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Az eredmények részletes ismertetése

A csontvel6i Ossejtek érése szigoran szabalyozott folyamat eredménye. A
szaporodds, tualélés vagy halal, illetve a differenciacié soran lezajlo folyamatok
szabalyozasanak sériilése a normalis vérképzés karosodasahoz és betegségek kialakulasahoz
vezet. Az egészséges vérképzésben, illetve a koros folyamatok kialakuldsdban résztvevo
jelatviteli utak €s ezek kolcsonhatéasai csak részleteiben ismertek. Palyazati munkank soran az
apoptotikus jelpalydk, illetve a kiilonbozo iranyu differencidciokhoz vezetd jelpalyak egylittes
tanulmanyozasa révén kivantunk 10j informdaciokkal szolgalni a hematopoezis 0Osszetett
folyamatdnak valamint az eritroleukémia sejtek ujraprogramozéasanak kulcslépéseinek
megismeréséhez.

Ezen beliil kiemelten kivantuk vizsgalni:

-azokat a mechanizmusokat, amelyek az eritropoetintdl fiiggetleniil, vagy annak
hatasat befolyasolva képesek az eritroid sejtek hemoglobin képzését fokozni,

-az ERK MAPK f1tvonal kiilonb6zd szinteken torténd gatldsanak hatdsat az eritroid
differenciaciora, az ERK aktivitas kinetikajanak hatdsat a differenciacidés és apoptodtikus
folyamatokra,

-a kaszpazok és kiilonbozo transzkripcios faktorok aktivalasahoz vezetd folyamatokat
¢s ezek hatasat a differenciaciora ill. az apoptozisra,

-Ber/Abl + human dipotens K562 leukémia sejtekben a Bcer/Abl jelpéalya gatlasanak

-a Ber/Abl jelpalya gatlasanak hatasat a kozvetitd utvonalakra és transzkripcios
faktorokra, a jelpalya tObbirdnybdl torténd gatlasdnak hatékonysagat kiilonb6zo
gyogyszerkombinaciok alkalmazasaval, egyedi terapidk lehetdségét,

-az imatinib rezisztencia hatterében all6 MDR1 ¢s ABCG2 multidrog rezisztencia
fehérjék szerepét kiillonbozd masodgeneracios tirozin kindz gatlok (TKI) -citotoxikus
hatasossagaban,

-kiilonb6zd makrofagok aktivalodasa révén keletkezd gyulladdsos mediatorok hatasat
a MAP kindzokra, a béta adrenerg receptor kozvetitette jelpalyak és az ERK activacio
kdlcsonhatdsat a szimpatikus idegrendszer immun-modulélo hatasaban.

I. ERK MAPK utvonal gatlasanak hatasa az eritroid differenciaciora kiillonbozo
egér és human hormonfiiggo és hormon fiiggetlen mielo-eritroid sejtekben.

Korabbi OTKA palyazatunkban (T 029291) kimutattuk, hogy a citoplazmatikus kalciumszint
[Ca™]; emelkedése onmagaban képes differenciaciot indukélni egér mieloeritroid (ELM-1,
F4-6) sejtekben és ez a hatas az eritropoetin (Epo) fiiggé ELM-1 sejtekben additiv hatdsu az
eritropoetinnel.

1.-Mostani munkank sordn megallapitottuk, hogy F4-6 és ELM-1 egér mielo-eritroid sejtek
eritroid differenciacioja egyiitt jar a mitogén MEK/ERK aktivitasanak csokkenésével
fiiggetleniil att6l, hogy a differenciaciét DMSO-val, butirattal vagy a [Ca>"]; emelésével
idéztiik eld. Hasonlé eredményt kaptunk human K562 sejtekben is hemin vagy butirat
kezelés hatasara. A kiilonbozéképpen kivaltott ERK aktivitas csokkenése additivan hatott a

sejtek hemoglobin termelésére (1,11,12).

2.-Kimutattuk tovabba, hogy GM-CSF fiiggd, Epora differencialodni képes human CD34+
TF-1 mielo-eritroid sejtekben, a kalcium szint emelkedése az ERK aktivalasan keresztiil
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gatolta, mig Epora szenzitiv ELMI-1 sejtekben az ERK aktivitas csokkentésén keresztiil
fokozta az Epo indukalta hemoglobin képzdédést és c-Myb expresszio-csokkenést (11,12).
ELMI-1 sejtekben az Epo egy nagyon gyors, atmeneti ERK aktivitast is eredményezett,
szerepe. A MEK gatlok (UO126 ¢és PD98059) fokoztdk, mig a p38 kindz gatloszere
(SB203580) gatolta az Epo indukalta hemoglobin képzddést (2). Ebben feltehetéen szerepe
van annak a megfigyelésiinknek, hogy a kiilonb6zé mielo-eritroid sejtekben az SB203580
onmagaban fokozza az ERK foszforilaciojat és ezuton az Egr-1 transzkripcids faktor
mennyiségét és DNS kot képességét is. Eredményeink azt mutatjak, hogy ugyanaz a sejt
ugyanarra a hormon-stimulusra adott valaszat az ERK aktivitas idobeli lefutasa, a
tovabbito jelpalyak kiilonbozéképpen torténo aktivalasa révén, dontoen befolyasolhatja.

3.-F4-6 és TF-1 sejteket kiilonbozd citoplazmatikus kalcium szint emel6é szerek mellett
vizsgalva gél-mobility shift assay (EMSA) segitségével megallapitottuk, hogy az AP-1
transzkripcios faktor DNS koto képességének szabalyozasa F4-6 sejtekben
kalcium/kalmodulin fiiggé folyamat, mig TF-1 sejtekben MEK/ERK/ELK fiiggo (16).
Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy TF-1 sejtekben a kalcium fiiggé kalpain enzim
szerepet jatszik a sejtciklus S fazisanak ellendorzési ponjanak szabalyozasaban (3).

4.-A palyazat benyujtasa €s elfogadasa kozti idoben TF-1 sejteken igazoltuk, hogy a tartésan
fenntartott ERK aktivitas az ERK/ELK-1/c-Fos/AP-1 utvonal aktivalasan keresztiil
apoptozishoz vezet (A23187 kalcium ionofor hatdsira) (4), ugyanakkor a bifazikus,
kontrollalt ERK aktivitds-ndvekedés a sejtek tuléléséhez és novekedéséhez sziikséges (GM-
CSF illetve ionomycin hatasara).

Mindezek az eredmények azt mutatjak, hogy a MAPK/ERK utvonal aktivalodasanak
mértéke és Kinetikdja dontéen befolyasolja a sejtvalaszt és meghatarozza, hogy a mielo-
eritroid sejtek differencialodnak, osztédnak vagy apoptotizalnak.

5.-Kozlés alatt 4ll6 munkankban bemutatjuk, hogy a sejtek hemoglobinképzésének
fokozasahoz elégséges az ERK gatlasa, de a terminalis differenciaciohoz nem. F4-6
sejteken végzett koloniaképzési vizsgalataink szerint a termindlis differenciaciora jellemzd
koloniaszdm csokkenés csak DMSO mellett mutathatd ki. A folyamatban a PU.1
transzkripcios faktor expressziojanak valtozasa jatszhat fontos szerepet. DMSO
jelenlétében a PU.1 expressziod csokkenése mind mRNS,- mind fehérje szinten kimutathato,
mig [Ca’]; emelkedés vagy a MEK/ERK ttvonal gatlas (UO126) esetében nem. Mindharom
indukaldszer jelentésen csokkenti az eritroid génekre represszor tulajdonsaggal rendelkez6 c-
myb mRNS szintjét és a fehérje DNS kotését €s jelentdsen emeli az eritroid specifikus NF-E2
DNS kotését. Ezek a valtozasok feltehetéen az ERK aktivitas csokkenésén keresztiil az
eritroid differenciacio kezdeti szakaszaban jatszanak fontos szerepet (12).

6.-F4-6 sejteken végzett kisérleteink segitettek hozza, hogy az MTA SZBK Enzimoldgiai
Intézetével egylittmiikodve hatékonyan hozzajaruljunk egy wjfajta kiilsé sejtes kontrollon
alapulé kvantitativ mRNS meghatiarozasi modszer Kkidolgozasahoz. (External cell
control quantitative RT-PCR (eccPCR)), amelybdl szabadalmi bejelentés is tortént. A
modszer 1ényege, hogy a qRT-PCR-hez sziikséges RNA izolalas eldtt a vizsgalando sejteket
ismert ardnyban megfeleld kontroll sejtekkel (mint az F4-6) keverjiik. A referencia gént (mint
a PU.1) csak a kontroll sejt, mig a keresett gént csak a vizsgalt sejt tartalmazza. A modszer
segitségével biztonsdgosabban lehet kis fehérje-expressziobeli kiillonbségeket mRNS szinten
meghatarozni (5).



II. Ber/Abl + human dipotens K562 leukémia sejtekben a Bcr/Abl jelpalya
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1.- Ber/Abl fuzios fehérjét tartalmazd, CML eredetii K562 sejtekben kimutattuk, hogy a
Bcer/Abl jelpalya gatlasa a klinikumban egyre szélesebb korben alkalmazott Ber/Abl tirozin
kindz gatloszerrel, az imatinibbel (ST571, Glivec) a sejtek eritroid iranyu
STAT-5 és ERK foszforilacio, csokkent a c-myb mRNS expresszio, csokkent a
proliferacios gének aktivalasaban részt vevé AP-1 és emelkedett az eritroid specifikus
NF-E2 transzkripcios faktorok DNS kotésének mértéke. A globin mRNS szint
emelkedése mellett, az imatinib koncentraciéjatol fiiggoen, csokkent az anti-apoptotikus
Bcl-xlI mennyisége, aktivalodott a kaszpaz 3 és megindult a sejtek apoptozisa. K562
sejteken végzett kisérleteink eredményei alatamasztottdk korabbi megfigyelésiinket, hogy a
p38 MAK kindz aktivalodasa egyes irodalmi adatokkal ellentétben nem az eritroid
differenciacidhoz, hanem a sejtek apoptdzisdhoz kapcsolhat6 (13).

2 Kisérleteink lehetové tették a differenciacio és apoptozis szétvalasztasat az ERK
aktivitas idébeli valtozasan keresztiil. Ehhez a munkahoz csatlakozott Hegediis Csilla,
biologus, akinek TDK-as dolgozata (2005-ben elsé dijat nyert a budapesti versenyen),
szakdolgozata és Ph.D. munkdja is a Bcr/Abl jelpalya vizsgalatahoz kotédik. Az ERK utvonal
szelektiv gatloszere, a MEK inhibitor UO126, 5 uM koncentracioban gyors atmeneti ERK
aktivitas-csokkenéshez vezetett, amely elegendd volt a sejtek hemoglobin tartalmanak
fokozasara, a c-Myb, az EGR-1 expresszidjanak csokkentésére, de nem indukalt apoptdzist
(1). Hasonl6 eredményt kaptunk, ha a sejteket a klinikumban alkalmazott koncentracional
lényegesen alacsonyabb, 0,1 uM koncentracioju imatinibbel kezeltiik. Ebben a
koncentracioban csak atmeneti volt a Ber/Abl autofoszforilacidjanak (és ezen keresztil a
STAT-5, a MEK/ERK/ ELK utvonalak) gatlasa, ugyanakkor a sejtek kozel 80%-ban
mar hemoglobint termeltek (1,17). A CDK inhibitor p21 expresszidja mar ennél az
alacsony, csak differenciacidt inditdé imatinib koncentraciondl is jelentésen emelkedett a
kezelt sejtekben, ami arra utal, hogy az S fazisba torténé atmenetel gatlasanak fontos
szerepe van a sejtdifferenciacioban. Metocellen végzett kisérleteink azt mutattdk, hogy
ebben az alacsony koncentracioban, az imatinib még nem gatolta a sejtek koloniaképzo
képességét, igy a sejtek nem terminalisan differencialtak (12).

Magasabb, de még a legalacsonyabb terdpias dozisnak megfeleld koncentracioban (0.5-
1uM) az imatinib nem csak a sejtek hemoglobinképzését fokozta, de 48-72 oran beliil a
sejtek kaszpaz fiiggé apoptézisahoz vezetett. Ilyenkor a mitogén jelpalyak tartésan
gatlodtak, csokkent az NF-kappaB magi transzlokacioja és a PU.1 expresszidja, mig
aktivalodott a p38 és a JNK MAP kindz (1,13,16).

3.-Vizsgaltuk a Ber/Abl fehérje expressziojaban bekovetkezd valtozasokat is az eritroid
differencidciora. FISH tanulméanyaink szerint a K562 sejtek magas (10-12) kopiaszamban
tartalmazzdk a fuzidos fehérjét. Mennyiségének csokkentésére siRNS moédszert
alkalmaztunk. Stabil retroviralis transzdukciéval jutattuk be a ber-abl mRNS
kovetésének eldsegitésére GFP riporter gént is tartalmazott. A 90 %-ot meghaladd
transzdukcios hatasfok ellenére is csak részleges és atmeneti Ber/Abl fehérje-szint
csokkenést tapasztaltunk, amely egyiitt jart a STAT-5 és ERK aktivitas valamint a c-
myb mRNS expresszio csokkenésével. Ez az atmeneti valtozas a Bcer/Abl jelpalyaban



elegendo volt a sejtek hemoglobin termelésének fokozasahoz, vagyis a differenciacios
blokk feloldasahoz, de nem volt elégséges a sejtek apoptozisahoz (1).

III. A megszokott protokollok alkalmazasakor fellépé primer és szerzett
gyogyszer-rezisztencia miatt egyre nagyobb az igény individualis terapiak Kkisérleti
hatterének kidolgozasara.

1.-Kéri Gyorgy professzorral (Vichem) vald egyiittmiikddésben vizsgaltuk szameos Src
kinaz, proteoszoma, cdk, IMP, HDAC gatlok hatasat 6nmagaban és alacsony illetve
terapias koncentraciéji imatinibbel kombinalva a sejtek tulélésére, a sejtek tovabbi
annak tisztasasara, hogy a differencialt sejtek érzékenyebbek-e kiilonb6z6 apoptotikus
stimulusokkal szemben (16). Kisérleteinket eldszor K562 sejteken végeztiik. Eredményeink
azt mutattak, hogy az alacsony koncentracioji imatinibbel eldkezelt sejtekben az arzén,
nem toxikus koncentracioban(1uM), 24 draval a kezelés utan jelentdsen emelte a p38 és JNK
foszforilaciot, a p21 expressziot és csokkentette a Ber/Abl, valamint az antiapoptétikus Bel-x1
fehérje mennyiségét és ezzel paralel csokkent az €16 sejtek szama.

-2 mM valproat 0,1 uM imatinibbel kombinalva a sejtek 70 %-os pusztuldsat eredményezte
48 oran beliil. Ezek a koncentraciok dnmagukban nem befolyasoltak a sejtek életképességét.
Megfigyeltiik, hogy a valproat nem csokkentette az ERK foszforilaciot, sét jelentds EGR-1
expressziohoz vezetett, ami felvetette egy megakariocita iranyu differenciacié lehetdségét.
Ezt a feltevést tamogatta FACS-os eredményiink is, amely soran valproat kezelés mellett
emelkedett szamt diploid sejtet taldltunk. A 2 mM valproattal kezelt sejtek fokozott
érzékenységet mutattak nem csak imatinibbel, de arzénnal (1 uM) és proteoszoma inhibitor
PSI-vel (5 nM) szemben is.

-Beallitottunk egy mddszert, amelynek segitségével K562 sejtekben kdvetni tudtuk a hiszton 3
¢s hiszton 4 fehérje acetilacios illetve foszforilacios allapotat. Ennek segitségével kimutattuk,
hogy a valproat mar a kombinaciokban hasznalatos, alacsony 2 mM koncentracioban is
fokozta a magi hisztonok acetilaltsagat és feltehetéen ezen keresztiil emelte a CDK
inhibitor p21 mennyiségét. Kis koncentracidju imatinibbel eldkezelt sejtekkel
kombinacioban a valproat a nagyobb koncentracidju imatinibhez (0.5 uM) hasonldan fokozta
a sejtek hemoglobin tartalmat és jelentds apoptozist indukalt.
indukalt 6nmagaban differenciaciot, ahogy azt a MEK/ERK/ ELK utvonal dtmeneti gatlasanal
tapsztaltuk (5 uM UO126 kezelés), de alacsony koncentracioju imatinibbel kombinalva
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is fokozta az imatinib hatasat a sejtek hemoglobin termelésére, ami egyben azt is utal
hogy a PI3K utvonal aktivitasanak csokkenése elosegitheti a sejtek eritroid
differencialodasat

Kiilonbozd gyogyszerkészitmények kombinaciojaval végzett eredményeink alatdmasztjak azt
a feltevést, hogy a mitogén jelpalya tobbiranyu tamadasa hatékonyan miikodhet egyes
leukémiak kezelésében és hogy a differenciacios blokk feloldasa fokozza a sejtek
érzékenységét a pro-apoptotikus hatasok irant (16).

2.-Klinikus partneriinkkel (Dr. Nahajevszky Sarolta, egykori OHVII, OGYK, jelenleg Szent
Laszl6 Korhdz) egyiittmiikodésben, leukémias betegek csontveldjébdl ill. periférias vérébol
izolalt mononukledris sejtekbdl tobb esetben készitettiink primer sejttenyészeteket. Ezt
kovetéen a sejteket a klinikumban ismert szerek kombinacids kezelésének vetettiik ala.



Tirozin kinaz gatlok mellett kiilonb6zd proteoszoma, cdk, IMP, HDAC gatlokat hasznaltunk
¢s kovettilk a sejtek talélését valamint a fobb jelpalydk (MAPK, STAT), és az anti-
apoptotikus fehérjék mennyiségének és aktivitdsanak valtozasait. Ilyen jellegli vizsgalatok
vezettek egy CML-BC basofil leukémias meningitis formajaban jelentkezo relapszus esetében
a hatdsos kombindcié megtalalasahoz. Az imatinib rezisztens beteg periférids vérmintajabol
késziilt primer mononuklearis sejtkultiraban valproat, illetve a valproat/imatinib kezelés
hatéséra jelentds sejtpusztulas volt kimutathato (14,15).

-A munka folytatasaként az igérkezik, hogy CML-es betegek csontveldi sejtjeibol
elkiilonitsiik a leukémias dssejtekben dus frakciét (CD34+, CD38-) és kidolgozzuk ezek
hosszutava kulturaban tartdsanak (az onmegujitdé képesség megtartasaval) koriilményeit, hogy
ezeken vizsgalhassuk a kiilonbozéd gyogyszerkészitmények ¢és ezek kombindcidinak
citotoxikus hatasossagat.

IV. A permanensen aktivalt tirozin Kkinazok gatlasan alapulé terapiak
hatékonysagat a kialakulo rezisztenciak és a kiilonb6zé multi-drog fehérjék expresszioja
egyarant csokkenti.

1.-Dr. Apati Agota, majd Hegediis Csilla PhD. hallgato kézremiikodésével bekapcsolodtunk
Sarkadi Balazs professzor vezette ABC transporterek kutatdsdval foglalkoz6 csoport
munkdjaba. Kimutattuk, hogy az ABCG2 multidrog transzporter képes a klinikumban
hasznalatos Iressa (ZD1839) EGFR tirozin kinaz gatlészer aktiv eltavolitasara. EGFR
jelpalya fiiggd tumorsejtben (A431) az ABCG2 kifejeztetése retroviralis transzdukcidval
jelentésen megnovelte az EGFR auto-foszforilacidjanak gatlasahoz sziikséges Iressa
koncentracigjat. Ez a folyamat domindns negativ ABCG2 illetve az ABCG2 transzporter
gatloszere jelenlétében nem kdvetkezett be (6).

2.-Az MDR-ABC fehérje csalad két tagjarol (MDR1, ABCG2) ismert, hogy a Ber/Abl fuzids
kinaz gatloszerével, a klinikumban széles korben alkalmazott imatinibbel is kdlcsonhatasba
Iépnek (7). A hosszabbitas évében (2008, amelyre azért volt sziikség, mert 2006 és 2007
folyaman az intézetiink atszervezése miatt részben vagy egészben ellehetetleniilt az OTKA
tamogatashoz valo hozzajutasunk), vizsgaltuk ezeknek a fehérjéknek a szerepét kiilonbozod
apoptotikus hatdsossdganak megvaltozasaban.

-Az MDR-ABC transzporter funkciot CML eredeti K562 modellsejtekben vizsgéltuk,
amelyben az MDRI1 fehérje mennyiségét gyogyszer-szelekcioval, illetve az ABCG2
mennyiségét retroviralis transzdukciéval emeltiik meg mesterségesen. A sejtekben
citotoxicitast, calcein AM és Hoechst 33342 kilokddést mértiink kiilonbozé drogok mellett.
Ezenkiviil MDR1 és ABCG2 fehérjét overexpresszald SF9 rovarsejt membranjaban mértiik a
vanadat szenzitiv ATP-az aktivitast ¢s kidolgoztunk egy nagy érzékenységii HPLC-MS
modszert a sejteken beliili tirozin kinaz gatlok mennyiségének direkt meghatarozasara.
-Kovettiik a vegyiiletek hatasat a Ber/Abl jelpalyara is. Mind a K562 mind a K562/MDRI1 és
K562/ABCG2 sejtekben konstitutivan magas a foszforilalt Ber/Abl fehérje mennyisége,
amely a tirozin kinaz gatlok jelenlétében a kontroll sejtekben igen erésen, a
transzportereket Kkifejezo sejtekben enyhén csokkent, de ez a csokkenés jelentésen
felerésodott, ha MDR1 vagy ABCG2 gatlokat alkalmaztunk.

-Eredményeink azt mutattdk, hogy a vizsgalt vegyiiletek eltéréen léptek kolcsonhatasba a
kiilonboz6 transzport fehérjékkel, igy a nilatinib magas affinitassal, kis koncentracidoban
(fél maximalis gatlds 100 nM), mig a dasatinib és a bosutinib csak joval nagyobb
koncentracioban (1-2 uM). Tovabbi vizsgalataink azt mutattak, hogy a nilatinib és a dasatinib



magas aktivitaisi ABCG2 szubsztratok és a fehérje mindkét gyogyszer citotoxikus hatasat
kivédte, mig az MDRI1 csak a dasatinib ellen védte a sejteket.

-Elsonek mutattuk be, hogy a bosutinib pro-apoptotikus hatasat sem az MDR1 sem az
ABCG?2 nem fiiggeszti fel ¢s ez magyarazatul szolgalhat a vegyiilet alkalmazasakor észlelt
kedvez6bb klinikai hatdsoknak. Kisérleteink tanulsiga szerint, az altalunk végzett
osszetett, tobb oldalu vizsgalat fontos preklinikai informaciokkal szolgalhat az ijonnan
bevezetni kivant tirozin kinaz gatlok anti-tumor hatasanak megitélésében még egyes
gyogyszerrezisztens tumorok esetében is. Az MDR-ABC transzporter- tirozin Kinaz
gatlo kolcsonhatas vizsgalata tovabba hozzasegithet az uj gatloszerek ADME-Tox
tulajdonsagainak jobb megismeréséhez is (18).

V.-Az MTA-KOKI Vizi E.Szilveszter professzor vezette Neuroimmunoldgiai
Kutatdcsoportjaban Dr. Szelényi Judittal egyiittmikodve vizsgaltuk a Kiilonb6zo
makrofagok aktivalédasa révén keletkez6é gyulladisos mediatorok hatasat a MAP
kindzokra. Egyiittmiikodésiink mar régota tart és tobb kozos, sikeresen lezarult OTKA
kutatast eredményezett.

1.-Ebben a munkdban megallapitottuk, hogy a szimpatikus idegrendszer termelte
neurotranszmitterek nem csak gatolni tudjak az immunvalaszt i.p makrofag, illetve
makrofag iranyba differencialtatott human myelo-monocyta leukemia (PLB-985)
sejtekben, hanem a stimulustol fiiggéen aktivalni is. Osszefiiggést talaltunk az ERK és p38
MAP kinaz aktivitasanak mértéke és idébeli lefutasa és az izoproterenol stimulus fiiggé
immunmodulalé hatasa kozott (8). igy olyan Kiilonb6z6 eredetii és funkciéju sejteken is,
mint hormon fiiggé és fiiggetlen mieloeritroid, primer T limfocitak (9) és primer
monocita-makrofag, igazoltuk, hogy a jelatvitel soran aktivalodo kinazok aktivitasanak
idobeli lefutasa dontéen befolyasolja a kialakulé sejtvalaszt.

2.-.Elséként figyeltiik meg tovabba, hogy az isoproterenol makrofagokban is képes a
beta adrenerg receptor PKA fiiggé foszforilaciojan keresztiill egy Gs/Gi ,,switch”-et
létrehozni, ezaltal egy PTX (Gi jelpalya gatlo) szenzitiv atmeneti ERK aktivaciot
eléidézni. Bizonyitottuk, hogy ez a mechanizmus allhat az isoproterenol immunstimulalo
hatdsa mogott PMA aktivalta makrofagok esetében (10). Tovabbi kisérleteinkben
megallapitottuk, hogy az isoproterenol elokezelés jelentdsen csokkenti a MAP kindzok LPS
hataséra torténd foszforilacidjat, és ez egy 1j, eddig még nem leirt mechanizmusa lehet a
béta-adrenerg immunszupresszionak. A PKC utvonal forbolészterrel torténd aktivaciojakor
is termelddnek gyulladdsos citokinek, de az isoproterenol eldkezelés ebben az esetben
fokozza mind a MAP kinazok aktivitasat mind a makrofagok immunvalaszat (10).

Osszefoglalva a palyazati munka soran elért legfontosabb eredményeinket:

Tobbféle sejtmodellben, kiilonb6zd differenciacidt indukald szer alkalmazésa
mellett 0sszefliggést talaltunk az eritroid differencidcio és a ndvekedési utvonalak, ezen beliil
is kiemelten az ERK-1 MAP kinaz, aktivitasanak csokkenésében.

Epo szenzitiv ELM-1-egér mielo-eritroid sejteken kimutattuk, hogy ugyan az a sejt
ugyan arra a hormon-stimulusra adott valaszat az ERK aktivitds idébeli lefutdsa a tovabbito
jelpalyak kiilonbozoképpen torténd aktivalasa révén dontéen befolyasolhatja.

CD34+, GMCSF fiigg6 huméan TF-1 sejteken igazoltuk, hogy a tartésan fenntartott
magas ERK aktivitas apoptdzishoz vezet.

Bemutattuk, hogy a kalcium fiiggd kalpain enzim szerepet jatszik a sejtciklus S
fazisanak ellendrzési pontjaban.



Igazoltuk, hogy az ERK aktivitds csokkenése a hemoglobin tartalom emelkedése
mellett az eritroid differencidcid kezdeti szakaszaban jatszik szerepet, de nem elegendd a
terminalis differenciacio kialakulasahoz.

Részt vettlink egy ujfajta kiilsé sejtes kontrollon alapuldé mennyiségi mRNS
meghatarozasi modszer (eccPCR) kidolgozéasaban, amelybdl szabadalmi bejelentés tortént.

CML eredeti Ph+ K562 sejteken igazoltuk, hogy a konstitutivan aktiv Bcr/Abl
jelpalya gatlasa a klinikumban hasznalt Abl tirozin gatlé imatinibbel, vagy a Bcr/Abl fehérje
mennyiségének csokkentése siRNS modszerrel egyarant a sejtek hemoglobin termelésének
novekedéséhez vezet.

Az ERK aktivitds iddbeli valtozasa alapjan szét tudtuk valasztani ¢és kiilon
tanulmanyozni a differenciacié és az apoptdzis folyamatat. Egy atmeneti ERK aktivités-
csokkenés mar csokkenti az eritroid differenciaciohoz sziikséges génekre szupresszor
tulajdonsaggal rendelkezé c-Myb mennyiségét és DNS kotését, a sejtciklus S fazisba torténd
atmenetelét, de noveli az eritroid gének kifejezddéséhez sziikséges NF-E2 DNS kotését.

A tartés ERK aktivitds csokkenés apoptézishoz vezet. Ez, a megemelkedett
hemoglobinképzddés mellett, egylitt jar a kaszpaz-3, a INK, p38 MAP kindzok aktivalasaval
¢s az anti-apoptotikus fehérjék, a magi NF-kappaB, a PU.1 transzkripcids faktorok
mennyiségének ill. DNS kotésének csokkenésével.

K562 sejteken ¢és leukémids betegekbdl szarmazé mononukledris sejtek primer
tenyészetein bizonyitottuk, hogy a ndvekedési jelpalya egyidejli, tobb irdnybol torténd
tamadasa kedvezd pro-apoptotikus hatast eredményezhet. Tobbféle gydgyszer-kombinacidoban
bemutattuk, hogy a leukémids sejtek differenciacios blokkjanak feloldasa fokozza a sejtek
érzékenységét kiillonbozo pro-apoptotikus szerekkel szemben.

EGFR jelpalya-fiiggd tenyészetben (A431) kimutattuk, hogy az ABCG2 multidrog
rezisztencia fehérje kifejezddése jelentds mértékben novelte az EGFR autdfoszforilacid
szer citotoxikus hatdsossagat.

Részt vettink egy nagy érzékenységli HPLC-MS modszer kidolgozasaban, amely
lehetdvé teszi a sejten beliili tirozin kindz gatloszerek mennyiségének direkt meghatarozasat.

K562, K562/MDR-1 ¢és K562/ABCG2 modellsejtek segitségével bedllitottunk egy
Osszetett, tobb oldalu vizsgalati rendszert, amely segitségével eloként mutattuk ki, hogy az 1;j
tirozin kindz gatlok koziil az Src/Abl géatlo bosutinib citotoxikus hatasat egyik vizsgalt
multidrog fehérje sem fiiggeszti fel.

Elséként  bizonyitottuk, = hogy a  szimpatikus  idegrendszer  termelte
neurotranszmittereknek nem csak gatlo, de stimuldlo hatdsa is lehet az immunvalaszra
monocita-makrofig sejtekben. Osszefiiggést taldltunk az ERK, p38 MAP kinazok
aktivitasainak mértéke, idobeli lefutdsa és az isoproterenol stimulus fliggd immunmodulalo
hatasa kozott.

Els6ként irtuk le, hogy az isoproterenol makrofagokban is képes a beta adrenerg
receptor PKA fiiggd foszforilaciojan kersztiil egy Gs/Gi ,,switch” 1étrehozasara és ezaltal egy
atmeneti ERK aktivaciora. Megallapitottuk, hogy az isoproterenol eldkezelés jelentdsen
csokkenti a MAP kindzok LPS hatdsara torténd foszforilacigjat, amely egy uj, eddig nem
ismert mechanizmusa lehet a beta-adrenerg immunszupresszidonak.

A palyazati munka soran modosult a munkaban aktivan részt vevo kutatok személye.
Apati Agota 2006 6ta 1j kutatasi teriileten dolgozik, amely sokban kapcsolodik eddigi

munkéankhoz, de nem képezi ennek a palyazatnak a targyat. Brozik Anna PhD hallgato, aki
teljes egészében ezen a téman dolgozott 2007 o6ta sziilési szabadsdgon van. 2005-ben



csatlakozott csoportunkhoz Hegediis Csilla, jelenlegi PhD hallgato, akinek eredményei
sokban hozzgjarultak a sikeres munkahoz. Magocsi Maria témavezeté 2007 6ta Londonban él1.
2008-to0] Apati Agota volt segitségére megbizott témavezetoként.

A palyazati munka soran tortént Kisebb eltérés a munkatervtol.

Finanszirozasi probléméak miatt 2006-2007 kozott nagyobb hangsulyt kapott a
tarskutato Dr. Szelényi Judittal végzett kutatdas a szimpatikus idegrendszer ¢és az
immunrendszer kapcsolatanak teriiletén, amelybdl két publikacié is sziiletett. A 2008-tol
elotérbe keriilt az immatinib rezisztencia egyik igen fontos szerepldjének, a multidrog
fehérjéknek ¢és az 10 tirozin kinaz gatlok kolcsonhatdsanak vizsgdlata. Ezekbdl az
eredményekrdl tobb nemzetk6zi konferencian és egy bekiildott cikkben szamoltunk be.
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