flux fokozodisit egyrészt a p62 M mrmm—=mee—m= e flute Hela
fehérje  koncentracio-fiiggd  lebomlasa, LcsBl ‘ -y L 5i0e ) '
masrészt az LC3B-II bafilomicin Lm_”‘ NN A \‘

jelenlétében megfigyelt, koncentracio-fliggd
felhalmozodasa bizonyitja.

5.2.2. Az idegsejtekben normal koriilmények mellett is igen aktiv autofdgia folyik, amit az AUTEN-67
és AUTEN-99 tovabb fokoz

Igazolni tudtuk, hogy az idegsejtekben barmilyen kezelés nélkiil is igen magas az LC3II aranya —
ez az un. ,.housekeeping” autofagia jelentéségét jelzi az idegsejtekben (28. abra). A HelLa sejtekben
tapasztaltakhoz hasonléan az AUTEN-67 az idegsejtekben is jelentdsen ndvelte az autofagia mértéket,
amit a p62 és az LC3B-II szint csokkenése jelzett. Amennyiben az autofagoszémak ¢és a lizoszomak
Osszeolvadasat gatlo bafilomicinnel vagy chloroquinnel is kezeltiik a tenyészeteket, a vizsgalt marker
fehérjék mennyisége jelentésen megnétt. Ezt a hatast az AUTEN-67 még tovabb fokozta. Mindezek
bizonyitjak, hogy a vizsgalt MTMR 14 foszfataz gatlok az idegsejtekben igen hatasosan fokozzak az
autofagiat (28. abra).
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28. abra. Az AUTEN-67 hatasa az idegsejtekben megfigyelhet6 autofagia mértékére.

5.3. Az MTMR14/Jumpy foszfataz inhibitorok a kezeletlen sejtek életképességet egy hatarig novelik,
ezen feliil viszont toxikusak

Fontos megfigyelésiink volt, hogy az AUTEN-67 és AUTEN-99 a normal koriilmények mellett
tenyésztett idegsejtek életképességét koncentracio-fliggd modon fokozza (29. abra). Az AUTEN-67
50 uM, az AUTEN-99 pedig 2,5 uM koncentracioig serkenté, mig ef6lott toxikus hatast fejtett ki.
Mindez nem meglepd, hiszen az autofagia talporgetése a sejtek talélésére karos.
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29. abra. Az AUTEN-67 és az AUTEN-99 koncentracio-fliggd hatasa az idegsejtek életképességére. MTT életképességi
tesztek eredménye.

5.4. Az MTMR14/Jumpy foszfataz inhibitorok az oxidativ stressz sordn neuroprotektiv hatasuak

5.4.1. Az AUTEN-67 és az AUTEN-99 a H,0; kezelés hatasara megemelkedd autofigia mértékét az
idegsejtekben fokozza

A foszfataz inhibitorok hatasat oxidativ stressz alatt is megvizsgaltuk. A H,0; kezelés az autofagia
mértékét a mar ismertetett moédon fokozta (26. abra). Az autofagias flux mértékét a foszfataz gatlok
még tovabb novelték, hiszen mind a p62, mind pedig az LC3B-II szintje tovabb csokkent (30. abra).
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30. abra. Az oxidativ stressz hatasara fokozodo autofagias aktivitast az AUTEN-67 jelenléte tovabb fokozza.
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5.4.2. Az AUTEN-67 ¢és az AUTEN-99 az idegsejtekben az oxidativ stressz kovetkezményében
kialakulé sejtpusztulast csokkentik

A szerek protektivitasat életképesség-méréssel teszteltiik, ahol az foszfataz gatlok és a H,0,
jelenlétében mért értékeket a csak H,O, -dal kezelt tenyészetek értékeihez viszonyitottuk. Tobb,
fiiggetlen kisérlettel is bizonyitottuk, hogy az oxidativ stressz soran mind az AUTEN-67, mind pedig
az AUTEN-99 koncentracio-fiiggé modon neuroprotektiv hatasa (31. abra).

[]25uMH,0, [ 50uMH,0, [l 75uM H,0,
50 * 50

*%

*%
*
‘-—i—._i 31. abra. Az AUTEN-
67 és az AUTEN-99 is

csokkenti az oxidativ

stressz  kovetkeztében

-50 1 10 501 05 1 2,5 5 kialakuld sejtpusztulas

AUTENG7 concentration (M) AUTEN99 concentration (uM) mértékét.

Protectivity (%)
bt

Protectivity (%)
o

Kooperacioban elvégzett kisérletekkel masok azt is bizonyitottak, hogy az AUTEN-67 és az
AUTEN-99 alkalmazasa az idegsejtek talélését, miikodését in vivo, allatmodellekben is fokozza. Az
Alzheimer kor egyik allatmodelljeként szolgald, a human amyloid prekurzor proteint (APP-t) termel6
transzgenikus egerekben az AUTEN-67 kezelés az amilod plakkok kialakulasat lassitotta, az allatok
fészek-épitési és gondoskodasi hajlamait pedig fokozta. Az AUTEN-99 Drosophila Huntington
modellekben a neurodegenerativ elvaltozasok akkumulacidjat jelentGsen lassitotta, illetve a Parkinson
kér modelljeként ismert Parkin mutans legyek reflexmiikodését jelentdsen javitotta.

Mindezek alapjan az MTMR14/Jumpy foszfatdz inhibitorok az autofagia mértékét jelentOsen
fokozzak és tobb vizsgalt modellben is neuroprotektiv hatast mutattak. Mindezek fényében ezek az
anyagok akar potencialis neuroprotektiv szerek is lehetnek.

Eredményeinkr6l tobb konferencian is beszamoltunk. Az AUTEN-67 induktorral kapcsolatos

eredmények az Autophagy folyodiratban mar megjelentek, az AUTEN-99 eredmények kozlése még
folyamatban van (a kézirat jelenleg elbiralas alatt 4ll).
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