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Zarojelentés
A Kutatasi palyazatban vazolt valamennyi tertleten sikerult eredményeket elérnink és 15
angol nyelvii kbzleményben (6sszesitett IF kdzel 50), valamint szamos nemzetkdzi és hazai
kongresszus el6adasain és poszterein szdmoltunk be ezekrél. A zérdjelentésben csak a

megjelent kozleményeket adjuk meg és dolt betiivel hivatkozunk az ott részletesen
bemutatott eredményekre. A kézleményeket a megjelenés sorrendjében jeldltik.

I. Az oxidativ stressz altal aktivalt poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) szabéalyozasa

Az OTKA pélydzat alapveto célkitiizesekent megjeldlt terletet Osszefoglald
munkaban ismertettiik, amelyben a nitrogén-monoxid termelédésével kapcsolatos oxidativ
stressz altal kivaltott jelatvitel szerepét targyaltuk. Az oxidativ és nitrozativ stressz
hatasainak altalanos attekintése mellett elsésorban a bdérben tapasztalhatd hatasokra
fokuszaltunk. A munkabdl kideril, hogy mig az NO bdérben betdltott szerepét szamos
tanulmanyban vizsgaltak, az NO-bdl keletkezé és az NO citotoxikus hatasaiért felelés
reaktiv intermedierek (pl. a peroxinitrit) képzédésének lehetéségét érdemben még nem
tanulmanyoztak. Uj kutatasi teriiletnek tekinthet az oxidativ stressz éltal kivaltott poli-
ADP-ribozilacid, mint a DNS karosodasa altal kivaltott jelatviteli mechanizmus vizsgalata
is. Az irodalmi adatok és sajat eredmeényeink alapjan valoszintsithet6 a nitrogén-monoxid —
peroxinitrit — poli-ADP-ribozilaciés Utvonal aktivacidja kilonbozé, elsésorban gyulladasos
bérbetegségekben (3).

Az oxidativ stressz altal stimulalt jelatvitel egyik legismertebb komponense a
kalcium mobilizacié. Korabbi munkankban igazoltuk, hogy a peroxinitrit is képes kalciumot
mobilizalni timocitdkban. Ennek nyoméan a DEOEC Elettani Intézetével kialakitott
kollaboraciéban most HaCaT human keratinocita sejtvonalban is megvizsgaltuk a kalcium
mobilizacié és a peroxinitrit altal Kivaltott sejthalal kapcsolatat. Megallapitottuk, hogy a
peroxinitrit HaCaT sejtekben is intracellularis kalcium mobilizaciét okoz, és ennek forrasa
nagyobb részben az extracellularis tér, kisebb részben az intracellularis raktarak. Igazoltuk a
kalcium mobilizacio szerepét mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejthalalban.
Azonositottunk tovabbd egy Uj, a sejtek oxidativ stresszérzékenységét meghatarozo
tényezét, a sejtdenzitast (4).

Ebben az 6sszefoglalo munkaban elemeztiik a reaktiv nitrogen intermedierek (RNI)
citotoxicitasanak mechanizmusat. Bemutatjuk, hogy mig az RNI alapmolekuldjanak
tekintheté nitrogén monoxid féleg fizioldgias szabalyozd funkciokkal bir, addig a
szuperoxid gyokkel vald reakcidjaban keletkezé peroxinitrit - erételjes oxidativ és nitrald
képessege révén - citotoxikus hatasu. A peroxinitrit sejtkarositd hatasai részben a
makromolekuldk kdzvetlen médositasara (fehérje oxidacio és nitralas, lipid peroxidacio,
DNS bazisainak modositasa, a DNS lancok torése), részben viszont egy - a DNS torések
altal stimulalt - szekunder valaszreakciora, a poli-ADP-rib6z anyagcsere fokozodasara
vezetheté vissza. Targyaltuk a fokozott poli-ADP-ribdz anyagcsere szintetikus és a
nemrégiben vizsgalni kezdett katabolikus tényezdinek szerepét a peroxinitrit és altaldban az
oxidativ stressz szévetkarosito hatasaiban (6).



Az intenziv oxidativ stressz citotoxikus hatasat vizsgaltuk HaCaT keratinocita
sejtvonalon. Munkéank el6zményeként kimutattuk, hogy a poli(ADP-rib6z) polimeraz
(PARP) gatlasa vedelmet nyujt az oxidativ stressz citotoxikus hatasaval szemben HaCaT
sejteken is (Szabd E. és mtsai J. Invest. Dermatol. 117(1):74-80, 2001). Ennek
folytatasaként a poli(ADP-rib0z) anyagcsere katabolikus enzimjenek, a poli(ADP-rib6z)
glikohidrolaznak (PARG) a szerepe is felmerilt e folyamat szabalyozdsdban. Az ismert
PARG gatlé hatast gallotannin jelentés védelmet biztositott a HaCaT sejtek hidrogén-
peroxiddal és peroxinitrittel kivaltott sejthalalaval szemben. Gallotanninnal elékezelt
sejtekben az oxidativ stresszagensek kisebb foki NAD® szint csokkenést, apoptdzist
(kaszpaz aktivécid) es nekrotikus sejthalalt (propidium-jodid felvétel, LDH kiszabadulas) és
csokkent PARP aktivaciot valtottak ki. Ugyanakkor megfigyelheté volt a PAR polimer
akkumulécidja a gallotanninnal kezelt sejtekben. Ennek alapjan Ugy gondoljuk, hogy a
gallotannin citoprotektiv hatasanak egyik mechanizmusa a PARG gatlas kdvetkeztében
fokoz6do PARP auto-poli(ADP-ribozil)acio és kovetkezményes PARP gétlas lehet, de a
gallotannin antioxidans és kdzvetlen PARP gatld hatdsa is szerepet jatszhat a citoprotektiv
effektusban (7).

Megvizsgaltuk a poli(ADP-ribozil)acio szerepét asthmaban, egy oxidativ stresszel

jellemzett gyulladasos betegségmodellben. Bar a PARP gatldszerek gyulladasgatlé hatasait
kilonbozo klasszikus (Thi-medialt) gyulladasmodellben sokrétiien igazoltak, a Iényegesen
eltér6 mechanizmust, Th, sejtek altal ir&nyitott allergids tipusu gyulladasban a PARP
szerepe nem volt ismert. Ovalbumin szenzitizalast kdévetéen ovalbumin inhalacidval
valtottunk ki asthmat egerekben, és a PJ-34 jeli PARP gatldszer hatasait vizsgalva
kovetkeztettiink a poli(ADP-ribozil)acié asthmaban betoltott szerepére. Azt tapasztaltuk,
hogy az enyhébb, csupan egyszeri ovalbumin inhal&ciéval stimuldlt modellben a PJ-34
gatolta a granulocitak vandorlasat a bronchoalveolaris mosofolyadékba, bar a tobbszori
ovalbumin inhalaciés protokollban ilyen védé hatdsa mar nem volt tapasztalhatd. Az
enyhébb modellben folytatva a vizsgalatokat megallapitottuk, hogy PARP gatlas hatasara a
citokin/kemokin mintazat megvaltozik, és szdmos, a granulocita migracié szempontjabol
fontos kemokin/citokin termelédese csokkent. Valdszinileg a PARP gatlasnak a
gyulladasos mediatorok termelédésében jatszott szerepe lehet felelés az antiasthmatikus
effektusért is (8).
A PARP gatloszerek legmarkansabb in vivo hatdsa a granulocitak migraciojanak a gatlasa.
Ez részben az adhézids molekulak expressziojanak csokkenése revén valosul meg. A
jelenség hatterében vizsgaltuk egy masik mechanizmus, a kemokinek expresszidjanak
valtozasat tidoé epithel sejtekben alacsony denzitasu array-vel és RT-PCR-rel. Mig a PARP
gatlo PJ-34 jelentésen nem befolyasolta a citokinekkel stimulalt kemokinexpressziét, a
PARG géatlé hatasarol is ismert gallotannin jelentésen csokkentette azt. A jelenség
hatterében az NFkB, az AP-1 és a CREB transzkripcios faktorok aktivalodasat vizsgaltuk.
Mig a gallotannin az aktivaciot mindharom esetben géatolta a PJ34 csupdn az NFxB
aktivaciot blokkolta. Vizsgaltuk a harom utvonal proximélis eseményeit is (IkB
foszforilacio, NFxB transzlokacid, MAP kinazok aktivacioja) melyeket a gallotannin
jelentésen modulalt, mig a PJ34 nem befolyasolt. A gallotannin antioxidans és PARG gatld
hatasait is meghataroztuk. Mig az antioxidans hatas alacsony koncentraciok mellett (<30
uM) is jelentés volt, a PARG gatlasa csak a transzkripcids és jelatviteli kisérletekben
alkalmazottnal nagyobb koncentracioknal volt megfigyelhet6. Mindezek alapjan ugy tinik,
hogy A549 sejtben a kemokinexpresszio lényegében nem all poli(ADP-ribozil)acios
szabalyozas alatt, és a gallotannin hatésai is fuggetlenek a poli(ADP-ribozil)aciotol. Ezért a
PARG szerepének vizsgalatara specifikusabb modszerekre (pl. iRNS) van sziikség, aminek
tesztelése laboratériumunkban folyamatban van (13).



Il. Oxidativ stressz hatasai a porcdifferenciaciot szabalyozo jelatviteli utvonalakban
szerepet jatszo fehérjék foszforilaltsagi allapotéra

Kiserleteink soran csirkeembriok vegtagtelepeibél izolalt mezenchimalis sejtekbol
létrehozott porcosodd high-density kultirdkban (HDK) tanulményoztuk az in vitro
porcdifferenciacio szabalyozasaban szerepet jatszd Ser/Thr-specifikus protein foszforilacios
folyamatokat. Vizsgéltuk a kilonb6zé protein kindzok (PKA: cAMP-fliggé protein kinéz,
PKC. Protein kinaz C, PKG: cGMP-fuiggé protein kindz és PKD: protein kindz D), valamint
a protein foszfatdz-1 és 2A (PP1 és PP2A) aktivitdsanak, illetve expresszidjanak valtozasait
a porcdifferenciacio elérehaladtaval. A tenyészté médiumhoz protein kinaz, illetve foszfataz
inhibitorokat adva gatoltuk az emlitett enzimek aktivitasat és elemeztiik az enzimaktivitdsok
valtozasainak a porcdifferenciaciora gyakorolt hatdsat. A porcképzoédés mértékének
megitélésére a porcmatrixban nagy mennyiségben jelen levé proteoglikanokat
metakromaziasan megfesté dimetil-metilénkék festést koveté kvantitativ szamitdgepes
képanalizist, valamint az I. és Il. tipusu kollagének immunoblottal tortén6é kimutatasat
hasznaltuk (1). A porcdifferenciacidval parhuzamosan mind a PKA, mind a PP2A aktivitasa
csokkent, mig a PP1 aktivitds magas, de véltozatlan szinten maradt. Ha okadainsav (OA)
adasaval gatoltuk a PP2A aktivitasat, jelentésen fokozodott a porcképzédes, valamint az OA
adasat kovetéen szignifikdnsan emelkedett a PKA aktivitasa is. Amikor H89-cel gatoltuk a
PKA aktivitasat, a porcképz6dés szinte teljesen elmaradt, de az OA adasat kdvetéen ebben
az esetben is erételjesebb porcképzodést tapasztaltunk. A PKA Katalitikus alegységének
expressziéja nem valtozott szignifikansan egyik kisérleti csoportban sem és a
porcdifferenciacio elérehaladasaval sem csokkent a fehérje kifejez6dése. OA adasat
kovetéen fokozodott, mig H89-kezelés utan csokkent a CAMP Response Element Binding
fehérje (CREB) foszforilacioja a kultardk sejtjeiben. Eredmeényeink arra utalnak, hogy a
PP2A szerepet jatszik a PKA jelatviteli ut szabalyozasaban a porcdifferenciacio soran (1)

Az iziiletek gyulladasos megbetegedései soran jelentés mértékii oxidativ stressz éri
az izuleteket felepito szoveteket. Vizsgaltuk, hogy csirke embridk végtagtelepeibdl izolalt
porcosodd mezenchimalis sejtekb6l elGallitott  high density  kultdrakban  milyen
intracellularis valtozasok zajlanak, ha hidrogén-peroxiddal Kivaltott oxidativ stressz éri a
differencialodd sejteket. A hidrogén-peroxid csokkenti a porcképzédést, ami nem a
hidrogén-peroxid citotoxikus hatasara vezetheté vissza. A porcképz6dés meértékét részben
metakromazias festéssel, részben a porcmatrixra jellemz6 proteoglikan, az aggrekan core
fehérjenek mRNS szintii expresszios valtozasainak RT-PCR madszerrel vald vizsgalataval
kovettik nyomon. A kuloénbdzé kisérleti  csoportokban 1évé  kultirdk —sejtjeinek
homogenizatumaiban mértiik a protein foszfatazok (PP1, PP2A és PP2B - kalcineurin)
enzimaktivitasat. A PP1 aktivitasa jelentésen fokozddott, a PP2A aktivitasa nem valtozott
szignifikansan, mig a PP2B aktivitdsa jelentésen csokkent a hidrogén-peroxid kezelések
nyoman. A PP2B specifikus inhibitora, a ciklosporin-A (CSA) 2 uM koncentracidban
porcképzoédést csokkentd hatést valtott ki. A PP2B expresszidjat immunoblottal és RT-PCR-
ral vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a hidrogén-peroxid-kezelés mind az mRNS, mind a
fehérje szinten gatolta a PP2B szintézisét. Ebbol arra a kdvetkeztiink, hogy a PP2B szerepet
jatszik a porcképzodés szabalyozasaban és egyik mediatora lehet a hidrogen-peroxid
porcképzédést gatld hatasanak.

Az oxidativ stressz fokozta a CAMP-dependens protein kinaz (PKA), valamint az
egyik PKC izoenzim, a PKCp aktivitasat és ez utdbbi enzim foszforilaltsdganak mértékét is.
(A PKCpu-nek a porcosodo sejtekben val6 jelenlétét munkacsoportunk kozolte elsoként: 1.
kdzlemény.) A PKCpu porcdifferenciacioban betoltott szerepét bizonyitja az is, hogy az
aktivitasat gatld reszveratrol erételjesen csokkenti a porcképzodést. A PKCu tobbek kozott
szerepet jatszik az ERK1/2 jelatviteli Ut szabalyozasaban is. Az ERK 1/2 aktivitds
fokozodasanak szerepét az oxidativ stressz kondrogenezist gatlo hatasaban alatamasztja az



is, hogy az ERK gatlasa PD098059-cel fokozta a porcképzédést még az hidrogén-peroxid-
kezelt kulturakban is. Eredményeink 6sszességében azt sugalljak, hogy az oxidativ stressz
kilonbodzo kinaz és foszfataz aktivitasok modulalasa révén az ERK1/2 foszforilacids szintjét
megemelve csokkenti a porcképzédést (12).

I11. Protein foszfatazok, illetve defoszforilacids folyamatok szabalyozasa

A miozin foszfatdz (MP) holoenzim katalitikus alegységbdél (PP1c) és 130/133 kDa
miozin koté alegységbél (MYPT1) all. Elsédleges funkcidja a miozin koénnyilancanak
defoszforilacidja, és ezzel fontos szerepet jatszik a simaizom és nem-izom sejtek
kontrakcidjanak és motilitdsanak szabalyozasaban. A MP aktivitdsat a MYPT1 Thr695 és
Thr850 oldallancanak Rho-asszocialt kinaz (ROK) altali foszforilacidja szabalyozza.
Kimutattuk, hogy az ILK (Intergrin-Linked-Kinase) is sokoldaltan szabalyozhatja a miozin
foszforilaciojat, és az enzim részlegesen aktiv forméja simaizmokban és trombocitakban is
eléfordul, ahol kontraktilis és citoszkeletalis fehérjékkel asszocialdédik. Az ILK altal
foszforilalt MYPT1 gatlodik, elésegitve a magasabb miozin foszforilaciés szint
kialakulasat. Ezen szabalyozasi folyamatok, a ROK hatasahoz hasonl6an, a kontraktilis
folyamatok kifejlodését segithetik el6 alacsony intracellularis kalciumkoncentracioknal (2).

Eredményeink szerint a MP és a MYPTL jelen van az agyszovetben is. Az MP
aktivitasa és a MYPT1 mennyisége hasonld régid- és szubcellularis megoszlast mutat,
amely a MYPT1 célra iranyitd funkciojara utal az idegsejtekben. A MP és a MYPT1
valamennyi agyrégidban kimutathatd, de koncentralodasa specifikus magcsoportokhoz az
idegsejtekre specifikus fiziologiai funkciokat sejtet. A MP-t kimutattuk az agykéreghdl
izolalt szinaptoszOmék preszinaptikus frakciojaban, és igazoltuk kolcsénhatasat a
szinaptofizin fehérjével, ROK-kal és a PP1cé izoformaval. A MP tehéat szerepet jatszhat a
szinapszisok vezikuléris transzportjdban és a neurotranszmitterek kibocsatasaban a
szinaptikus résbe (9).

A HepG2 sejtek kezelése foszfatazinhibitor okadainsavval (OA) a protein foszfataz
2A  (PP2A) enzim gatlasat eredmenyezve szabalyozza az MLC20 és a MYPT1
foszforilacios szintjét. Az OA a MYPT1 citoplazmabdl plazmamembranba torténé
Ezen hatdsokat a ROK inhibitor Y27632 kevesbé befolyasolta. Az OA ndévelte a MYPT1
foszforilacidjat a Thr850 oldallancon (MYPT1P™®0) " amelyet Y27632 nagymértékben
gatolt. A MYPT1P™"8% 3 sejtmagban és a perinukleéris régiéban volt jelen. Az OA kezelés
a MLC20 Ser19 foszforilacidjat és a foszforilalt miozin-11-nek a sejtek centralis részén vald
koncentralddasat indukalta, amelyet az Y27632 részlegesen gatolt. HepG2 sejtekben az OA
hatasara stresszrostok képzédtek és csokkent a sejtek migracios készsege, de e valtozasok a
ROK inhibitor jelenlétében nem figyelhetok meg. Kovetkeztetésiink az, hogy az OA PP2A-
indukalja, ami a miozin defoszforilaciojanak gatladsaval parosul. Ezek a hatdsok a miozin
fenntartott foszforilaciojat eredményezve szabalyozzak a sejtek motilis sajatsagait (14).

Az elmult években csoportunk tébb gliikopiran6z-hidantoin szarmazékot allitott elé.
Mint azt a korabbi beszdmoldnkban részletesen bemutattuk az egyik tiohidantoin
szarmazék, a D-glikopiranozilidéen-spiro-tiohidantoin (TH), az izom és a maj glikogén
foszforilaz (GF) enzimek hatékony inhibitordnak bizonyult, tovabba jelentésen fokozta a
GF inaktivalasat, defoszforilacidjat. A kulonb6zé szerkezetii vegyuletek kotodését
tanulmanyozva a GF molekulahoz rontgenkrisztallografias madszerrel, Gjabb analdgokat
allitottunk el6 és elemeztilk a kémiai szerkezet es a gatlasi adatok 6sszefiiggését (10,11,15).
Tovabbi elismerés, hogy a palyazatunk alapjat képezé gliikdzanaldg inhibitorok lehetséges
terapids szerepérol felkerésre 0Osszefoglaldt irtunk a Current Pharmaceutical Design
folyoiratba [5].
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