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Az Akt fehérje szerepének vizsgalata a mitokondrialis
dinamikaban oxidativ stressz esetén

Barandi Gergd*?, Gombos Katalin®, Szabé Aliz?, Fekete Katalin?

'pécsi Tudomanyegyetem Egészségtudomanyi Kar
2pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
3pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont

Osszefoglalas

Bevezetés: Korabban kimutattuk, hogy a HO-3089 (egy antioxidans poli(ADP-rib6z)
polimeraz (PARP) inhibitor) szignifikansan csokkenti a hidrogén-peroxid (H20:)-indukalta
sejthalal, valamint a mitokondrialis és nukledris fragmentacid6 mértékét, tehat megvédi a
mitokondriumokat és a sejtmagokat az oxidativ stresszt6l. A legujabb irodalmi adatok azt
mutatjak, hogy a PARP gatlas citoprotektiv hatdsa az Akt Gitvonal aktivalasan keresztiil valosul
meg, ugyanakkor PARP inhibitor esetében még nem tanulmanyoztak a mitokondrialis f0zi6 és
az Akt utvonal kapcsolatat.

Célkitiizés: Jelen kutatas soran azt vizsgaltuk, hogy az Akt fehérje gatlasa miként befolyasolja
a HO-3089 mitokondridlis dinamikara és nukleédris fragmentaciora, illetve sejttulélésre
gyakorolt hatasat oxidativ stresszben.

Modszer: Ehhez az Akt-ot egy Akt inhibitorral (MK-2206) gatoltuk, majd a HelLa sejtek
mitokondriumait MitoTracker Red festékkel, a sejtmagokat pedig Hoechst 33342-vel jeloltiik
meg, ¢és fluoreszcens mikroszkoppal —tettiik lathatova. Tovabba szulforodamin B teszt
segitségével megnéztiik, miként modositja az Akt gatlasa a PARP inhibitor citoprotektiv hatasat
H20:2 kezelést kovetéen. A kapott adatokat a Microsoft Excel 2010 software segitségével
alakitottuk at oszlopdiagramokka, a statisztikai analizis elvégzéséhez pedig a SPSS 20.0 IBM
Corporation programot hasznalunk.

Eredmények: A kontroll sejtekhez viszonyitva az Akt szupresszalt sejtekben a HO-3089 nem
tudta csokkenteni (p > 0,05) a ROS indukalta mitokondialis és nuklearis fragmentaciot, illetve
sejthalalt.

Megbeszélés: Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az aktiv Akt jelenléte sziikséges a HO-3089
citoprotektiv hatasanak kifejtésehez.

Kulcsszavak: Akt fehérje; oxidativ stressz; poli(ADP-riboz) polimeraz; mitokondrialis
dinamika
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Assessment of the role of Act protein in mitochondrial dynamics during oxidative stress
Summary

Introduction: We have previously demonstrated that HO-3089 (a poly(ADP-ribose)
polymerase (PARP) inhibitor with antioxidant property) significantly reduces hydrogen
peroxide (H202)-induced cell death, as well as mitochondrial and nuclear fragmentation, thus
it can protect mitochondria and nuclei from oxidative stress. Recent data show that the
cytoprotective effect of PARP inhibition is mediated through the activation of Akt pathway,
however, the relationship between mitochondrial fusion and the Akt pathway has not been
studied in the case of PARP inhibitors.

Objective: In the present study, we investigated how inhibition of Akt protein affects the effect
of HO-3089 on mitochondrial dynamics, nuclear fragmentation and cell survival in oxidative
stress.

Method: For this, Akt was inhibited with an Akt inhibitor (MK-2206), then the mitochondria
of HeLa cells were labeled with MitoTracker Red, the nuclei were labeled with Hoechst 33342
and visualized by fluorescence microscopy. Furthermore, using a sulforhodamine B test, we
investigated whether the inhibition of Akt modifies the cytoprotective effect of PARP inhibitor
after H.O> treatment. Data were converted into bar graphs using Microsoft Excel 2010 software,
and SPSS 20.0 IBM Corporation software was used for statistical analysis.

Results: Compared to control cells, HO-3089 in Akt suppressed cells was unable to reduce (p
> 0.05) ROS-induced mitochondrial and nuclear fragmentation and cell death, respectively.
Discussion: These data indicate that the presence of active Akt is required to exert the
cytoprotective effect of HO-3089.

Keywords: Akt protein; oxidative stress; poly(ADP-ribose) polymerase; mitochondrial
dynamics
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