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Bevezetés

Tumor asszocialt fehérjéket vilagszerte kutatnak, hogy mind
jobban megérthessiik a daganatok kifejlodését és novekedését, ezaltal
lehet6séget nyitva specifikusabb és hatékonyabb kezelések kifejlesztésére. A
mi munkacsoportunk is szamos ilyen fehérjét vett gorcso ala, igy példaul a
hem-kotd fehérje 2 / SOUL-t vagy a 16.2-es hd sokk fehérjét (HSP16.2).
Ebben a tanulmanyban e két fehérje sejthalalra kifejtett hatasat jellemzem.

A hem és a porfirinek vizben nehezen oldédé nagy kémiai
reaktivitassal rendelkez6 fehérjék. Részt vesznek az aktivalt szabadgyokok
képzédésében is karositva a biologiai folyamatokban szerepet jatszod
molekuldkat. Mivel vizben nehezen oldédnak, citoszdlban elhelyezkedd
fehérjékhez kotdédnek, igy elkeriilik azt, hogy kicsapddjanak, ¢és
aggregatumokat alkossanak. Szamos hem-koté fehérjét karakterizaltak,
melyek mikromolaris koncentracioban képesek kotni a hemet. A hem-koto
fehérje 1 (HBP22) minden szdvetben jelen van, és nagy affinitassal bir a
hem és a porfirinek felé. A hem-koté fehérje 2-t (SOUL) 2002-ben irtak le
elészor. Ez a fehérje csak bizonyos szovetekben fejezddik ki, kb. 40%-ban
homoldgja a fent emlitett HBP22-nek és erésebben képes kdtni a hemet és a
porfirineket. Bar a SOUL kémiai és fizikai tulajdonsagai mara nagyrészt

A hemet tartalmazo6 fehérjék szerepe a sejthaldl szabalyozdsaban
jol ismert. E fehérjék is részt vesznek a szabadgy6kok képzésében, oxidacios
sériiléseket okozva indukaljak a mitokondridlis permeabilitas tranziciot
(mPT). A mPT szerepe mind az apoptdzisban mind a nekrozisban
bizonyitott. A belsé mitokondrialis membranban elhelyezkedé megacsatorna
megnyilasa kiilonféle ingerhatasokra - mint pl. a megemelkedett kalcium

szint - megtdrténhet, mely a membran két oldalan jelenlévd ionkiilonbség



kiegyenlitddéséhez, a membran kozotti fehérjék és a mitokondrialis matrix
kidramlasahoz vezet, amely végsdsorban a mitokondrialis membranpotencial
(Avy) eltlinését és a 1égzési lanc szétkapcsolodasat okozza. Szamos anyag,
igy a ciklosporin A is, képes megakadalyozni a mPT poérus megnyilasat. A
membranpotencial eltlinése maga utan vonja a mitokondrialis fehérjék —
mint pl. a citokrom c¢ - kiszabadulasat ezaltal a kaszpaz-kaszkad
aktivaciojat, mely apoptotikus sejthalalahoz vezet. A mPT porus
megnyilasat kovetdé szabalyozhatatlan térfogatvaltozas a mitokondrium
megduzzaddsaval jar, mely végil a membranok szétszakadasdhoz ¢és
nekrotikus sejthalalhoz vezet.

Az NCBI adatbazisban keresve hasonldsagot vettiink észre a
LOC51668 és az alfaB-krisztallin kozott. Ez azért volt érdekes, mert szamos
kis hésokk fehérje, mely homoldog az alfaB-krisztallinhez, kapcsolodik
apotdzisban szerepet jatszo mas fehérjékhez. Felmeriilt benniink, hogy az
eddig még nem jellemzett LOC51668 fehérjének hasonld szerepe lehet, mint
a kis hosokk fehérjéknek. A fehérjét, mint lehetséges hdsokk fehérjét,
HSP16.2-nek neveztiik el.

A hem-tartalmi fehérjékkel ellentétben a hem-kotd fehérjék
ezért részletesen tanulméanyoztuk a SOUL fehérje hatasat etopozid,
hidrogén-peroxid, vagy Taxol altal indukalt sejthalalban és
Osszehasonlitottuk azt a HSP16.2 altal kifejtett hatdssal. A SOUL fehérjét
részletesebben is megvizsgaltuk, igy felfedtiik szerepét a szabadgyok-
képzddésben és a mitokondrialis permeabilitas tranzicioban €16 sejtekben és

izolalt mitokondriumokon.



Célkitiizések

1.

A SOUL fehérje jellemzése, kifejez6désének kiilonbozo
szovetekben torténd meghatdrozasa, homologok keresése, ¢és a

sejten beliili eloszlasanak feltérképezése.

A SOUL fehérje sejthalalra vonatkozd hatdsanak jellemzése
SOUL-t és HSP16.2-t tultermeld sejtekben a sejtek tulélésének
vizsgalataval kiillonb6z6 sejthalalt okozod szerekkel tortént

kezelések utan.

A SOUL és a HSP16.2 fehérje siRNA technikaval tortént kititése

okozta hatasok vizsgalata tiltermel6 és kontroll sejtekben.

A SOUL fehérje hatasa a szabadgyok termelésre

A SOUL fehérje szerepének ismertetése mitokondridlis
permeabilitas tranzicidoban és a mitokondrialis membranpotencial
elvesztésében

A ciklosporin A gatolja a SOUL altal indukalt sejthalalt?

A SOUL indukalta apoptotikus és nekrotikus sejthalal vizsgalata



Altalanos kovetkeztetések

1. Szamitégépes modszerekkel Osszehasonlitottuk egymassal a
SOUL fehérje homolodgjainak és kiilonb6z6 szdvetekben talalt
formainak elsddleges szerkezetét. A SOUL expresszidjat szamos
human szdvetben és sejtvonalban kimutattuk és igazoltuk, hogy az
nem egyformin expresszalodik minden szovetben. Erdekes
megfigyelés volt, hogy pl. normal pancreas szovetben kismérték,
mig hasnyalmirigy adenocarcinomaban jelentdsen emelkedett a
SOUL termelddése. Ebbdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a
SOUL-nak szerepe lehet a pancreas tumorok kialakuldsaban. A
SOUL intracellularis lokalizacidjat fluoreszcens mikroszkoppal és
Western blottal mutattuk ki, az endogénen nagy mennyiségben
SOUL-t termeld sejtek frakciondldsa utan. Eredményeink az
mutattak, hogy a SOUL dontden a citoplazmaban, de kis
mennyiségben a mitokondrialis frakcioban is megtalalhatd. Ez

utdbbirdl késobb kideriilt, hogy nagy jelentdsége van.

2. Egy fehérje overexpresszalasaval informaciokat nyerhetiink annak
lehetséges funkciojarél. A SOUL és a HSP16.2 hatasat ugy
vizsgaltuk, hogy kiilonbdz6 sejthalalt indukalo szerrel kezeltiik a
sejteket, majd az él6k szamat MTT assay segitségével vizsgaltuk.
Kivalasztottunk néhany szert, melyek segitségével
megvizsgalhattuk a két fehérje hatasat. A hidrogénperoxid
oxidativ stresszt okoz, a Taxol a microtubularis rendszert tamadja,
az A23187 fdleg necrosist, mig az Etoposide inkabb apoptdzist
indukal. Kisérleteinkben azok a sejtek, melyek a SOUL fehérjét
taltermelték, csokkent ellenallast mutattak a fent emlitett szerek

irant. Ez a hatds nem volt feltlind, de statisztikailag



szignifikdnsnak bizonyult és minden altalunk hasznalt szer
esetében megfigyelheté volt. Ezzel szemben, a HSP16.2
vizsgalatakor ellentétes eredményeket kaptunk. Rendszeriinkben a
HSP16.2 megvédte a sejteket a sejthalaltol. Ennek megfeleléen
talaltunk két, korabban nem jellemzett fehérjét, melyek eltérd

moddon hatnak a sejthalalra folyamatéra.

A gén-elnyomas szélesen elterjedt modszerré valt kiilonféle
fehérjék specifikus kiiitésében. Az adott fehérje hidnyabdl
indirekten kovetkeztetni lehet annak funkcidjara. Amikor az
endogénen expresszaldo sejtekben a SOUL-t specidlis dsiRNS
technikaval elnémitottuk, a vartaknak megfeleléen a vizsgalt
sejtek ellenallobba valtak az altalunk hasznalt sejthalalt indukald
szerekkel szemben. A gén-elnyomasos és a tultermeltetéses
kisérletek eredménye egyértelmiien azt bizonyitja, hogy az
altalunk taldltunk két, kordbban nem jellemzett fehérje,

kiilonbozoképpen hat a sejthalalra.

Azt feltételeztilk, hogy a megnovekedett reaktiv oxigéngyok
(ROS) képzés —melyet a SOUL altat megkotdtt vasionfelesleg
okoz- felelés lehet a megndvekedett sejthalalért. Hogy ezt
ellendrizhessiik, a SOUL-t overexpesszalod sejtek vizes és lipid
fazisaban is megmértiik az endogén és az indukalt ROS termelést.
Nem talaltunk arra nézve bizonyitékot, hogy a SOUL-nak in vivo,
hatésa lenne a ROS termelésre, ezért elvettiik a hipotézist. Ezutan

Uj hatasmechanizmus utan kellett nézniink.



A mitokondrialis permeabilitas tranzicio szerepe a sejthalalban egy
alaposan tanulmanyozott jelenség. Hogy a SOUL fehérje
lehetséges hatdsmechanizmusat megtalaljuk, in vivo €s in vitro is
vizsgaltuk hatasat a mitokondriumra. El6szor a SOUL-t taltermeld
NIH3T3 sejtekben kovettiik végig a mitokondrialis permeabilitas
tranzicié valtozasat fluoreszcens mikroszkoppal. Azt talaltuk,
hogy a SOUL-overexpesszald sejtekben a membranpotencial
gyorsabban 6sszeomlott, mint a kontroll sejtekben. Ez a felismerés
felkeltette  érdeklddésiinket.  Patkdny  méjbol  izoldltunk
mitokondriumot, hogy in vitro vizsgalhassuk a SOUL direkt
hatasat. Amikor 6nmagaban adtunk rekombinans SOUL-t, akkor a
nem fejtett ki hatdst a mitokondriumra, de amikor kiiszob alatti
koncentracioban adtunk hozza kalciumot, a SOUL mitokondrialis
permeabilitds tranziciét provokalt. A SOUL ezen hatasa
koncentraciofiiggd  volt. A reagens-elegylinkbél  pedig
mitokondridlis proapoptotikus fehérjéket (citokrom c, apoptosist
indukalo faktor, endonukledz b) tudtunk azonositani, melyek
mennyisége a SOUL koncentraciojatol fliggott. Az eredmények
bizonyitottdk azon nézetlinket, miszerint a SOUL altal kivaltott
sejthalal elsédlegesen a mitokondridlis permeabilitas tranzicid

indukcidja révén jon létre.

A ciklosporin A egy jol ismert és széles korben alkalmazott
mitokondrialis permeabilitas tranzici6 inhibitor. Hozzako6tddik a
mitokondridlis  permeabilitds tranzicid6 porusban talalhatd
ciklophyllin D-hez, gatolva ezzel a pdérus megnyilasat. A SOUL
altal kivaltott permeabilitds tranziciot kis koncentracioji

ciklosporin A-val in vivo és in vitro is le tudtuk gatolni. Ez



megerdsiti azt a tényt, hogy a SOUL-nak specifikus hatdsa van a

mitokondrialis permeabilitas tranziciora.

Bebizonyitottuk, hogy a SOUL fehérje mitokondrialis
permeabilitas tranziciot valt ki és a mitokondriumon keresztiil
sejthalalt okoz. Ismeretes, hogy a mitokondridlis permeabilitas
tranzicidé szerepet jatszik mind az apoptdzis, mind a nekrozis
kialakulasaban a stimulus természetétdl és sulyossagatol fiiggben.
A tovabbiakban az foglalkoztatott benniinket, hogy a SOUL
tultermelése hogyan befolyasolja egyik vagy masik tipusu
sejthalalt. A sejteket kiilonbozé szerekkel kezeltiik, megfestettiik
Oket propidium jodiddal és FITC- konjugalt Annexin 2-vel, hogy
elkiilonithessiik a kétféle tipust. Aramlési citometriaval azt lattuk,
hogy fiiggetleniil stimulustol, a SOUL tultermeld sejtekben az

apoptozis karara névekedett a nekrdzis aranya.



Osszefoglalas
Az éltalunk vizsgalt SOUL és HSP16.2 fehérjék bizonyos

daganatos  sejtekben  megjelennek, taltermelédnek.  Kisérleteinkkel
megprobaltunk fényt deriteni e fehérjék sejten beliili szerepére. Igazoltuk,
hogy mindkét fehérje befolyasolja a sejthaldl folyamatat. Kiilonbozo
rendszerekben vizsgaltuk e két fehérje tultermelésének és elcsendesitésének
hatasait. Kisérleteinkkel sikeriilt egyértelmiien kimutatni a SOUL fehérjének
a tulélést gatld, mig a HSP16.2 fehérjének a tulélést eldsegitd szerepét.
Tovabbi kisérleteimmel a SOUL fehérje részletesebb vizsgalatat tliztem ki
célul. Mivel a fehérje tultermelése hatranyos a sejtek szamara megprobaltam
kideriteni, milyen moédon hat e fehérje a sejthalalra. Tobbféle méréssel
sikeriilt igazolni azt, hogy a fehérje, bar képes az igen reaktiv hem
megkotésére, nem emeli kiillondsebben a sejtek endogén reaktiv szabadgyok-
termelését, tehat nem ily moédon befolyasolja a sejthalalt. Tovabbi
kisérleteimmel a mitokondriumot vettem célba, hiszen a sejthalal
mechanizmusaban e paranyi sejtalkotonak nagy szerepe lehet. In vivo és
in vitro kisérletekkel is sikeriilt igazolni, hogy a SOUL fehérje jelenlétében
konnyebben indukalhaté a mitokondrialis permeabilitas tranzicio, és azt is,
hogy a fehérje hatasa ciklosporin A-val gatolhato, tehat specifikus.
Tekintettel arra, hogy a mitokondriumnak szerepe lehet mind az apoptotikus,
mind a nekrotikus sejthalalban, a dolgozatban szerepld utolso kisérleteket
arra terveztem, hogy kideritsem vajon melyik tipusi sejthalal okozza a
tultermeld sejtek fokozott pusztuldsat. Az aramlasi citometrids vizsgalatok
egyértelmlien a nekrotikus sejthaldl fokozott jelenlétét igazoltak.
Osszegzésként tehat elmondhaté, hogy a SOUL és a HSP16.2 fehérjék mas-
mas modon hatnak a sejthaldl folyamatara, tovabba az, hogy a SOUL
fehérje, bar onmagaban nem képes a sejthalal folyamatanak elinditaséra, a
mitokondrialis permeabilitas tranzicion keresztiil érzékenyiti a sejteket a

nekrotikus sejthalalra.



