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PARP-gatlas: a mitokondrium védelmének uj atja

PARP inhibition: a novel pathway for mitochondrial protection

Stimegi Baldzs

Pécsi Tudomdanyegyetem, Altaldnos Orvosi Kar,
Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, 7624 Pécs,
Szigeti it 12., E-mail: balazs.sumegi@aok.pte.hu

Osszefoglalas

A korabban elfogadott nézetek szerint a poli-(ADP-
rib6z) polimeraz-1 (PARP) gétloszerei megakada-
lyozzak az enzim oxidativ stressz soran torténd akti-
valédasa kovetkeztében kilalakuld NAD'- és ATP-
depléciét, valamint a kovetkezményes nekrotikus
sejthalalt. Ugyanakkor, sajat kordbbi eredményeink
arra mutattak, hogy a PARP katalizalta ADP-ribozila-
ci6 hatassal lehet jelatviteli titvonalakra, amelyeknek
a talélésben meghatdrozd szerepiik lehet.
Sejtkultirdban a PARP-aktivitast ismert farmakolo-
giai agenssel (PJ-34), illetve nemfarmakoldgiai tton,
nevezetesen siRNS segitségével torténd elnyomassal,
valamint a PARP N-termindlis DNS-kot§ domén-
jének (PARP-DBD) transzdominédns expresszidjaval
gatoltuk, majd a sejteket oxidativ stressznek tettiik ki.
A PARP gétldsa megvédte a sejteket az oxidativ
karosodasoktdl, mikozben indukalta az Akt kinaz
foszforilacidjat, ezaltal aktivalédasat. Az Akt
aktivalédasanak gatlasa PI3- vagy Src kinadz-
inhibitorokkal a PARP-gatlas citoprotektiv hatasa
ellen dolgozott, mikozben ezek a gétloszerek nem
befolyasoltak a NAD"-depléciot. Kovetkezésképpen,
a PARP-gatlas kovetkeztében felléps Akt-aktivacio
jelentés mértékben felel6s a PARP-gatlok oxidativ
stresszben mutatott citoprotektiv hatasaért.

Siimegi, B.

University of Pécs, Medical School, Institute of
Biochemistry and Medical Biology, H-7624 Pécs,
Szigeti it 12., E-mail: balazs.sumegi@aok.pte.hu

Summary

According to the classical view, the cytoprotective
effect of inhibitors of poly(ADP-ribose) poly-
merase-1 (PARP) enzyme in oxidative stress was
based on the prevention of NAD" and ATP deple-
tion, and so the attenuation of necrotic cell death.
However, our previous data suggested that
PARP-catalyzed ADP ribosylations may affect sig-
naling pathways which can play a significant role
in cell survival. We inhibited PARP activity either
by a well-established pharmacological inhibitor
(PJ34) or by non-pharmacological means, namely
by suppressing PARP-1 expression by siRNA or
by transdominantly expressing N-terminal DNA-
binding domain of PARP-1 (PARP-DBD) in cell
culture before exposing the cells to oxidative
stress. PARP inhibition protected cells from oxida-
tive damages and induced the phosphorylation
and activation of Akt protein kinase. Inhibition of
Akt activation by specific inhibitors of PI-3- and
Src kinases counteracted the cytoprotective effect
of PARP inhibition, but did not affect NAD*
depletion. In conclusion, PARP-inhibition-
induced Akt activation is responsible in a consid-
erable extent for the cytoprotetcive properties of
PARP inhibitors in oxidative stress.

A reaktiv oxigéngyokok (ROS) altal okozott karo-
soddsok fontos szerepet jatszanak szamos betegség
patogenézisében [1-3]. Kiilonb6z6 forrdsokbodl szar-
mazhatnak a szabadgyodkok, pl. a xantin oxidaz
rendszerbdl [1], a mitokondrialis respiracids lanc
tokéletlen miikodése kovetkeztében [2], az arahi-
donsav-anyagcsere cikloxigenaz ttvonalabdl [3] és
a fagocital6 sejtek atmeneti respirdcios aktivitas-
fokozddasa kovetkeztében, amelyek aztan — szamos
egyéb karosodas mellett — egyszald DNS-toréseket
okoznak [4]. A poli-(ADP-rib6z) polimeraz (PARP,
EC 2.4.2.30) multifunkcionélis nuklearis enzim [5],
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amelyet az egyszali DNS-torések aktivdlnak, és
amely NAD"-ot hasznélva szubsztratumként kiilon-
b6z6 nukleéris fehérjéken, példaul hisztonokon és
sajat magan kovalensen kapcsolt, elagazd lancu
poli-(ADP-rib6z)-szalakat szintetizal. A PARP-1
szerepet jatszik a kromatin remodeling folyama-
tdban, a DNS-hibajavitasban, a genomikus stabilitas
megGrzésében; s ezeket a szerepeket részben poli-
ADP-ribozildlé aktivitasa révén éri el [5]. Enyhe
DNS-kérosodas esetén a PARP-1 sziikséges a hiba-
javitashoz [6], de oxidativ stressz soran, amikor a
nagy mennyiségli DNS-torés a PARP-1 tualzott
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aktivacidjat okozza, az enzim depletdlhatja a NAD-
ot, illetve a NAD* reszintézisének nagy ener-
giaigénye miatt az ATP-t is, ami sejthalalt eredmé-
nyez [7]. A PARP-inhibitorok védenek a mio-
kardialis [8] és neurondlis [9] ischemia, akut tid6-
gyulladas [10], akut szeptikus sokk [11], zimogén-
indukalta tobbszervi elégtelenség [12] és diabetikus
pankredszkarosodas [13] ellen, mutatva, milyen
jelent8s a tulzott PARP-1-aktivaci szerepe a sejt-
haldl kivaltasaban. A klasszikus elképzelés szerint a
PARP-inhibitorok a NAD*- és ATP-deplécié meg-
akadélyozasaval védenek az oxidativ stressz ellen,
de néhdny 1j adat a citoprotekci6 egy sokkal
Osszetettebb mechanizmusat sugalja [14, 15].

Kisérletesen bizonyitott, hogy a PARP-aktivacié
hozzéjarulhat a mitokondrialis kdrosodédsok [16] és
a mitokondridlis ROS-termelés [17] megnove-
kedéséhez, mutatva, hogy a PARP a magon kiviili
folyamatokat is képes befolyasolni. Friss eredmé-
nyek szerint 1étezik mitokondriélis PARP, ami gétol-
haté6 PARP-1-inhibitorokkal [18], ezért, fontos azt
tisztazni, hogy a mitokondriumvédelem a mitokon-
dridlis ADP-ribozilaciés folyamatok gatlasanak
egyenes kovetkezménye, vagy a nuklearis PARP-1
befolyasol olyan — egyel&re nem tisztazott — mecha-
nizmusokat, amelyek a mitokondridlis protekciét
eredményezik. Sajat kordbbi eredményeink szerint
PARP-inhibitorok az Akt foszforilacidjat, ezaltal
aktivacidjat eredményezték lipopoliszahariddal
kezelt egerek mdjaban, tiidejében és lépében, ami
annak lehetGségét veti fel, hogy a PARP-inhibitorok
védd hatdsa a PI3-kinaz/Akt ttvonalon keresztiil
medialédik [19]. Ezek a megfigyelések arra mutat-
nak, hogy a PARP-inhibitorok védd hatdsa sokkal
Osszetettebb lehet, mint a NAD*- és ATP-deplécio
megakadalyozasa, mivel az Akt kindz képes szdmos
reguldtorfehérje, igy a GSK-3p, a kaszpdz-9, a BAD
vagy a FKHR foszforilalasara [20], amely folyama-

tok kozrejatszanak a mitokondridlis membranrend-
szerek stabilizalasaban [21, 22].

Moédszerek

A PARP DNS-koté doménjének transzdomindns exp-
ressziéja. A PARP N-termindlis DNS-kot6 domén-
jének kodolo régidjat (PARPN214, 1-214 aminosavak
[23]) PCR technikédval kierdsitettiik és ,in-frame”
pEGFP-C1/N3 vektorokba illesztettiik be Hind III és
EcoRI restrikcids enzimekkel. Annak érdekében,
hogy a zold fluoreszcens fehérjeét (GFP) tartalmazé
PARP-N214 a magba juthasson, az ergsitéshez nuk-
learis lokalizaciés szignalt (NLS) kédolé PCR-pri-
mert alkalmaztunk. A rekombindns pPARPGFP-
C1/N3 vektorokat tranziensen transzfektaltuk WRL-
68 human méjsejttvonalba Lipofectamine2000 segit-
ségével. Hatdsos transzdominans expresszi6é ér-
dekében egy masodik transzfekciét is végeztiink.

A PARP-1 szuppresszidja kis interferdlo RNS (siRNS)
technikdval. WRL-68 sejteket tranziensen transzfektdl-
tunk a PARP-1 szuppresszidjara tervezett siRNs-sel
Lipofectamine2000 segitségével. A PARP hatésos el-
nyomasa érdekében még két transzfekciot végeztiink.

Western blot analizis. A sejteket 3 6ran at H,O,-tar-
talmd médiumban tartottuk inhibitorok jelenlé-
tében és tavollétében, majd protedz- és foszfataz-
gatlot tartalmazo pufferben homogenizaltuk. Zse-
benként 35 ng fehérjét vittiink fel 12%-os poliakril-
amid-gélre, és blottolast kovetSen a nitrocelluléz-
membrant 5%-os zsirmentes tejben 1:1000 arany-
ban higitott primer antitestoldatban inkubéaltuk
4°C-on egy éjszakan at. A masodik antitest torma-
gyokér peroxiddz enzimhez konjugélt anti-nytl
IgG volt, a vizualizalast SuperSignal West Pico
kemilumineszcencids szubsztratum hasznélataval
végeztiik. Minden kisérletet négyszer ismételtiink.

Fluoreszcens mikroszkdpia. A vad tipust vagy transz-
fektalt WRL-68 sejteket poli-L-lizinnel boritott

Siimegi Balazs 1975-ben szerzett okleveles vegyészi diplomat a szegedi J6zsef Attila Tudomany-
egyetem Természettudomanyi Kardn, azéta a Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Biokémiai Intézetében
(jelenleg PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet) dolgozik. Egyetemi doktor (1978), biol6giai
tudomanyok kandidétusa (1987) és bioldgiai tudomanyok doktora (1990) fokozatot szerzett, 1994-t61
tanszékvezet$ egyetemi tanar. Vendégkutatéként, illetve vendégprofesszorként dolgozott a University
of Texas, Health Science Center és a Veterans Administration, Medical Center intézetekben (1983-84,
1985-88). A PTE AOK dékanja (1996-99 és 2003-06). Korabbi tudomanyos eredményei az enzimrendsz-

erek szupramolekuldris szervezddése a mitokondriumban, in vivo szubsztratchannelling, valamint metabolitok in vivo
kompartmentalizacidja témakban sziilettek. Jelenlegi tudomanyos érdeklédése az oxidativ stressz molekularis mechaniz-
musa, a PARP-aktivaci6 jelatviteli hatdsai és 4j gyogyhatasu anyagok kifejlesztése témakorokhoz kapesolodik.
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(2,5-5 pg/cm?) iivegfedSlemezekre tenyésztettiik.
A kezelések utdn a lemezeket mostuk, a sejteket
JC-1 membranpotenciél-fiiggs festékkel feltoltot-
ttik 10 percig, majd ColorView CCD kameraval és
analySISR szoftverrel felszerelt Olympus BX61
fluoreszcens mikroszképpal fényképeket készitet-
tiink 60-szoros nagyitast objektiv alatt. A GFP flu-
oreszcenciahoz 450-490 nm gerjesztési és >520nm
emisszids (zold) fénysziir6ket haszndltunk. JC-1
fluoreszcencidhoz ugyanarrdl a latomezordél 546
nm bandpass gerjesztési és >590 nm emisszids
(piros), majd zold fénysziirGvel késziilt kép.

Eredmények

Az 1. dbra mutatja a nuklearis lokalizacids szignal-
bol, a PARP DBS-koté doménjébdl és a zold fluo-
reszcens fehérjébdl allo kétféle fuzids fehérjét (1.
dbra, A), amelyeket a PARP aktivitdsanak nemfar-
makolégiai tton torténd kompetitiv gatlasara ké-
szitettiink. A GFP kovetkeztében fluoreszcens mik-
roszkoppal jol lathatd, hogy transzfekciot kovetSen
a fuzios fehérje valoban bejutott a magba (az NLS-
nak koszonhetSen) (1. dbra, C,D), mig az iires plaz-
middal transzfektalt sejtben a GFP egyenletesen
oszlott el a sejten beliil. (1. dbra, B). A PARP-1 fehér-
je elnyomasara tervezett PARP-siRNS révén jelen-
tésen lecsokkent a PARP fehérje mennyisége WRL-
68 sejtekben a transzfekcioét kovetSen (1. dbra, E),
tovabba az is latszik, hogy sem az oxidativ stressz,
sem a farmakoldgiai inhibitor jelenléte nem befo-
lyasolta a PARP fehérje expresszidjat sem normdl
koriilmények kozott sem siRNS mddszerrel végzett
szuppresszio soran (1. dbra, E).

A 2. dbra mutatja, hogy a dokumentaltan citopro-
tektiv Akt kindz oxidativ stressz hatasara foszfo-
rildlédott, ezaltal aktivalodott. Aktivalodasa ko-
vetkeztében megndétt célfehérjéje, a GSK3B foszfo-
rildcidja is. A PARP-gatlé PJ-34 ugyancsak meg-
novelte mindkét fehérje foszforilacidjat oxidativ
stressz tavollétében is, ugyanakkor, még erételje-
sebben megndvelte az Akt aktivacidjat oxidativ
stressz koriilnényei kozott. A kinaz jelatviteli folya-
matban az Akt el6tt 4ll6 PI-3 és Src kindzok in-
hibitorai érthet6 médon megakadalyoztdk az Akt
akar oxidativ stressz, akar PARP-gatl6 hatasara be-
kovetkez§ foszforilacidjat (2. dbra, A). A PJ-34 ha-
tasaval teljesen azonos médon viselkedtek a PARP-
siRNS-, illetve a PARP-DBD-expresszal6 sejtek. Mi-
vel ezekben a sejtekben a PARP folyamatos gatlas
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1. abra A PARP DNS-kité domén (PARP-DBD) transzdo-
mindns expresszidjanak hatdsa a hepatocitik tiilélésére. PARP-
DBD GFP fiizids fehérje konstrukcidja (A). WRL-68 mijsej-
teket pEGFP (B), CIpEGFP (C) vagy N3pEGFP (D) plazmid-
dal transzfektdltunk. A GFP fluoreszcencidjit fluoreszcens
mikroszkoppal ~ detektdltuk. A~ WRL-68  mdjsejteket
PARP-siRNS médszerrel transzfektdltuk, majd 0,1 mM H,0,
vagy 1 mM H202 + 10 uM PJ-34 reagenssel kezeltiik oket 1
ordn dt. A PARP elnyomisit anti-PARP primer antitest fel-
hasznildsdval, Western blot technikdval detektdltuk (E). A fel-
vitt fehérjemennyiségek azonos voltdt anti-aktin antitesttel
ellendriztiik. 1-3. minta: vad tipusii sejtek; 4-6. minta: PARP-
siRNS médszerrel transzfektdlt sejtek.

alatt allt, ezért a sejtek kezelés nélkiil a PJ-34-kezelt
sejtekre hasonlitottak (2. dbra, B). Ugyanakkor az
LY292002 és a PP2 ezekben a sejtekben is megaka-
dalyozta az Akt aktivacigjat.

Az oxidativ stressz hatdséra bekovetkezé mitokon-
drialis karosodasok in vivo kovetésére a JC-1,
specidlis membranpotencial-fiiggé mitokondrialis
festéket alkalmaztuk. A festék megfelel§ koncentra-
ciéban akkumulélédik a mitokondrium membran-
jaban, és piros fluoreszcenciat mutat. Enyhe depo-
larizacié soran a membran elengedi a festék egy
részét, és a fluoreszcencidja zoldre valt, mig a
membranpotencial teljes elvesztésével elengedi az
Osszes festéket, és megsziinik a fluoreszcencia. Eny-
he oxidativ stressznek (0,3 mM H,O, 3 6ran at) tet-
tink ki vad tipusd, valamint pEGFP, C1, N3
plazmiddal, illetve PARP-siRNS modszerrel tran-
szfektalt WRL-68 madjsejteket 10 uM PJ-34, 10 pM
LY294002 vagy 10 uM PP2 jelenlétében és hia-
nydban. A kezelés utan JC-1 festékkel toltottiik fel a
sejteket, és azonos teriiletekrdl a mikroszkép zold és
piros csatorndjaban is készitettiink képeket roluk.
Az egészséges sejtekrdl késziilt képek élesek voltak,
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2. abra Az Akt titvonal aktivdloddsa oxidativ stressz, PARP-
gatlds és kiilonbozd kindzinhibitorok hatdsira. Az Akt aktivi-
ciéjat és célfehérjéje, a GSK3P foszforilalodasat tanulmanyoz-
tuk WRL-68 madjsejtekben foszforildciéspecifikus primer an-
titestek (P-Ser473Akt és P-Ser9GSK3p) és Western blot mod-
szer segitségével. Vad tipusii (A), illetve PARP-siRNS,
pEGFP, C1 wvagy N3 konstrukciékkal kezelt (B) WRL-68
sejteket 1 6rdn dt 1 mM H,O,, 10 uM PJ-34, 10 uM LY294002
vagy 10uM PP2 reagenssel, illetve az emlitett vegyiiletek kom-
bindcidjdval kezeltiik. Onmagdban a LY294002 és a PP2 nem
befolydsolta a vizsgdlt fehérjék foszforildlodasat (nincs doku-
mentdlva). A felvitt fehérjemennyiségek azonos voltdt anti-
aktin antitesttel ellendriztiik.

és jelent6s mértékben volt benniik piros fluoresz-
cens komponens, ugyanakkor a karosodott sejtek
zOlden fluoreszkaltak, és sokkal elmosddottabbak
voltak. H,O, hataséra jelent6sen karosodtak a sej-
tek, ami lecsokkent mitokondridlis membranpoten-
cidlban is megnyilvanult. A PARP gatlasa — fiig-
getlentil a gatlas modjatél — megakadalyozta a H,O,
mitokondriumkarosité hatdsat, ugyanakkor, a spe-
cifikus kinazinhibitorok visszaforditottdk a PARP-
gatlas védd hatasat (3. dbra).

Mind a siRNS, mind a PARP-DBD konstrukcié a
PARP-1 szekvencidja alapjan késziilt, igy kisér-
leteink nyoman egyértelmtivé valt, hogy a nuk-
learis PARP aktivacidja, és nem egyéb ADP-ribozi-
laciés folyamatok felelések az oxidativ stressz ki-
valtotta mitokondridlis karosodds medidlasaban.

3. dbra (lasd a cimlapon) PARP-gitlds és kiilonbozd kindz-
inhibitorok hatdsa a mitokondridlis membrinpotencidlra oxi-
dativ stresszben. Azonos mikroszkdpos teriiletrdl késziilt zold és
piros fluoreszcens képeket szuperpondltunk, hogy az aldbbi
kezelések mitokondridlis membrdanpotencidlra torténd hatdsdt
demonstriljuk. WRL-68 mijsejteket pEGFP, C1 vagy N3
plazmidokkal transzfektdlt mdjsejteket, valmint PARP-siRNS
mddszerrel transzfektdlt mdjsejteket 3 érdn dt 0,3 mM H,0O,, 10
uM PJ-34, 10 uM LY294002 vagy 10 uM PP2 reagenssel,
zelés utdn a sejteket mostuk, 10 percig JC-1 membrdanpotencidl-
fiiggd festékkel toltottiik, majd fluoreszcens mikroszképra szerelt
digitdlis kamera segitségével fényképeztiik.

Az is valoszintinek latszik, hogy a PARP aktivitasa,
nem pedig a fehérje jelenléte az, ami a nekrotikus
sejthaldl kivaltdsdhoz hozzdjarul.Ugyanis mind-
harom moédszer, a farmakologiai gatlas, a fehérje
mennyiségének elnyomasa, illetve a kompetitiv, de
nem farmakolégiai gatldas, a PARP-DBD transz-
domindns expresszidja ugyanazokat a hatasokat
valtotta ki. Rdadasul, ez utolsé esetben a PARP-1
intakt médon jelen volt a sejtben, csupan versenge-
nie kellett a katalitikus aktivitadssal nem biré PARP-
DBD fehérjével az egyszali DNS-térésekhez vald
kotédésért. Mindezek alapjan a PARP-1 fontos
terapias célpont az Osszes oxidativ stresszel jard
megbetegedésben.
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El6adds- és poszterdsszefoglaldk

E1 - Plenéris el6adasok

E1-01 Poli-ADP-ribozilacié indukalta jelatviteli folyamatok
oxidativ stresszben
Siimegi B., Tapodi A., Debreceni B., Hanto K., Bognar Z., Gallyas F.
PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Oxidativ stresszben egyes szédli DNS-torések keletkeznek, melyek akti-
véljak a poli-(ADP-rib6z) polimerdz (PARP-1) enzimet. A tdlzott mértékii
PARP-aktivitas cellularis NAD*-depléciéhoz vezethet, melyet a sejt megpro-
bél a NAD" reszintézisével megakadalyozni, ami ATP-depléciot, majd sejt-
pusztuldst vonhat maga utén. A klasszikus modell szerint a PARP-gatlok a
NAD'- és ATP-delécié megakadélyozéasan keresztiil fejtik ki protektiv hata-
sukat. Ugyanakkor kordbbi munkaink jelezték, hogy a PARP-gétlas szinte-
tikus PARP-inhibitorokkal hatédssal van a jelatviteli folyamatokra. Harom
eljarast alkalmaztunk a PARP-1 gatlaséra: (1) szintetikus PARP-gétlokat, (2)
a PARP-fehérjeszintézis elnyomasat siRNS-sel és (3) a PARP DNS-k6t6, de
katalitikusan inaktiv doménjének tilexpresszidjat. Mindharom mdédszerrel
kimutathaté volt a PARP-gatlas citoprotekiv hatésa, és hogy ez védte a mi-
tokondridlis membranpotenciél oxidativ stresszben indukalt 6sszeomlasat.
Mindharom gatlastipusndl megfigyelheté volt egy Src-kindz-, PI-3-kindz
medidlta Akt-aktivacio, és az, hogy a kindzkaszkadok specifikus gatlasa fel-
fliggeszti a PARP-gétlok protektiv hatdsat, jelezve, hogy citoprotektiv hatas
jelentGs mértékben az Akt-aktivacion keresztiil valosul meg. A PARP-gatlési
modszerek egy részénél kizarhat6 volt a direkt mitokondrialis hatds, igy a
mitokondriumot védé hatas is feltehetSen a jelatviteli folyamatok modu-
lalasan keresztil 1ép fel, melyet j6l aldtdmasztott az is, hogy az Src-kinaz-PI-
3-kindz-Akt-aktivéci6 gatlasa felfiiggesztette a PARP-gatlok mitokondrium-
véd§ hatasat. A PARP-gétlds okozta citoprotektiv hatds meghatarozo része
tehat az Src-kinaz-PI-3-kinaz-Akt-aktivacion keresztiil valésul meg,
alapvet@en 4j értelmezést adva a PARP-gtlok citoprotektiv hatdsanak.

E1-02 Az 6r6kl6dd pancreatitis molekuldris mechanizmusai
Sahin-Téth M.

Dept. of Molecular and Cell Biology; Boston Univ, Boston, MA, USA

A herediter pancreatitis dominansan 6rokl6d6 autoszomalis betegség,
ami az esetek tilnyomo tobbségében a kationos tripszinogén génjének
valamilyen pontmutacidjahoz tarsul. Kisérleteinkben irdnyitott muta-
genezissel elGallitott mutdns human tripszinogének biokémiai vizsgalata-
val kerestiik azt a kozos mechanizmust, melynek révén a kiilonb6z6
mutdciok pancreatitishez vezethetnek. Eredményeink szerint: (1) A
kovetkezetesen kimutathaté fenotipikus véltozds a mutdns trip-
szinogének fokozott autoaktivécidja, ami egyarant kimutathaté az aktiva-
ciés peptid és a tripszinmutansok esetében. (2) A kationos tripszinogénen
kiviil mas, a tripszinogénrendszerhez funkciondlisan kapcsol6do gének
mutacioi is vezethetnek fokozott tripszinaktivitdishoz. Az egyik ilyen
genetikai tényez$ a pancreatikus szekretoros tripszininhibitor génjének
olyan mutacidja, amely csokkenti az inhibitor tripszinaktivitdssal szem-
beni véd§ hatasét a pancreasban. (3) Az egyik human tripszin izoenzim,
az un. mezotripszin funkciéja az, hogy képes lebontani a tripszinin-
hibitorokat. Potencidlisan a mezotripszin fokozott aktivitdsa a tripszinak-
tivitds novekedéséhez vezethet a pancreasban. (4) Megismertiink olyan,
az anionos tripszinogén génjét érinté mutaciokat, melyek a tripszinogén
fokozott lebomldsdhoz vezetnek. Ezek a mutéciok — szemben a kationos
tripszinogénmutacidival — csokkent tripszinaktivitast eredményeznek és
véds hatdsiak a pancreatitis kialakuldsaval szemben. Vizsgalataink arra
utalnak, hogy a herediter pancreatitis kialakuldsdnak molekularis mecha-
nizmusaban a k6z0s nevezd a kérosan megemelkedett intrapancreatikus
tripszinaktivitds lehet, ami szoveti emésztédéshez és kovetkezményes
gyulladéshoz vezet.

E2 — Szerkezeti biolégia

E2-01 Dajkafehérjék és sejtes hal6zatok

Csermely P., Kovacs 1., Szalay M., Korcsmaros T., S6ti Cs.

SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
A dajkafehérjék (mas néven molekularis chaperonok, stresszfehérjék vagy
hésokkfehérjék) a tradiciondlis, molekuldris szintii kép szerint a sejtekben
frissen szintetizalédott vagy nativ konformacidjukbol kibillent, kéro-
sodott fehérjék aggregacio elleni védelmében, illetve helyretekerésében
segédkezd fehérjék nagy csaladjat alkotjak. Az elmudilt tiz évben néhany
mérfoldkének szamitd kisérleti megfigyelés és a rendszerszintd adatok
nagy tomege rairanyitotta a figyelmet arra, hogy a dajkafehérjék funk-
ciondlis jelentGsége egy masik szinten, a sejt szintjén is tetten érhets. A
kibontakozé kép szerint a dajkafehérjék némelyike a sejtes hal6zatokban
igen sajatos helyet foglal el. E dajkafehérjék alacsony affinitdst, tranziens
(gyenge) kotésekkel kotGdnek a tobbi fehérjéhez, és a sejtes fehérjék altal
alkotott komplexeket (csoportokat, modulokat) kétik Ossze egymassal
igy, hogy e modulok atfedéseiben foglalnak helyet. E dajkafehérjék olyan
fehérjékhez kot6dnek, amelyeknek sok szomszédja van az adott sejtes
halézatban, azaz amelyek csomopontoknak tekinthetSk. A dajkafehérjék
modulkozi, modulokat Osszekapcsold szerepe a sejt mitokondrialis ha-
l6zatanak kapcsolddési pontjain is megfigyelhets. Itt a sejtes stressz a
mitokondriumok szétkapcsoloddsdhoz vezet, amely a sejt tilélésének
igen hatékony és a molekularis szintli védelemnél magasabb szinten
jelentkezd eszkoze. A dajkafehérjék e tulajdonsdgai minden bizonnyal
hozzajarulnak ahhoz, hogy a sejt jelatvitelében és génexpresszidjaban
pufferel§ szerepet toltenek be, és a kiilsG (vagy betegségbdl illetve
oregedésbdl fakadd ,bels6”) stressz hatdsait a sejt ugrasszer(i valtoza-
saivda tudjdk konvertalni. E tulajdonsagukkal a dajkafehérjék igen fontos
szerepet toltenek be az evolicio sebességének szabalyozasaban.
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E2-02 Egy 1j 16,2 kDa hdsokkfehérje citoprotektiv hatasa-
nak jellemzése
Bellyei Sz.* , Szigeti A.'?, Boronkai Az, Bognar Z.", Hocsak E.',
Solti Izabella’, Pozsgai E.!, Gallyas F.!, Siimegi B."
PTE, AOK, ' Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, * Onkoterdpids Intézet
Génbank-adatbézisban homologi keresés soran fedeztiink fel egy eddig
ismeretlen funkcidju fehérjét, melynek szekvencidja hasonlésagot mutatott
az alphaB-crystallin fehérjéhez. A fehérje cDNS-ét a génbank adatai alapjan
placenta teljes-mRNS-készletbdl erdsitettiik ki PCR moédszerrel, majd
expresszios vektorokba klénoztuk. Az expresszalt rekombinds fehérjével
szemben poliklonalis nytil ellenanyagot fejlesztettiink ki. Mivel hésokk
hatésara a fehérje megnovekedett mennyiségben termel6dik kiilonféle
sejtvonalakban, homoldgidt mutat az alphaB-crystallin fehérjével, és a
moltomege 16,2 kDa, kis molekulatomegti hdsokkszert fehérje 16,2-nek
(Hslp16,2) neveztiik el. HeLa sejtekben, ahol nagy mennyiségben terme-
16dik a Hslp16,2 fehérje, dsiRNS technikaval valé elnyomasa hatésara a sej-
tek fokozottabb pusztulasat tapasztaltuk Taxol- és hidrogén-peroxid-kezelés
soran. azonban, NIH3T3 egérfibroblaszt-sejtekben valo tilexpresszio
hataséra citoprotektiv hatasat figyeltiikk meg azéltal, hogy gatolta a proapo-
totikus citokrom c kidramlasat a mitokondriumbdl, az AIF nukleéris transz-
lokécidjét és a kaszpaz-3 enzim aktivécidjat. A rekombinans Hslp16,2 fehér-
je direkt médon adva védte a mitokondridlis membranpotencial kalciumin-
dukalta 6sszeomlasat in vitro rendszerben. Aggregatumokat alkot, tovabba
specifikusan kotédik a Hsp90 fehérjéhez. A Hsp90 gatlasa geldanamycinnel
felfiiggesztette a fehérje citoprotektiv hatésait, amely alapjan kovetkeztetjiik,
hogy a hatdsmechanizmus egyik ttvonala feltehetSleg Hsp90-medialt.
Hslp16,2 tilexpresszi6 hatédsara fokozott ,lipid-raft”-képzédést figyeltiink.
A fehérje tilexpresszidja és elnyomadsa soran a jelatviteli titvonalak vizsgala-



ta sordn megfigyeltiik, hogy a citoprotektiv hatasért felel6s az Akt-, Erk-
dtvonal aktivacidja és a p38 ttvonal gatlasa. Human neuroektodermalis
daganatokban a gradus fokozodasaval novekedett a fehérje expresszidja,
véltozott az intracitoplazmatikus lokalizécidja.

E2-03  Escherichia coli IbpA és IbpB a sejt membranjainak
Grei
Balogi Zs.", Glatz A", Jésvay K.}, Nagy E.!, Balogh G.!, Debreczeny M.",
Juhasz K.!, M. Matuszewska’, K. Liberek’, A. Mogk®, B. Bukau’,
P. Goloubinoff*, Vigh L.", Horvéath I.!
! MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; * Univ. Gdansk, Gdansk, Poland;
? Univ. Heidelberg, Heidelberg, Germany; * Univ. Lausanne, Lausanne,
Switzerland
Az Escherichia coli két kis molekulatomegii h&sokkfehérjéje (sHsp) az
IbpA és az IbpB. Ezek a sHsp-k extrém magas hémérsékleten gatoljdk a
proteinek denaturaciéjat in vivo. Szignifikdns mértékd fehérjevédelmet
azonban csak huzamosabb idejd héstressznek kitett sejtekben mutatnak.
Ugyanakkor tobb sHsp-r6l (pl. a cianobakterialis Hsp17, a Mycobacterium
tuberculosis Hsp16,3) ismeretes, hogy képesek meg6vni nemcsak a fehér-
jék épségét, de a membranok integritdsat is kiilonféle stresszhatdsok
soran. Vad tipust, AibpAB és IbpA+, IbpB+, IbppAB+ ,revertdns” sejtekkel
végzett tesztek arra engednek kovetkeztetni, hogy az E. coli sHsp-k
kozvetleniil befolyasoljak a sejtmembranok fizikai tulajdonsdgait. Az
IbpA és IbpB hatékonyan képesek reguldlni a membranok permeabilitasi
és azok periférialis régidjanak fluiditasi jellemzGit in vivo és in vitro
egyarant. Minthogy a membranvédelemben az IbpA, a dajkafehérje
funkciéban pedig az IbpB mutatkozik hatdsosabb védelmi eszkoznek,
kirajzolodni latszik egy, az IbpA-IbpB-Osszetétel valtoztatdsaval szaba-
lyozhatd, kettés védelmi tulajdonsaggal rendelkezé heterokomplex mt-
kodése magashémérsékleti stressz soran.

E2-04 A matrilin-2 oligomer szerkezete

O. Sicora’, Kravjér 1", S. Muller?, Rottenberger Zs.!, H. Sheng',

R. Wagener?, Dedk E.'

! MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; * Univ. Cologne, Medical Fac.,

Center for Biochemistry, Cologne, Germany

A matrilin-2 a tomott- és lazarostos kotszovet sejtkozotti allomanyanak
alkotorésze, de tobbféle hamsejt is termeli. Kordbban elektroforézissel és
elektronmikroszképidval a fehérjét mono-, di-, tri- és tetramerek keve-
rékeként mutattuk ki. Ugyanakkor az oligomerképzdédésért felté-
telezéstink szerint felelds, a fehérjelinc COOH-végén taldlhaté 35
aminosav in vitro o-helikélis coiled coil strukturat képez, amely trimert for-
mal. Tehat az oligomerizéciét a fehérje tobbi része is befolyasolja. Ennek
felderitésére mini matrilin-2 fehérjevaltozatokat termeltettiink 293-EBNA
eml@ssejtvonalban, tisztitottunk sejtkultira-folyadékbdl és jellemeztiink
Mindegyik rekombinéns fehérjevaltozat hordozta a fehérje masodik von
Willebrand-faktor A-moduljat és a coiled-coil oligomerizacios modult. A
kett6 kozotti, mintegy 75 aminosav, a matrilin-2 egyedi szegmense vagy
hidnyzott, vagy kétféle formaban volt jelen, amelyek alternativ RNS-
vagds kovetkeztében 19 aminosavban kiilonboztek. Immunblot- és
MALDI-ToF-analizissel bizonyitottuk, hogy a matrilin-2 alapvetSen
trimert képez, de kimutattuk a két teljes fehérjébdl és egy coiled-coil
részbdl feléptils részleges trimert is, amely proteolitikus hasitdssal jon
létre. A hasitas helye az egyedi modul. A hosszabb matrilin-2 monomert
hordozé trimerek viszont multimerekké kapcsolédnak az egyedi modul
kozepén 1évé egyetlen cisztein révén. Tehat a matrilin-2 — alternativ RNS-
véagas és egyedi moduljdban bekovetkezd proteolitikus hasitasok révén —
tobbféle oligomerizacios formdt alakit ki, amely sziikséges a fonalas
haélézat szerkezeti és funkcidbeli komplexitdsahoz. (OTKA T034729,
T049608, GVOP 3.1.1.-2004-05-0267/3.0)

E2-05 Retrovirilis proteazok 0sszehasonlité
specificitasvizsgalata

T8zsér J., Eizert H., Sperka T., Kédas J., Mikléssy G., Boross P.

és Bagossi P.

DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen

A HIV-1 proteadz (PR) kivélé kemoterdpias célpontnak bizonyult az AIDS-

terdpiaban, és szamos PR-inhibitort hasznalnak napjainkban a klinikai

gyakorlatban, azonban viszonylag gyakran fejlddik ki rezisztencia

elleniik. Szamos, a rezisztencidban megjelend aminosav-oldallanc meg-

taldlhaté mas retroviralis PR-ekvivalens helyén, ezért a retroviralis pro-

tedzok Osszehasonlité specificitasvizsgédlata segithet a rezisztencia

molekularis okainak megértésében és rezisztencia kialakuldsaval szem-

ben ellendllé inhibitorok tervezésében. Tizenegy olyan retroviralis pro-

tedz szubsztratspecificitasat hasonlitottuk 6ssze, melyek kozt mindegyik

retrovirus-alcsalddnak legaldbb egy képviselGje volt. A vizsgalatokhoz
egy szisztematikusan felépitett, HIV-1 Gag hasitasi helyen alapuld
oligopeptid-sorozatot hasznaltunk. A molekularis modellezéssel vizsgalt
protedzok hasonlé Pl-preferenciat mutattak, mig a P2 hely kritikusnak
mutatkozott a szubsztratspecificitdis meghatarozasdban. Nagyobb val-
tozatossagot észleltiink a P3-as és P4-es poziciokban. A protedzok speci-
ficitasai j6l korrelaltak a proteazszekvencian alapul6 filogenetikus rokon-
saggal. Tovabbi vizsgalatainkban retrovirusok természetes hasitasi
szekvenciait tartalmazo peptidsorozaton mért kinetikai allandokat hason-
litottuk 6ssze néhédny reprezentativ enzim esetében. Vizsgalataink alapjan
kapott altaldnos szubsztratszekvencidk hasonlésdgot mutatnak retrotran-
szpozon hasitasi helyek szekvencidival. A proteazok inhibitorsorozattal
felvett gatlasi profiljai azt sugalljdk, hogy a retroviralis protedzok szubszt-
ratspecificitdsa lényegesen jobban konzervélt, mint érzékenységiik az
inhibitorokkal szemben. (OTKA T43482, F34479, F35191)

E2-06 Egy tripszinszer{i, autoaktivalédasra képes mutins
kimotripszin térszerkezete
Jelinek B.!, Katona G.?, Venekei L', Fodor K.!, Graf L.!
' ELTE, TTK, Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék; > LCCP/IBS,
Grenoble, France
Az S189D+A226G kimotripszin kett§s mutans az eddigi legsikeresebb
probalkozas a kimotripszin specificitasi profiljanak tripszinszertivé
alakitdsara, és a mutans a tripszinhez hasonléan autoaktivaciéra képes. A
tripszinszert tulajdonsagok szerkezeti hétterének vizsgalatahoz meg-
hataroztuk a mutans kristalyszerkezetét, 2,2 A felbontassal. A kimotrip-
szinszer( S189D muténs szerkezetével 6sszehasonlitva jol latszik, hogy az
A226G csere jelentés valtozdsokat okoz az S1 szubsztratkots hely
szerkezetében: a 226-0s alanin és a 191-220 diszulfid kozotti kolesonhatés
megsziint, igy a diszulfid a kett6s mutdnsban a zseb belsejébdl kifordul-
va a vad tipushoz hasonlé pozicioba keriil. Masik fontos kiilénbség a trip-
szinszer(i specificitdsért felelds Asp189 pozicidja: a kettGs mutdnsban —
ahogyan azt a specificitasi profil elérejelezte — az oldallanc a tripszinhez
hasonldan a szubsztratkots zseb belseje felé néz. Az Asp189 1j konforma-
cigjat stabilizdlé kolcsonhatasok azonban jelentSsen eltorzitjdk a zsebet
alkoté hurkok szerkezetét. FeltehetSen ez okozza, hogy - az S189D
mutanshoz hasonléan — az Asp194 oldallanc zimogénszerti konforma-
ciéban van, és az oxianion tireg sem alakul ki. Az autolizishurok konfor-
mécidja is hasonlo: a szubsztratkots hely jelentSs részét elfoglalva H-
kotést alakit ki a 195-0s aktiv szerinnel. A kristdlyban megfigyelt
szerkezetbdl az enzimaktivitds teljes hidnya kovetkezik, ezért feltételez-
ziik, hogy oldatban mads, aktiv szerkezet(ek) is kialakulhat(nak). Ezt
erésitik meg pH-fiiggésvizsgalataink is. Eredményeink és korabbi
mérések azt mutatjak, hogy az S1 szubsztratkots helyre bevitt mutaciok
az egész aktivaciés domén stabilitasat befolyasolhatjak.

E2-07 Egy immunoldgiai szempontbdl jelentds szerin
protedz enzim autoaktivalédasanak mechanizmusa
Gal P.!, Kocsis A.!, Harmat V.2, Barna L.!, Ambrus G.}, R. B. Sim?,
Naray-Szab6 G.?, Zavodszky P.'
" MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; > ELTE, TTK, MTA
Fehérjeszerkezet Kutatécsoport, Budapest; * MRC, Immunochemistry Unit,
University of Oxford, UK
A proteaz enzimek szabalyozasdnak egyik fontos mechanizmusa az, hogy
ezen enzimek édltalaban zimogén formaban képzd&dnek, és aktivitasukat —
megfelel§ helyen és id6ben — egy belsé peptidkotés hasadédsa révén
nyerik el. Szdmos esetben egy masik aktiv protedz hasitja a zimogént,
azonban vannak autoaktivalédé enzimek is, ahol a bels§ peptidkotés
hasitasa mas, kiils6 protedz kozremiikodése nélkiil valésul meg. Ilyen,
valédi autoaktival6dé enzim az altalunk vizsgalt, mannozkots lektinhez
kapcsol6dé szerin protedz-2 (MASP-2), amely a természetes immun-
vélasz kialakitdsaban jatszik fontos szerepet. A MASP-2 autoaktivalodasi
mechanizmusanak felderitése céljabol rontgendiffrakcio segitségével
meghataroztuk az aktiv és a zimogén forma térszerkezetét. Megmutattuk,
hogy a szintetikus szubsztrdton inaktiv zimogén forma fehérjeszubsztrat
hatdsara képes atbillenni az aktiv konformaciéba anélkiil, hogy a belsé
peptidkotés elhasadna az enzimben. Kiilonb6z6 zimogén mutansok
hasznalataval bebizonyitottuk, hogy autoaktivaci6 esetén egy zimogén
molekula képes hasitani és ezzel aktivalni egy mdsik zimogén molekulat.
Az aktiv és zimogén térszerkezetek Osszevetésébdl megallapitottuk, hogy
autoaktivacio sordn egy nyolc flexibilis peptidhurokbdl all6 régio, az tn.
autoaktivacios domén konformacidja valtozik jelentés mértékben. A két-
fajta térszerkezetet felhasznalva in silico modelleztiik az autoaktivécios
folyamatot. Tudomasunk szerint ez az elsG olyan modell, amely egy valo-
di autoaktivacios folyamat szerkezeti hatterébe enged betekintést.
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E2-08 Az APC TPR alegységei funkcionalis alkomplexeket
alkotnak

Pal M., Nagy O., Dedk P.

MTA SZBK Biokémiai Intézet, Szeged

Az APC komplexnek alapvet§ szerepe van az eukaridta sejtosztédas

szabélyozéasaban. Legaldbb 11 evoliciésan konzervalodott alegységbdl

all, amelyek koziil négy strukturédlisan hasonld, 9-10 tetratrico-peptide-

repeat (vagy TPR-) motivumot tartalmazé fehérje. A TPR alegységek

szerepe még nem ismert, azonban a TPR domének fehérje-fehérje kol-

csonhatést kialakité képességébdl, valamint éleszté TPR-mutansok egy-

séges fenotipusdbol arra kovetkeztettek, hogy az APC vazszerkezetének

kialakitdsdban vesznek részt. Munkankban a TPR alegységek funkcidjat

vizsgaltuk genetikai médszerekkel az ecetmuslica (Drosophila melano-
gaster) kisérleti rendszerben. Mutédnsizolaldssal és transzgenikus RNS-
interferenciatechnikdval eltavolitottuk az egyes TPR alegységeket, és
meghataroztuk ennek fenotipusos kovetkezményeit. Harom alegység
dellenességeket, programozottsejthaldl-indukciot és APC szubsztratfel-
halmozédést eredményezett. A negyedik TPR alegységnek a tobbi APC
alegységektdl eltérSen nincs létfontossagu funkcidja, szerepe a komplex
funkciéjanak finomszabalyozasa lehet. Eredményeink azt mutatjdk, hogy
a struktirélisan hasonl6 TPR alegységek eltéré mértékben jarulnak hozza
az APC funkcidjahoz, elképzeléseink szerint funkcionalis alkomplexeken
keresztiil.

E3 — DNS-karosodas, oxidativ stressz

E3-01 A PRINS nemkddolé RNS funkcidjanak vizsgalata
géncsendesitéssel
SzEll M.', Szegedi K.?, Sonkoly E.?, Nagy N.?, Bata-Csorgd Zs."?, Kemény
L.**, Dobozy A.**
SZTE, ' MTA Dermatologiai Kutatécsoport, * Borgyogydszati és Allergologiai
Klinika, Szeged
Munkacsoportunk a kdzelmiltban azonositott egy nemkédolé RNS-gént
(PRINS: psoriasis susceptibility-related RNA gene induced by stress), mely gén-
expresszis eredményeink szerint szerepet jatszik a pikkelysomorre valo
hajlam, valamint a sejtek stresszvalaszanak kialakitdsaban. Munkank célja
az volt, hogy siRNS moédszerrel csendesitsiik a gén expresszidjat HeLa
sejtekben, és vizsgéljuk, hogy a csendesités milyen hatédssal van a sejtek via-
bilitaséra, illetve hogy milyen egyéb gének kifejez6dését befolydsolja.
Eredményeink szerint a PRINS gén expresszidjanak csendesitése csokkenti
a Hela sejtek viabilitdsat stresszkoriilmények (széruméheztetés) kozott,
ami arra utal, hogy a PRINS génnek szerepe van a HeLa sejtek
stresszvalaszanak kialakitasdban. Azt a megfigyelést tettiik, hogy a PRINS-
csendesitett HeLa sejtek a kontrollsejtekhez viszonyitva megnytlt, orsé
alakot vesznek fel, és a sejtkulttira névekedése soran a sejt—sejt kapcsolatok
kialakuldsa is eltér a kontrollkultirdkban megfigyeltektSl. cDNS microarray
kisérletben vizsgéltuk, vajon milyen génexpresszids valtozasok éllhatnak
az eltérd sejtmorfologia hétterében. A chipkisérlet eredményei szerint 66
transzkriptum mutatott eltérd szintd génexpressziét a PRINS-csendesitett
sejtekben a kontrollsejtekhez viszonyitva, ezek koziil 24 expresszidja ala-
csonyabb, 42 kiejez6dése pedig magasabb volt. A génexpresszios kiilonb-
ségeket RT PCR modszerrel validaltuk, és a validalt géneket tovabb vizs-
galtuk. Els6sorban arra voltunk kivancsiak, hogy ezek a gének hogyan
fejez6dnek ki pikkelysomorben, ezért Gsszehasonlitottuk expresszidjukat
egészséges, pikkelysomoros tiinetes, valamint tiinetmentes epidermiszben.
Az azonositott transzkriptumok koziil a tovabbiakban azokat vizsgéljuk
részletesen, amelyek kifejez6dése nagymértékben eltér a pikkelysomoros
mintakban, tehat feltehetSen szerepet jatszanak a pikkelysomorre vald
hajlam és/vagy a pikkelysomoros tiinetek kialakitasédban.

E3-02  Uracil-DNS nukleaz: egy 1j nukleaz csalad

Békési A", Muha V!, Pukancsik M.}, Leveles 1!, Zagyva 1., Felfoldi F.?,
Hunyadi-Gulyas E.?, Klement E.?, Burkovics P.*, Haracska L.},
Medzihradszky F. K., Erdei A%, Vértessy G. B.!

" MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; * MolCat Kft,. Budapest;

’MTA SZBK, Proteomikai laboratérium, Szeged; * MTA SZBK,

Genetikai Intézet, Szeged; 5SELTE, TTK, Immunolégia Tanszék, Budapest

Az uracil rendszerint hibaként értelmez3dik a DNS-ben, ahova két médon
keriilhet: (1) a citozin dezaminalédésa folytan, (2) magas dUTP/dTTP-
arany esetén a replikaci6 soran timint helyettesitve. Rendhagyé médon a
Drosophila larvalis szoveteibdl két alapvetd javito fehérje is hidnyzik: (1) a 6
uracil-DNS glikozildz (UNG) génje nem taldlhaté6 meg a genomban, (2) a
dUTP/dTTP arény szabalyozasaban kulcsszerepet jatsz6 dUTPaz nem
fejezédik ki a larvalis szovetekben. Igy a larvakban uracil-DNS halmozéd-
hat fel. Az uracil-DNS-nek a metamorfézishoz kapcsol6dé apoptozisban
betoltott szerepét vizsgalva 3. stddiumu larvakbol uracil-DNS-t felismerd
fehérjéket izolaltunk. A f§ taldlat nem mutat tavoli homoldgiat sem ismert
fehérjékkel. Homologjai csupan teljes dtalakuldssal fejl6d6 organizmusok
genomjaban taldlhatok. A rekombinans fehérje uracil-DNS-re szigortan
specifikus nukledz- (UDE) aktivitdst mutatott, aminek egyediségét fémion-
fliggetlensége mellett a hasitott DNS-termékek analizise is aldtdmasztja. Az
UDE fehérje expresszidja kozvetleniil a babozédas el6tt indukalodik.
Egyediilallo specificitdsa és szekvencidja folytan az UDE fehérjét egy uj
nukleédz csaldd els6 vizsgalt képviselGjének tarthatjuk, amely 1ij betekintést
adhat az uracil hiba és/vagy jel szerepébe.
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E3-03 A replikdciés villa menekitése és a karcinogenezis
kapcsolata
Blastyak A., Hajdd I, Pintér L., Unk I., Haracska L.
MTA SZBK, Genetika Intézet, Szeged
Ha a replikaciés apparatus a DNS megkett6zGdése soran olyan DNS-
kérosodassal taldlkozik, mely karosodds nem javitodott ki kordbban
valamilyen reparéciés mechanizmus éltal, akkor a replikativ polimeraz
szigoru szubsztatspecifitdsa miatt a kdrosodott bazis blokkolja a replika-
ci6s villa tovabbhaladasét. Egyetlen ilyen blokkolt replikaciés villa is
megakadalyozhatja a sejtciklus S-fazisdnak befejez6dését, ami a sejt ha-
laldhoz vezethet, gyakran pedig a genom olyan szerkezeti megval-
tozasdhoz, mely kozvetlen 6sszefiiggésbe hozhaté malignus transzforma-
ciéval. A genetikai informacié megdrzése érdekében kialakult kiilonboz6
reparacios mechanizmusok koziil az tgynevezett posztreplikécios re-
paracids (PRR) it az, mely hatékonyan képes a blokkolt replikaciés villa
menekitésére. A replikacios villa megforduldsa, mint egy lehetséges titja a
PRR-nek mar évtizedekkel kordbban felvet3dott, azonban az intenziv
probalkozasok ellenére sem sikertilt olyan fehérjét azonositani eukar-
itakban, amely biokémiailag igazolhatéan szerepet jatszana ebben a
folyamatban. Bemutatjuk, hogy az éleszt6 PRR-ben szerepet jatszo egyik
gén fehérjeterméke képes replikdcids villa modellszubsztratok megfor-
ditdsara in vitro. Az éltalunk vizsgalt éleszt6gén human homoldgjainak
szerepe emésztérendszeri daganatok és melanémaék kialakulasaban meg-
alapozottnak latszik, és legalabb a human homoldgok egyike szintén ren-
delkezik a villa megforditdsdhoz sziikséges enzimaktivitassal. Eredmé-
nyeink remélhetSleg hozzéjarulhatnak a karcinogenezis folyamatinak
mélyebb megértéséhez és hatékony diagnosztikus eszkozok kifejlesz-
téséhez.

E3-04 A poli-(ADP-rib6z) polimeraz-2 szerepe a PPARYy
altal szabalyozott transzkripciéban
Bai P."*, S. M. Houten*!, A. Huber’, V. Schreiber!, M. Watanabe?, Kiss B.,
G. de Murcia !, ]. Menissier-de Murcia’, ]. Auwerx®
T CNRS UMR 7175 ESBS, Illkirch, France; > IGBMC - ICS, Illkirch, France;
* DE, OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; * Laboratory Genetic Metabolic
Diseases, AMC, Amsterdam, The Netherlands
A peroxiszomaproliferator-aktivalt receptor-y (PPARy, NR1C3) kozponti
szerepet jatszik a zsirszovet differencidlodaséban és funkcidjdban egyes
kulcsfehérjék expresszijanak szabalyozasan keresztiil. Munkank soran
egy DNS hibajavit6 fehérje, a poli-(ADP-rib6z) polimeraz-2 (PARP2) lehet-
séges szerepét vizsgaltuk a PPARY-szabélyozta transzkripciéban. A PARP2
- egerek fehér zsirszovete abnormélis szovettani képet mutatott. T6bb,
PPARg éltal szabalyozott gén expresszidja csokkent annak ellenére, hogy a
PPARY, és a PPARY, szintje normalis volt a szovetekben. A PARP2” egér
embrionalis fibroblasztok csokkent adipocita iranyt differencidciét mutat-
nak, és emiatt a PPARy farget gének alacsony expresszidjaval jelle-
mezhetSek. A PARP2 siRNS csokkenti a PPARY alapaktivitast, illetve a
PPARY ligandfiiggd aktivéacidjat. Kimutattuk a PARP2 és a PPARy DNS-
el. Eredményeink azt valoszintsitik, hogy a PARP2 a PPARy kofaktora.
(INSERM, NCRS Université Louis Pasteur, EU LSHM-CT-2004-512013,
NIH DK 067320, a FEBS Long Term Fellowship)

E3-05 Poli-(ADP-ribéz): jelatvivé anyag?

DE, OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A poli-ADP-ribozildcié olyan poszttranszlaciés fehérjemddosités,
melynek soran a poli-(ADP-rib6z) polimerdz (PARP) csaladba tartozo
enzimek a NAD-ot nikotinamidra és ADP-ribézra hasitva az utébbibol



hosszt, eldgaz6 lanci polimereket szintetizalnak megfelel§ akceptor-
fehérjék glutamat- vagy aszpartat-oldallancaihoz kapcsolva. A polimer
rapid lebontasaért a poli-(ADP-rib6z) glikohidroldz (PARG) felelés. A
reverzibilis poli-ADP-ribozilaci6 jelentSségét szamos sejtfolyamat, igy a
kromatinszerkezet, a transzkripcié, a DNS-hibajavitds szabalyozasdban
igazoltdk. A PARP enzimcsalad legismertebb tagja, a PARP-1 DNS-torések
hatdsara aktival6dé enzimként valt ismertté, de a legtjabb eredmények a

PARP-1, és a PARP enzimcsaldd mas tagjainak foszforildcié révén torténd
aktivacigjat is leirjdk. A PARP-1 esetében az is ismeretes, hogy az enzim
nem csupan végpontja egyes kindzkaszkadoknak, de a PARP1 aktivécié-
ja, egyelére még nem tisztdzott mechanizmussal, djabb kindzok (pl. a
MAP kinaz JNK) aktivaciéjdhoz vezet. Az el6adasban szeretném attekin-
teni a poli-ADP-ribozilacié helyét és szerepét a genotoxikus stressz altal
kivaltott jelatviteli folyamatokban. (OTKA K60780)

E4 — Programozott sejthalal

E4-01 A galectin-13 indukalta apoptézis molekularis
mechanizmusai
Boronkai A. Bellyei Sz., Szigeti A., Hocsédk E., Németh V., Siimegi B.
PTE, AOK, Biokémiai Intézet, Pécs
A galectin-13 két identikus, 139 aminosavhossz, 16 kDa alegységbdl allo
protein. Northern- és Western-blot-vizsgalataink szerint elsGsorban a
méhlepényben, a magzati méjban és lépben expresszélodik, de EST-kl6n-
jait leirtdk szamos human szovetben, tumorban egyarant. Aminosav-
szekvencidja nagyfoki homologidt mutat a ,Charcot Leyden Crystal
Protein”-nel, mely a béta-galaktozidkotS (galectin) fehérjecsalad tagja.
Térszerkezeti modellezésével kordbban megiéllapitottuk, hogy a fehérje a
galectinekre jellemzé , jellyroll” szerkezettel rendelkezik. Affinitdskroma-
tografia és fluoreszcens spektroszkopia segitségével bizonyitottuk cu-
korkotd aktivitasat, ezen alapulé hemagglutinaciés képességét. *'P NMR
spektroszképidval detektaltuk gyenge endogén lizofoszfolipaz aktivi-
tasat. Affinitdskromatografia, PAGE, MALDI-ToF MS és PSD moédsze-
rekkel igazoltuk, hogy a galectin-13 az annexin-II-t, illetve a béta- és
gamma-aktint koti nagy specificitdssal. Immunhisztokémiai és kon-
fokélis mikroszképos modszerek eredményei alapjan a lepényi synci-
tiotrophoblast-sejtekben expresszalt galectin-13 mas galectinekhez
hasonléan a sejtfelszinre jutva a kefeszegélyben jelenik meg.
Transzfekciés technikaval elGallitott tranziens tulexpresszalé U-937
sejtvonalon végzett vizsgalataink a galectin-13 kordbban is feltételezett
sejthaldl-indukalé hatasat igazoltdk. A fehérje a transzfektalt sejtek
érzékenységét fokozza olyan exogén sejtkarosito tényezdk irdnt, melyek
a kontrollsejtcsoportra szdmottevs hatdst nem gyakorolnak. Kis dézisi
H,0,- és Taxolexpozicié sordn tett megfigyeléseink alapjan a fehérje a
sejthalal mind nekrotikus, mind apoptotikus folyamatit képes
potencirozni, a kivélté tényez6tSl fiiggSen. A galectin-13 sejthalal-
indukalé hatdsaban tehat részben mitokondrialis, részben MAPK-

medialt folyamatok valdszintsithetSek.

E4-02 Kisérlet a human szoveti transzglutaminaz Ca*-
kot6helyeinek felderitésére iranyitott mutagenezis
alkalmazasaval

Kiraly R."?, CsGsz E2 Kurtan T2, Keresztessy Zs.*, Fésiis L."?

" MTA Apoptézis és Jeldtvitel Kutatdcsoport; > DE, TTK, Szerves Kémiai

Tanszék; > DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen

A transzglutaminazok Ca*-fliggé aciltranszferazok, a fehérjék glutamin

és lizin oldallancai k6zo6tt hoznak létre kovalens izopeptidkotést. A szo-

veti transzglutamindz (TG2) fontos szerepet jatszik a programozott

sejthalal soran, valamint szamos jelent8s bioldgiai folyamatban. Ezt a

sokrétli funkcidt a fehérje Osszetettsége és tobbféle enzimaktivitasa is

alatamasztja, tobbek kozott G-fehérje funkciéval és GTPaz aktivitassal is
rendelkezik. A TG2 Ca>-kot6 helyeit még nem azonositottak.

Equilibrium dializisvizsgélatok alapjan megallapitottdk, hogy a huméan

TG2 6 Ca* kotésére képes, TG3 krisztallografids vizsgalat soran 3 Ca*-

kotShelyet azonositottak. Célul ttiztiik ki a TG2 Ca*-kotShelyeinek pon-

tos lokalizalasat helyspecifikus mutaciék alkalmazasaval. Mivel a TG2
nem rendelkezik tipikus Ca®-kot6 doménnal, harom modellezéssel
megtalalt negativ feliileti potenciald helyen, valamint két, a TG3 fehér-
jével homoldg helyen egyszeres és tobbszoros mutaciokat készitettiink.

A rekombindns TG2-t E. coli-ban GST- és HIS-ftiziés forméban ter-

meltiik, és glutation-Sepharose, illetve nikkel-affinitdskromatografias

oszlopon tisztitottuk. A muténs enzimek magas Ca*-koncentraciéndl is
csokkent transzglutamindzaktivitassal rendelkeznek. Ca*-kots ké-
pességiik “Ca equilibrium dializisvizsgélat alapjan kiilonb6z6 mérték-

ben csokkent. CD-spektroszkopids eredmények azt mutatjak, hogy a

mutaciok nem okoztak jelentSs szerkezeti valtozasokat. A mutansok a

vad tipushoz hasonlé GTPéz aktivitdssal rendelkeznek, két szuper

GTPéaz mutans kivételével. Eredményeink arra utalnak, hogy a mutage-

nizalt feltiletek jelentSs szerepet jatszanak a human TG2 Ca*-kotésében

és aktivitasaban.

E4-03 Endotél sejtek invaziéjanak szabalyozasa avb3
integrineken keresztiil
Czirok A.', C. D. Little*
"ELTE, TTK, Bioldgiai Fizika Tanszék; > University of Kansas Medical Center,
Dept. of Anatomy, Kansas City, KS, USA
Az endotél sejtek viselkedésének szabdlyozdsa az avb3 integrineken
keresztiil gyogyaszatilag is igéretes stratégia lehet. Nagyszamu endotél
sejt viselkedését analizdlé funkciondlis vizsgélatainkkal igyeksziink
minél kozvetlenebb médon megallapitani az avb3 integrin szerepét és
az azt modulal6 tényezdket. In vivo képalkotd rendszerrel megmutattuk,
hogy a vaszkulogenezis sordn a korai embriondlis érhalézatot invaziv
endotél sejtek hozzék létre. Ez az invaziv viselkedés nagymértékben
csokkenthetS a funkcionalis avb3 integrinek blokkoldséval. Endocar-
diumpérna-explantatumtenyészetek segitségével nagyobb felbontassal
analizaltuk az invézio folyamatat 3D kollagén-I gélekben. Ebben az in
vitro modellben az invaziv endotél sejtek perzisztens migraciéja gatol-
haté az avb3 integrin és a matrix metalloprotedz MMP2 kotédését speci-
fikusan blokkol6é reagensek segitségével. Ugyanakkor az integrin-
MMP2 asszocidcié irrelevans a nem invaziv endotél sejtpopuldcio
mozgasaban. A fenti funkciondlis eredmények Osszevetése az av vagy
b3 integrinre kiiitétt egér gyengén megvaltozott fenotipusédval arra
enged kovetkeztetni, hogy kompenzalé mechanizmusok jelenléte miatt
egy receptorfehérje teljes hidnya nem mindig ekvivalens a funkciondlis
receptor blokkolasaval.

E4-04 A szoveti transzglutamindaz szerepe a vorosvértestek
elhaldsaban
Sarang Zs., Madi A., Szondy Zs.
DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
Az érett vorosvértestek elhaldsuk soran a sejtmaggal rendelkezé sejtek
apoptézisahoz hasonlé mechanizmussal halnak el, melynek soran a sejtek
zsugorodnak és felsziniikon foszfatidil-szerin (PS) jelenik meg, amelyet
felismerve a makrofagok bekebelezik Gket. Az elhalés soran a sejten beltili
Ca*-koncentracié megemelkedik, melynek kovetkeztében a Ca*-szaba-
lyozott cisztein protedz m-kalpain és szoveti transzglutaminaz (TG2)
aktivdlodik. A TG2 szamos membran alatti vazfehérjét keresztkotve
felel6sé tehetS az elhald vorosvértestek Ca*-indukdlt tartés alakval-
tozasért és a membrin deformalhatésidganak elvesztéséért. Kalcium-
ionoférral kezelt TG27 vorosvértesteket haszndlva kimutattuk, hogy a
TG2-hidnyos sejteknek, a vad tipust sejtekhez hasonlitva, csokken a
makrofagok dltali felvétele. Ennek hatterében feltételezhetSen a fel-
szintkon torténd lassabb a PS-megjelenités allhat. Ugyanakkor a sejtfel-
szini PS eloszlasdban nem tapasztaltunk eltérést a két sejt kozott. A lassult
PS-megjelenités specifikus volt a kalcium ionoféros kezelésre, mivel
hiperozmotikus sokk és oxidativ stressz kivaltotta sejtelhaldsokban nem
tapasztaltunk eltérést a PS-kiforduldsban a két sejttipus kozott. Ki-
mutattuk, hogy az aktivalt TG2 képes keresztkotni a sejten beliil nem
kovalensen asszocialt kalpain kis és nagy alegységet. Hogy meghataroz-
zuk a TG2-flggd kalpain-keresztkotés hatdsat, megmértik in vitro az
enzim aktivitasat TG2-/- és +/+ vorosvértestekben ionoférkezelés elStt és
utan, valamint idében kovettiik a vorosvértestekben a kalpain szubsztrat
membranvazfehérje, a spektrin lebomlasat. Azt talaltuk, hogy a kalpain-
aktivitds a kalcium-ionoférral kezelt TG2-sejtekben volt a legnagyobb.
Adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a TG2 a kalpainaktivitas
szabélyozasan keresztiil elGsegiti a vorosvértestek elhaldsat. (OTKA
T049445, ETT 100/2003)

E4-05 Egy BH3 domént tartalmazé mitokondriilis
permeabilitastranziciét indukalo fehérje azonositasa

Szigeti A., Bellyei Sz., Boronkai A, Bognaér Z., Gasz B., Szab6 Z.,

Bognar E., Hocsédk E., Komlési K., Varbir6 G., Melegh B., Jandky T.,

Stimegi B., ifj. Gallyas F.

PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

57



Adatbazis-keresés és szekvenciaanalizis segitségével BH3 domént
azonositottunk a hemkots protein 2 / SOUL fehérjében, melybdl arra
kovetkeztettiink, hogy a fehérjének valamiféle szerepe lehet a sejthalal
folyamatdban. Ezt a gondolatmenetet kovetve, tilexpresszaltuk a fehér-
jét olyan sejtvonalban, mely egyébként nem termeli e fehérjét, és siRNS-
technikaval elnyomtuk olyanban, ami fiziol6gidsan is magas szinten tar-
talmazza azt, majd oxidativ stressznek tettiik ki a sejteket. A hemkotd
protein 2 jelenléte fokozta a hidrogén-peroxid vagy a Taxol éltal
indukalt sejthalalt, és elésegitette a mitokondridlis membranpotencial
Osszeomlasat. Novelte még a citokrom c kidramlasat a mitokondrium-
bél, valamint az apoptézisindukalé faktor és az endonukldz G magba
torténd transzlokacidjat is. A mitokondridlis proapoptotikus fehérjék
kidramlasat géatolni lehetett ciklosporin A-val, ami a mitokondrialis per-
meabilitastranzicié j6l ismert gatlészerrel. A hemkotd protein 2 tilex-
presszidja alatt kialakulé sejthalal dontSen nekrotikus, melyet propidi-
um-jodidos fest6dés és a kaszpazaktivacié hidnya is bizonyit.
Rekombindns hemkotd protein 2 izoldlt mitokondriumokban in vitro
indukalta a mitokondriélis permeabilitdstranzicié és a mitokondridlis
membranpotencial Osszeomldséat alacsony kalcium- és foszfatszintek
mellett is. A fehérje elnyomasa siRNS technikaval hemekots protein 2-t
fiziologidsan is kifejezS sejtekben csokkentette a hidrogén-peroxid vagy
Taxol éltal indukalt sejthaldl mértékét, és segitett fenntartani a mito-
kondriélis membranpotencialt. Ezen adatok alapjan sikertilt bizonyitani
az els6 mitokondridlis permeabilitastranziciét indukalé fehérje
(MPTIP1) létezését.

E4-06 Humdin makrofidgok apoptofagocita-génjeinek
expressziés mintazata
Zahuczky G., Méjai Gy., G. Petrovski, Fésis L.
DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
Az emberi szervezetben a naponta ~600 milliard elhal6 sejt eltavolitasat
kiilonboz6 fagocitasejtek végzik el. Az elhald és a bekebelezs sejtek kozotti
kapcsolat molekularis elemeinek szisztematikus vizsgalatat végeztiik el egy
altalunk konfigurdlt arrayrendszerben, amellyel 95 apoptofagocita-gén —
koztiik fagocitareceptorok, integrinek, hidképzé fehérjék, kiilonbozd
szignalutvonalak elemei, effektor fehérjék, citokinek — mRNS-szintjét tudtuk
egyidejtileg kvantitativ médon meghatarozni. Elsként a monocita—-makro-
fag-differencialédas soran fel- vagy leszabalyoz6dé apoptofagocita-géneket
hatéroztuk meg. 37 gén mRNS-szintjében szignifikans valtozast tapasztal-
tunk: 27 gén esetében novekedést, 10 gén esetében csokkenést. Kiilonbozd
donorokbdl szarmazé human makrofdgok expresszids mintdzatait 6sszeha-
sonlitva azt tapasztaltuk, hogy e gének kiilonb6zé szint( variabilitdssal ren-
delkeznek. Gliikokortikoidkezelés hatdsdra a makroféagok fagocitalé képes-
sége jelentGsen novekszik, ami eredményeink szerint kiilonb6z6 receptor-,
illetve hidképzé fehérjék génexpresszi-novekedésével jar egytitt. Mivel a fa-
gocitak tobbszorosen redundéns molekuldris , fagocitalo gépezettel” rendel-
keznek, megvizsgéltuk, hogy a kiilonboz6képpen elhald sejtek (autofagia,
anoikis-indukélt autofagia, UV-indukalt apoptézis) bekebelezése sordn kii-
16nb6z6 géncsoportok aktivalddnak-e a human makrofagokban. A gének egy
csoportja a fagocitalt sejtek tipusatdl fiiggetleniil aktivalédik, mig mas gének
csak meghatarozott médon elhald sejtek fagocitézisa soran aktivalddnak.

E5 — Anyagcsere-betegségek, miiszeres analitikai médszerek

E5-01 Hexdz-6-foszfat dehidrogenaz

Banhegyi G.

SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Patobiokémiai Intézet, Budapest
A hexéz-6-foszfat dehidrogendz (H6PDH) az endoplazmés retikulum
(ER) lumindlis kompartimentuménak legfontosabb NADPH-general6
enzime. Szubsztréatellatdsat az ER glukéz-6-foszfat transzportere (G6PT)
biztositja. A termelt NADPH-t kiilonb6z6 reduktazok, egyebek kozott a
11B-hidroxi-szteroid dehidrogendz 1-es tipusa (11PHSD1) hasznaéljak fel.
Ez az enzim kulcsszerepet jatszik a glukokortikoidok prereceptoridlis
aktivaldsdban, s igy a metabolikus szindroma feltételezett pato-
genezisében is. Kisérleteinkben a HOPDH szerepét vizsgéltuk kiilonb6z6
sejttipusokban. Patkanymaj mikroszémalis vezikuldkat vizsgdlva megal-
lapitottuk, hogy az intralumindlis piridinnukleotidok tdlnyomorészt
redukalt allapotban vannak, és a redoxstatusz fenntartasiban a H6PDH
aktivitdsnak fontos szerepe van. A H6PDH és a 11BHSD1 szoros koopera-
cidjat a kolokalizaci6 és a kozos kofaktorkészlet biztositja. Human granu-
locitdkban kimutattuk a G6PT, H6PDH és 11BHSD1 jelenlétét. A G6PT
géatloszerei apoptézist okoztak, melyet antioxiddnsokkal, illetve a
11BHSD1 redukalt szubsztratjaival ki lehetett védeni. Az eredmények
szerint az ER intraluminédlis NADPH-szintjének fenntartdsa antiapop-
totikus hatasti a granulocitakban. A G6PT - H6PDH - 11aHSD1 rendszer
elemeit patkdnyepididimalis zsirszovetbdl szarmazé mikroszémaékon is
kimutattuk. Feltevésiink szerint adipocitakban a rendszernek szerepe
lehet a szénhidratfogyasztast kovets lokalis glukokortikoid-aktivaciéban,
s igy a triglicerid raktarozasban. Osszefoglalva, a H6PDH alapvets
fontossagt az ER lumen redox homeosztdzisinak fenntartdasdban.
Emellett az enzim — a G6PT-rel egyiitt — molekuldris célpont lehet a
metabolikus szindréma farmakolégiai befolyasolasdban.

E5-02 Kiilonféle betegségmodellekben fellépd
inflammacios és egyéb folyamatok kovetése
magneses magrezonancias modszerekkel

Berente Z.", Radnai B.", Nagy G.?, Veres B.!, Gallyas F.!, Mandl ] >, Stimegi B.!

! PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs; > SE, Orvosi Vegytani,

Molekuldris Bioldgiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest

A magneses magrezonancia (MR) sajatossagainal fogva alkalmas nem

invaziv és nem destruktiv vizsgélodésra. A kiilonféle képalkot6 (MRI) és

spektroszkopiai (MRS) mddszerek egyiittesével a morfoldgiai elvaltoza-
soktdl a sejt- és szoveti szintl valtozasokon at egyes metabolitok koncent-
raciéjdnak meghatarozasaig terjedd széles skdlan vizsgalodhatunk, raada-
sul mindezeket a méréseket gyakorlatilag egyidejtileg, térben feloldva és
akar in vivo is végrehajthatjuk. ElsGsorban két betegségmodellen szerzett
tapasztalatainkba szeretnék bepillantdst nydjtani: egyrészt bakteridlis
lipopoliszachariddal kezelt egerekben (szeptikus sokk), masrészt aceta-
minofennel kezelt egerekben (méjkarosodas) vizsgalédtunk tobbféle kép-
alkoté médszerrel, tovabba in vivo és ex vivo spektroszképiai eljarasokkal.
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E5-03 Az endoplazmas retikulum szerepe az acetaminofen
altal kivaltott majkarosodasban
Nagy G.", Wunderlich L.}, Szarka A, Banhegyi G.!
' SE, MTA Endoplazmds Retikulum Munkacsoport; > BME, Biokémiai
és Elelmiszertechnoldgiai Tanszék, Budapest
Az acetaminofen (AAP) tiladagoldsa akut méjkdrosodashoz vezethet. Az
AAP metabolizmusét kisér6 glutationdeplécio, illetve oxidativ stressz 1é-
nyeges szereppel birnak a pathomechanizmusban. Az endoplazmas reti-
kulum (ER) biotranszformdcids enzimei révén kozvetleniil vesz részt az
AAP metabolizmusaban. Az ER mtikddéséhez lényeges a redoxstatusz
fenntartasa, ez sériilhet oxidativ stresszben. Mindezek okéan felmertilt,
hogy az AAP altal kivaltott akut méjkdrosodas soran ER stressz jon 1étre,
és az ER sajat, mitokondriumfiiggetlen jelpélyakat indit be. Kisérle-
teinkben him CD-1 egereket kezeltiink szubletalis d6zisti AAP-vel, majd
az ER oxidativ statuszét és fontos ER stresszmarkereket vizsgaltunk a
karosodas korai fazisaban. A mikroszomalis szabad redukalt glutation
(GSH) szintje a kontrollérték 10%-ara esett vissza AAP adasa utan. A PDI
oxidoreduktazok csalddjéba tartozé ERp72 tiolcsoportjainak AMS-jel6lése
azt mutatta, hogy a fehérje kizdrolag az oxidalt forméjaban van jelen
AAP-kezelést kovetGen. 3 6raval a kezelést kovetéen a CHOP/GADD153
és az ER membranjdhoz kot6d6 prokaszpaz-12 fehérjék indukcidjat,
tovédbba az ER stresszvélaszban szerepet jatsz6 ATF6 fokozott aktivacidjat
taldltuk. Lényeges ugyanakkor, hogy a legfontosabb ER-chaperonok (PDI,
ERp72, GRP78, GRP94) egyike sem indukélédott, ugyanakkor az effektor
kaszpazként miikodS kaszpaz-3 aktivacidja volt megfigyelhets. In vivo
eredményeink tehat arra engednek kovetkeztetni, hogy szubletélis dézist
AAP hatédsara az ER lumen redoxegyenstilya felbillen, tovabba hogy az
ER stresszvélasz proapoptotikus komponensei aktivalédnak. Az apop-
totikus torténések azonban megszakadnak, vélhetSen az oxidativ karo-
sodas miatt.

E5-04 Optikai immunszenzorok fejlesztése

Székics A.

MTA NKI, Okotoxikoldgiai és Kornyezetanalitikai Osztdly, Budapest

A bioanalitikai eljardsokban az analitkai rendszer harom alapvetd
egysége (felismerés, jelatalakitas és detektalds) koziil legaldbb az egyik
biolégiai/biokémiai természetli. Az immunanalitika ezen belil specifikus
antitest-antigén-kolcsonhatdsokon alapulé bioanalitikai modszerek
Osszessége, amelyek dontden az immunglobulinok kiemelked$ érzé-
kenységét és specifitasat allitjak az analitikai felismerés szolgélatdba. A
korszerti immunanalitikai rendszerek jelentSs képviselSi az immunszen-
zorok, melyekben az immunkomplex kialakuldsa megfelel$ elektronikai
vagy optikai tulajdonsdgi szenzorfeliileten megy végbe. Specifikus
antitest-antigén-kolcsonhatdsokon alapul6 optikai hullamvezets fénymo-
dus-spektroszkopiai (OWLS) szenzorokat fejlesztiink kiilonbozé célve-
gyliletek, igy makromolekuldk és kis molekulaji célvegyiiletek — el6bbi



csoportban fehérjetermészetli anyagok, utobbiban déntéen humén vagy
okotoxikologiai szempontbdl jelentSs vegytiletek (névényvéds szerek,
toxinok, hormonok stb.) — kimutatasara. A modszerfejlesztés kulcslépése
a szenzorfeliileten torténé kémiai lekotés tokéletesitése, melynek segit-
ségével az antitest-antigén-komplex mindkét tagjat sikeresen rogzitet-
hetjiik kovalens kotéssel, s a kapott immunszenzorokkal a célvegytiletek
mind nem versengs, mind versengé rendszerben detektdlhatok. Az
OWLS technika lehet&vé teszi, hogy az immunkémiai folyamatot rend-
kiviili érzékenységgel, szinte molekuldris 1éptékben, s egyszersmind va-
16s idejti kovetéssel detektaljuk. A modszerfejlesztésben egytittmiikodd
partneriink a MikroVakuum Kft., az MTA Kisérleti Orvostudoményi
Kutatéintézet, valamint a Kézponti Elelmiszer-tudoményi Kutatéintézet.
(NKFP 3A058-04, GVOP-3.1.1.-2004-05-0429/3.0, BIO-73/2001, OMFB
02193/1999, OTKA T032232, T033021, MikroVakuum Kft.)

E5-05 A GSK3 szerepe a zsirsav-bioszintézis szabalyozasa-
ban lipogén enzimek foszforilaciéjan keresztiil

Farkas V., Jakus P., Sandor A.

PTE, AOK, Biokémia Intézet, Pécs

Hideghatasnak (5 °C 1 hétig), majd semleges hémérsékletnek (28 °C 24 és

48 oran at) kitett patkdnyokban vizsgaltuk a szabad zsirsavak (FFA) és a

glitkoz metabolizmusaban bekovetkezett véltozdsokat a barna és fehér

zsirszovetben (BAT, WAT), valamint az izmokban. A BAT érintett fehérjéi

kozott két lipogén enzimet, az acetil-CoA karboxilazt (ACC) és az ATP-
citrazt vizsgaltuk behatéan. BAT esetében mindkét lipogén enzimnél
mind a teljes, mind a foszforildlt alak expresszidja fokozédott a hideg
hatédsara, mig a WAT esetében expresszidjuk csokkent. Fontos, hogy BAT
esetében csak a ACC1 izoenzim felszabalyozédasa s az ACC2 véltozatlan
mennyisége volt megfigyelhetS. Ezen enzimek tényleges aktivitdsai és az
in vivo FFA-szintézis szintje hasonld trend szerint valtozott, vagyis
novekedett a BAT és csokkent a WAT esetében. A WAT tehat sajat szin-
tetikus aktivitdsdnak csokkentésével FFA-t és gliikozt biztosit a BAT
szamara, igy mtikodve egyiitt azzal a hémérsékletszabélyozott termo-
genezisben. Az ACC in vivo foszforilaciés szintje a GSK3-aktivitassal kor-
reldlt, ami arra utal, hogy a GSK3 foszforildlhatja az ACC-t. A hidegben
mutatkozo, lecsokkent inzulin- és gliikozszintek ellenére a BAT
gliikozfelvétele nétt az inzulin-szignalkaszkad bizonyos tagjainak foko-
zott expresszidja miatt. A hidegnek kitett patkanyokban, kizarélag a BAT
szovetben az Akt és GSK-3 fehérjék fokozott kifejezGdését és foszforila-
cigjat tapasztaltuk, mig az izomszovetekben ilyen véltozas csak a reakkli-
matizécios iddszakban volt tapasztalhatd. Ekkor e fehérjék tilexpresszio-
ja lépett fel, mig a szérum inzulinszintje a normal érték folé emelkedett.
Ezzel parhuzamosan a piruvat dekarboxildz enzimaktivitasa csokkent.
Ezen egyiittes hatdsok lehetnek felel@sek a hideghatas utan tGjra akklima-
tizélodott patkdnyokban a BAT —a szakirodalomban korédbban ismertetett
— szélsGséges glikogénfelhalmozodasaban.

E6 — A génkifejez6dés szabalyozasa

E6-01 A matrilin-1 gén promoéterének funkciondlis analizise
Kénesi E., Nagy A., Molnér A., S. T. Oommen, Sink¢ I., Kiss 1.

MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A porcspecifikus matrilin-1 gén egyedi tulajdonsdga, hogy expresszidja a
novekedési korong meghatérozott zonaira korlatozodik. A gén szabélyo-
z6 régidinak elGzetes vizsgalata transzgenikus egerekben arra utal, hogy
amagas szintl génkifejez6déshez egyarant sziikség van a tavoli promoter
és az introni elemek jelenlétére. A hosszi prométer Snmagéban, illetve a
rovid promoéter az introni serkentével (enhancer) a transzgénexpressziét a
novekedési korong proliferativ és prehipertrof porcsejtjeibe irdnyitotta.
Ezen transzgénekben a rovid prométer volt a kozos elem, ami Sox9 és NFI
kotShelyeket tartalmaz. Felmeriilt a kérdés, hogy ez a régid jatszik-e
szerepet a zonalis kifejez6dési mintazat kialakitdsaban. Ennek megvala-
szolasara luciferazfiziés konstrukciokat hoztunk létre, melyek a révid
promoétert (vagy ennek muténs formdit) és a kiilonboz6 hossztisagu disz-
talis promotert tartalmaztdk. A rovid prométerelemek szovetspecifikus
génmiikodésben jatszott szerepének kideritésére Sox9 és NFI kotShelyek
mutans valtozatat hordozé konstrukcidkat is elGallitottunk. A konstruk-
ciok aktivitdsdt tranziens expresszios kisérletekben kiilonboz8 sejtkul-
tardkon (fibroblaszt, kondenzdlédé mesenchyma és chondrocyta)
vizsgaltuk. A megfelel§ aktivitist mutaté DNS-kombinaciokat LacZ
riportergén elé épitettiik, és mikroinjektalassal megtermékenyitett egér-
petesejtek him pronukleuszaba juttattuk. A transzgénexpressziot az injek-
talasbol szarmazo embriok X-gal festésével és hisztologiai modszerekkel
detektéltuk. Sikeriilt pontosabb képet alkotnunk a révid prométer és a
tavoli prométerelemek kozotti kolesonhatasrél, valamint a szovetspeci-
fikus aktivitdsban betoltott szerepiikrél. (OTKA T049608, PD05006,
GVOP-3.1.1-2004-05-0290/3.0)

E6-02 Egy lipidek altal szabalyozott transzkripciés faktor
a PPARY mtikodése a makrofagok gyulladasos
allapotanak a fiiggvénye
Szinté A., Dezsé B., Nagy L.
DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
A PPARY a magreceptorok csalddjaba tartozé oxidalt zsirsavszarmazékok
altal aktivalt transzkripcids faktor. Fontos szerepe van a zsirszovet diffe-
rencialéddsaban, a makrofagok lipidanyagcseréjének, gyulladéasos folya-
matoknak a szabélyozasaban. Osszehasonlitva a szervezet kiilonbozs
szerveiben levé makrofagokat, azt taldltuk, hogy a PPARY kifejez6dése
nem egyenletes: vannak olyan, tgynevezett alternativan aktivalt
makrofagok, melyek szinte mind nagy mennyiségben fejeznek ki PPARY-
t, mig a klasszikus, gyulladdsos makrofagok altaldban alacsonyabb szin-
tet mutatnak. Azaz, a makrofagok egy része PPARy-pozitiv, mds része
-negativ, mig az alternativan aktivalt makrofdgok, mint pl. a
perivaszkularis vagy alveoladris makrofagok nagy része PPARy-pozitiv.
Ezt modelleztiik in vitro: human CD14-pozitiv monocitakat illetve vad
tipust és makrofagspecifikus PPARy-kiiitott egerek csontveldi sejtjeibdl
differencialtatott makrofdgokat aktivaltunk IL-4-gyel, hogy alternativan

aktivalt és IFNy-val, TNFo-val, LPS-sel, hogy klasszikusan aktivalt
makrofdgokat nyerjiink. Az IL-4 indukélja a PPARY kifejezGdését, mig a
gyulladdsos citokinek, bakteridlis szarmazékok gatoljdk azt. Nemcsak a
PPARYy szintje, hanem a receptor aktivitdsa is szabalyozodik a fenti
koriilmények hatésara. Ezek a folyamatok reverzibilisek, a gyulladdsos
kornyezet véltoztatdsaval valtozik a PPARy aktivitdsa. Globdlis gén-
expresszios vizsgélatokkal meghataroztuk a PPARYy altal szabalyozott cél-
géneket, és mind a fel-, mind a leregulalt gének esetén azt talaltuk, hogy
a PPARy hatdsa szinte kizdrélag az IL-4-kezelt, alternativan aktivalt
makrofagokban figyelhet6 meg. Ezek az eredmények Uj megvilagitdsba
helyezik az eddigi PPARy-kutatdsokat, hiszen a receptor &ltal szabélyo-
zott folyamatok egy sejtpopuldcidhoz, az alternativan aktivalt makrofa-
gokhoz kothetdk.

E6-03 A p53 fehérje szerepe PC12 patkanyphaeochromocy-
Fébian Zs., Vecsernyés M., Pap M., Szeberényi J.

PTE, AOK, Orvosi Biolégiai Intézet, Pécs

A PC12 patkanyphaeochromocytoma-sejtek idegi novekedési faktoros
(NGF) kezelés hatdsara neuronalis irdnyu differenciaciot mutatnak. A fo-
lyamat soran az NGF a Ras/Raf/MEK/ERK jelatviteli palya elnydijtott
aktivacidjat véltja ki. E jelatviteli ut kozponti elemei az ERK 1 és 2 mitogé-
naktivélt protein kindzok (MAP kindzok), NGF indukalta aktivacidjuk az
ugynevezett korai valaszgének fokozott transzkripciéjan keresztiil a sejt-
ciklus leallaséhoz vezet. Az NGF hatdsra bekovetkezé masik fontosnak
ting biokémiai esemény a p53 tumorszuppresszor fehérje nukledris tran-
szlokécidja, azonban a p53 és Erk rendszerek kozti kapcsolat egyelGre
nem teljesen tisztazott. A kérdés vizsgalatara vad tipust és dominans
negativ hatast mutans p53 fehérjét stabilan expresszalé PC12-sejtvonalak
segitségével tanulmanyoztuk az NGF-kezelést kovets Erk- és p53-
kozvetitett jelatviteli eseményeket. Eredményeink szerint a p53 funkcio
nélkiilozhetetlen az NGF-inditotta differencidciéhoz. A jelenség hat-
terében az Erk, p38 és SAPK/JNK MAP kindzok NGF-kivaltott aktiva-
ciéjanak kinetikajdban bekovetkez§ eltérések allhatnak.

E6-04 ADA2Db adaptorfehérjéket tartalmazoé hiszton
acetiltranszferaz komplexek vizsgalata, avagy van-e
Osszefiliggés a hisztonok altalanos acetilacidja
és a gének aktivacidja kozott
Pankotai T.!, Zsindely N.', ﬁjfaludi Zs.!, Komonyi O.", Ciurciu A2,
Boros 1.
' SZTE, TTK, Genetikai és Molekuldris Biologiai Tanszék; > MTA SZBK,
Biokémiai Intézet, Szeged
A transzkripcio inicidcidjdban fontos szerepe van a kromatinszerkezetet
modosité folyamatoknak. Az egyik legintenzivenebben tanulmanyozott
hisztonmodositas a hisztonok aminoterminélis végének acetilacitja, ami
hozzajarul a kromatin fellazitdsahoz, és ezéltal elGsegiti a transzkripcié-
inicidciét. A hisztonacetildciéban a katalitikus hatdsu acetiltranszferdazok
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mellett sok mds, részben ismert koaktivétor és adaptor is szerepet jatszik.
Ilyen evoltciésan konzervélt adaptorok a GCN5 hiszton acetiltransz-
ferazt tartalmazé komplexekben megtaldlhatoé ADA2 fehérjék.
Saccharomyces cerevisiae fajpban egy, Drosophila melanogaster és szamos
tovdbbi magasabbrenddi él5lényben két eltérd funkcidju Ada2 gén (Ada2a
és Ada2b) ismert. Legtjabb eredményeink azt bizonyitjdk, hogy Drosophila
fajban az Ada2b génrdl alternativ darabolés (splicing) sordn két mRNS-
forma képzddik. A réluk kifejez6dS fehérjék a N-termindlis régicja
azonos, mig C-terminalis régidjukban eltérést mutatnak. Az egyes ADA2-
formakat kodolé DNS-darabok — bar eltérs hatékonysédggal — kiilon-kiilon
is képesek a mindkét izoformat inaktivdlé Ada2b-mutans allatok
menekitésére. A két fehérje eltér§ sejten beliili lokalizaciét mutat, az
ADA2b’ a sejtmagban, az ADA2b' a citoplazmaban figyelhet§ meg. Az
ADAZ2b' hidnyaban a hiszton H3 lizin 9 és 14 acetilacié csokkent mértékd,
az ADA2b* hidnya azonban nem okoz ilyen rendellenességet. DNS-
microarray kisérletben kozel 400 gént azonositottunk, amelyek szintje az
Ada2b mutécié hatésara szignifikans csokkenést mutat. Ezek koztil tobb-
rél bizonyitottuk, hogy expresszi6juk tobb nagysagrenddel csokken az
ADA2b* fehérje hidnydban, de az ADA2b' hidnya nem befolydsolja
lényegesen expresszidjukat. Adataink szerint a citoplazmatikus lokaliza-
ciét mutaté ADA2Db' fehérje a hisztonok éltalanos acetilaciéjdban vesz
részt, mig a sejtmagi lokalizdciét mutaté ADA2Db* fehérje egyes gének
promoterspecifikus aktivaciéjanak nélkiilozhetetlen faktora.

E6-05 Membranperturbdcié is kivalthatja az enyhe
hdstresszel analég stresszfehérjevalaszt
Nagy E.!, Balogh G.', Balogi Zs.!, Gombos 1., Térok Zs.!, A. Maslyanko',
L. Sistonen?, P. Slotte?, Horvath I.!, Vigh L.!
" MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; > Abo Akademi University, Turku,
Finland
Koérnyezeti stresszhatdsokra minden élSlény evolticiésan nagymértékben
konzervalt molekularis stresszvalasszal reagédl. Ennek része a génkife-
jez6dési mintazat megvaltozasa, a hésokkfehérjék (Hsp-k) szintézisének
novekedése. A sejtmembran nem csupdn a celluldris kdrosodds egyik
célpontja, de kozponti szereppel bir a stressz-szignal érzékelésében, a
stresszelharité mechanizmusok mtkodtetésében is. A membranfluiditast
novel benzil-alkohol- (BA) kezelés izotermalis kortilmények kozott
stresszvalaszt indit el, indukélja a hsp70 és hsp27 expresszidjat, mikozben a
fehérjék denaturdcidjdt nem fokozza. A hsp70-indukcié és a ROS-ter-
melSdés mértéke alapjan a BA-kezelés az enyhe héstresszhez hasonlithato.
A hsp-k indukcidjéért az aktivalod6 HSF1 felelGs. A HSF1 kozponti szerepét

alatdmasztja, hogy HSF1-et nem tartalmazé HSF17 sejtekben membranper-
turbaciét kovetden a hsp-indukcié nagyon kis mértékd a HSF1*/* sejtekhez
képest. A BA dltal elinditott valaszreakci6, a hdsokkhoz hasonléan, képes
termotolerdnssa tenni a sejteket. A BA-kezelés nagyobb mértéki fluidi-
tasvaltozast idéz el6, mint az enyhe hdstressz. A 2-fenil-etanol is
hatékonyan fluidizalja a membréant, &m a hsp70 indukcidjat nem inditja el.
A BA azonban a fenil-etanolhoz képest nagyobb mértékben képes atalaki-
tani a szignalizdcioban is kozponti szerepet jatszo koleszterolban gazdag
membranmikrodomének szerkezetét. Ez arra utal, hogy a stressz-szignal
képzésében a membrandomének finomszervezédésének megvaltozasa jat-
szik donté szerepet, és nem a membranok altalanos fluiditds valtozasa.

E6-06 A mobil genetikai elemek szerepe az Escherichia coli
mutaciés folyamataiban
Fehér T., Cseh B., Umenhoffer K., Karcagi I., Pésfai Gy.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged
A baktériumok evolicids sikeressége jorészt a véltozékonysdg
képességén mulik. Az allanddéan valtoz6 kiilsé koriilményekhez valo
adaptdciéval dsszefliggésben a genomi mutdciés rata is dinamikusan val-
tozik. Bar hatalmas irodalma van a bakteridlis sejtek mutagenezisének, a
vizsgélatok tobbnyire specialis mutdcidfajtakra és fizioldgiai allapotokra
fokuszalnak. NovekedS E. coli kultirdkat vizsgdlva atfogo képet
szerettiink volna kapni a sejt mutaciés folyamatairdl, a mutaciok fajtairél
és azok relativ stlyardl normal és stresszes koriilmények kozott, kiilonos
tekintettel a mobil genetikai elemek szerepére. Kidolgoztunk egy D-cik-
loszerin-rezisztencia (cycA mutans) detektaldsan alapulé fluktudcios
mutaciéanalizalé rendszert. A médszer alkalmas gyakorlatilag a teljes
mutdciés spektrum detektdlaséra, a detektédlasi folyamat neutralis a sejtek
novekedése szempontjabdl (nem befolyadsolja az eredményt), és nem
igényel specidlis genetikai hatteret. Megallapitottuk, hogy vad tipust K-
12 (MG1655) sejtekben a cycA gén spontan mutdcids ratdja 6.54x10% a
spektrumot a pontmutdciok (kereteltolédds, baziscsere) domindljak. A
mobil IS-elemek (IS1, IS2, IS3, IS4, IS5, 1S150) a mutdcidk 24%-at teszik ki.
A vad tipusbdl kialakitott multideléciés (MDS42) torzsben a mobil elemek
hidnyaban a spektrumnak ez a szegmense hidnyzik. Fehérje-tilter-
melésre, illetve egyes toxikus plazmid-DNS-konstrukciék hatdsara a cycA
mutacios rata mérsékelten emelkedik; ezért elsGsorban az IS-elemek
okozta mutaciok felel@sek. Szelekcids hatasok (ndvekedési elény) révén
azonban a mérsékelt muticidsrata-emelkedés is dramai véltozdsokat
eredményez a stresszt okozd gén stabilitdsdban és a kultdra Ossze-
tételében, s ebben dominans szerepe lehet az IS-elemeknek.

E7 - Jelatvitel

E7-01 A ,PI4K230” foszfatidil-inozitol 4-kindz izoforma
nukleolaris el6fordulasanak kisérletes vizsgalata
Kakuk A", Kasa A", Friedlander E?, ifj. Vereb Gy ?, Balla A.*, Balla T.?,
Vereb Gy
DE, OEC, ' Orvosi Vegytani Intézet, * Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet,
Debrecen; * Endocrinology and Reproduction Research Branch, National
Institute of Child Health and Human Development, National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA
A jelatvitelben meghatdroz6 szerepl foszfatidil-inozitol 4-kindz
,PI4K230” izoformdja etanollal fixalt agyi metszeteken és kiilonféle
sejtvonalakban intenziv nukleoldris immunfluoreszcencias jelet ad,
amely a nukleolinnal kolokalizal és az enzimfehérje négy kiilonbozd
epitépja elleni antitesttel egyardnt kimutathat6. A nukleoldris im-
munreaktivitds — a citoplazmatikust6l eltéréen — formaldehides (PFA)
fixdlds utdn nem észlelhetd, azonban a PFA maszkirozé hatdsa
utélagosan alkalmazott forré citratpufferes (pH 6,0) kezeléssel
megsziintethetS. Feltételezziik, hogy a PFA a PI4K230 izoformat és egy
vele asszocialodé nukleoldris komponenst keresztkdtve maszkirozza a
PI4K230 epitopjait. A nukleoldris és citoplazmatikus PI4K230
azonossagdra utal, hogy a PI4K230-specifikus siRNS-sel transzfektalt
COS-7 sejtekben az immunreaktiv fehérje a nukleoluszbdl és a cito-
plazmabdl is gyakorlatilag teljesen elttinik. Az siRNS a transzfekciot
kovetS 24 éran beliil a PI4K230 mRNS szintjét jelentGsen csokkenti és a
sejtek pusztuldsdhoz vezet. Permeabilizélt HeLa sejtek ribonukleaz-A-
kezelésekor a PI4K230 a nukleoluszbdl eltiinik, ami arra utal, hogy a
PI4K230 RNS-fiiggé modon kotédik a nukleoluszban. Eredményeink a
PI4K230 nukleolaris lokalizaci6jdnak reverzibilitdsara és a foszfatidil-
inozitol 4-kinaz izoformdk koziil egyediilall6 nukleolaris szerepére utal-
nak. (OTKA T 042975)
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E7-02 A protein kinaz C kozvetlen hatasa a p110/p85
foszfatidilinozitol 3-kinadzra
Sipeki Sz., Faragé A.
SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
A tirozin kindzzal inditott jelpalyakban aktivalod6 p110/p85 foszfatidilinoz-
itol 3-kindz (PI3K) produktuma kulcsszerepet jatszik szamos sejtfunkcio
illetve bizonyos jelpalyak esetén specifikus sejtvalaszokban, mint példaul a
HGEF/scatter faktor altal indukdlt sejtszor6dés vagy az inzulin éltal stimulélt
metabolikus véltozasok. A PI3K 85 kDa reguldtor alegysége a tirozin kindz
receptor, illetve a receptor altal foszforilalt dokkol6 fehérje megfelel$ fosz-
fotirozinjaihoz k6tédik. A PKC bizonyos receptorokat, illetve dokkol6 fehér-
jéket foszforilalva, csokkenteni képes azok tirozin foszforildcios készségét.
A HepG2 sejtek szérédasat kivalto HGF jelpalydit vizsgalva megallapitot-
tuk, hogy a PI3K hozzajarul az Erk1/2 MAP kindzok aktivéldsdhoz is, ame-
lyek hosszantarté aktivdlédasa elengedhetetlen a sejtmozgashoz.
Megfigyeltiik, hogy a HGF jelpalyaban a PKC a sejtmozgas negativ modula-
tora, és mind az Erk1/2 MAP kindzok, mind a PI3K aktivalédasanak idGtar-
tamét csokkenti. Ezzel szemben, sem a cMet-receptor, sem a Gab1 dokkold
fehérje tirozin foszforilacidjdban nem taldltunk PKC-dependens csokkenést,
a PKC negativ modulator szerepe ilyen kozvetett hatdssal nem magyaraz-
haté. In vitro, rekombinans enzimek segitségével kimutattuk, hogy a PI3K
p1100./p850. izoforméjanak katalitikus alegységét a PKC foszforildlja és a
foszforilaci6 az enzim aktivitdsanak csokkenését eredményezi. Osszehason-
litva a pl10o, pl10B, valamint a p1103 alegységeket tartalmazd PI3K
komplexeket, kidertilt, hogy a PKC a legintenzivebben a p110B/p85a komp-
lex katalitikus alegységét foszforilalja. Val6szinti, hogy a PKC kozvetleniil is
modulélhatja a PI3K aktivitasat, és ezéltal azokat a folyamatokat, amelyek-
ben a PI3K aktivitds mennyiségi paramétereinek donté szerepe van.



E7-03 PKC izoenzimek szerepe a kalcineurin aktivitisanak

és expresszidéjanak gatlasiban forbolészterrel

és Ca-ionoforral stimulalt human periférias vér

mononuklearis sejtjeiben
Szijgyarté Zs.', Sztics K.}, Biré T.?, Sipka S.*, Gergely P.!
DE, OEC, * Orvosi Vegytani Intézet, > Elettani Intézet,
° III. sz. Belgydgydszati Klinika, Debrecen
Munkacsoportunk korabbi megfigyelése az volt, hogy mind az SLE
korképben, mind az egészséges donoroknal a periférids vér mononuk-
ledris sejtjeiben csokkent a kalcineurin aktivitdsa 5 pM Ca-ionofor
(A23187) és 50 ng/ml forbolészter (PMA, forbol-12-mirisztat-13-acetét)
egyiittes alkalmazasakor. Vizsgélni kivantuk a PMA-val és Ca-ionoforral
stimulalt, egészséges donoroktol szarmazé periférids mononuklearis sejt-
jeiben mért kalcineurinaktivitds csokkenésének lehetséges mechaniz-
musat, elsGsorban azokat a jelatviteli folyamatokat, amelyekben a PKC és
a kalcineurin kulcsszerepet jatszhat. Specifikus, sejtpermedbilis PKC-
inhibitorokat alkalmazva (GF109203x, G66976, Rottlerin) vizsgéltuk,
vajon a kalcineurinaktivitds-csokkenés a Ca-ionofor és/vagy a PMA
hatdsahoz rendelheté-e, és melyek azok a legfontosabb PKC izoenzimek,
amelyek részt vesznek a folyamatban. Megfigyeltiik, hogy mind a PMA,
mind a Ca-ionofor hozzajérul a kalcineurin aktivitdsanak csokkenéséhez
az enzim mRNS- és fehérjeszintjének moduldlasa nélkil. A két szer
egylittes alkalmazdsakor a kalcineurin mRNS- és fehérjeszintje csokkent,
és az enzimaktivitds jelent6s mértékben gatlédott. Kimutattuk, hogy a
szerek altal stimulalt jelatviteli titvonalban a klasszikus PKC izoenzimek
(cPKCo, B, 7) jatszanak kulcsfontossdgu szerepet, mivel a G66976 ¢PKC
inhibitor 6nmagaban is képes volt a kalcineurin aktivitdsaban és ex-
presszidjaban bekovetkezd csokkenést visszaszoritani a kezelések utan.
Igazoltuk, hogy a jelatviteli molekula szerepét a PKC és a kalcineurin
kozott a hiperfoszforilalt endogén kalcineurininhibitor (cain) toltheti be.
(OTKA T60620)

E7-04 A miozin foszfataz szerepe a retinoblasztoma-fehérje
foszforilaciéjanak szabdlyozasiban
Kiss A.', Lontay B.!, Markész L.?, Oldh Ez Gergely P.", Erdédi F.!
DE, OEC, ' Orvosi Vegytani Intézet; > Gyermekklinika, Debrecen
A retinoblasztoma-fehérje (pRb) foszforilaciéja fontos szerepet jatszik a
sejtciklus sordn a G1/S-atmenet szabalyozasidban, valamint a pRb
degradacidjanak gatlasdban. A pRb defoszforildciéjdban a protein fosz-
fataz-1 (PP1) katalitikus alegységek (PPlc) szerepét feltételezik, a
folyamatot szabalyoz6 regulétor alegységet azonban még nem azonosi-
tottak. Irodalmi adatok a pRb és a miozin foszfataz holoenzim regula-
tor alegysége (MYPT) kolcsonhatasara utalnak. Ezért THP-1 leukémias
sejtekben tanulméanyoztuk foszfatdz inhibitorok és a MYPT lehetséges
szerepét a pRb foszforilacids szintjének és degradacidjanak szabdlyo-
zasaban. Az apoptdzist indukalé daunorubicin- (DNR) kezelés novelte
a sejtek foszfatdzaktivitasat. A protein foszfatdzokat gatl6 kalikulin-A
(CLA) jelenlétében a DNR-kezelt sejtek fokozott ttlélése volt megfi-
gyelhet6. A CLA csokkentette a DNR éltal kivaltott kaszpdz-3-
aktivdl6das és pRb-degradacié mértékét is. Immunprecipitacios kisér-
letekkel igazoltuk a MYPT és a pRb kolcsonhatasat. Tanulmanyoztuk a
kezelések hatasat a MYPT foszforildcidjara és sejten beliili lokaliza-
cidjara is. Kontroll és DNR-kezelt sejtekben a defoszforilalt MYPT féleg
a sejtmagban taldlhat6. A CLA-kezelés hatasara megfigyelhet6 a MYPT
foszforilaciéja, a MYPT és a PPlc részleges transzlokdcidja a cito-
plazméba, valamint a MYPT részleges degradécidja is. Mindezek a
tényezdk a foszfatazaktivitds dtmeneti csokkenését és a pRb foszforila-
cids szintjének novekedését eredményezhetik. Eredményeink szerint a
PPlc pRb szubsztrathoz torténd irdnyitdsdban a MYPT fontos szerepet
jatszhat és ez a miozin foszfatdz 1j szabalyoz6 funkcidjara utal. (OTKA
T043296)

E7-05 Kalciumérzékeny jelatviteli itvonalak az in vitro
porcképzddés szabalyozasaban

Zakany R.', Matta Cs.!, Juhdsz T.!, Fodor ] ?, Szijgyart6 Zs.’, Csernoch L2,

Modis L.", Gergely P’

DE, OEC, ' Anatémiai Intézet; > Elettani Intézet; > Orvosi Vegytani Intézet,

Debrecen

A porcdifferencidcié tanulmanyozasanak széles korben elfogadott mo-

dellje a csirkeembridk végtagtelepeibdl elGéllitott primer nagystriiségti

kondrogenikus mezenchimalis sejtkultdra. E kisérleti rendszer kozis-

merten rendkiviil érzékeny a tenyészt6 médium Ca-koncentracidjanak

valtozasaira. Kisérleteink soran egyes, az intracellularis Ca-koncentrécié

véltozasara érzékeny, jelatviteli folyamatokban fontos szerepet betdltd

enzimeknek (PKC izoenzimek, kalcineurin/PP2B) a porcdifferenciacio

szabalyozédsiaban betoltott szerepét vizsgaltuk: a fenti enzimek ex-
presszids mintazatanak és aktivitdsanak véltozdsait detektaltuk a porc-
differenciaci6 kiilonb6z6 fazisaiban. Vizsgéltuk az enzimek farmakolo-
giai inhibitorainak a porcképzédésre, a porcspecifikus transzkripcios
faktor Sox9 expresszidjara és foszforilaciéjara, a porcmatrixkompo-
nensek (II. tipust kollagén, aggrekan) termelGdésére, a porcsejtek élet-
képességére és proliferacios kapacitdsara gyakorolt hatdsait. Azonositani
kivantuk a kalcineurin és a PKCmu target jelatviteli molekulajat(i)t. A
porcsejtekben zajlé Ca-érzékeny jelatvitel egyik f6 medidtoranak az
ERK1/2 tiinik. Jelenleg foly6 kisérleteinkben keressiik az Osszefiiggést a
differencialéd6 porcsejtekben mérhetS intracellularis Ca-koncentracio
valtozasai és a fenti enzimek aktivitdsa kozott, valamint eddigi ered-
ményeink megerdsitésére tranziens transzfekcios technikdval vizsgaljuk
a kalcineurin, a PKCmu és a PKCdelta szerepét a porcdifferenciaciot
szabdlyoz6 jelatviteli folyamatokban. (OTKA K-60620, DE OEC Me-
cenatdra)

E7-06 Az intracellularis Ca-koncentraci6 valtozasai

az in vitro porcdifferenciacié soran
Matta Cs.', Juhasz T.!, Fodor J.?, Deli T.?, Csernoch L.>, Médis L.}, Gergely
P2, Zakény R
DE, OEC, ' Anatémiai, > Elettanilntézet; * Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
Az in vitro porcdifferenciacié szabélyozasaban tobb, az intracellularis
kalciumkoncentraci6 véltozasara érzékeny enzim vesz részt (PKC, PP2B).
Arra a kérdésre kerestiik a vélaszt, milyen mintdzatot kovet a porck-
épz6dés soran a differencidlodé sejtekben mérhetd intracellularis Ca-
szint. Kisérleteinket csirkeembriok végtagtelepeibdl elGéllitott primer
kondrogenikus mezenchimalis sejttenyészeteken végeztiik. A mérés elGtt
a sejteket Fura-2-AM fluoreszcens festékkel toltottiik fel: a kalciumot
kotott festék abszorpciés maximuma eltér a lalciumot nem kotott fes-
tékétsl, igy a két kiilonboz6 abszorpcids maximumnak megfelelé hul-
lamhosszon gerjesztve a sejtet, az emittalt fluoreszcens fény intenzitasa-
nak hényadosabdél a Ca-koncentracié kiszéamolhat6. Kontrollkoriil-
mények kozott a kerek morfolégidji kondrocitakban és a nytlvanyos
fibroblaszttipustu sejtekben is jelentés Ca-emelkedést mutathaté ki a
tenyésztés 3. napjan. Megfigyeltiik, hogy a folyamatosan adagolt 2 uM
ciklosporin-A (PP2B-inhibitor) hatdsara — mely el6z6 kisérleteink alapjan
porcképzddést gatlé hatastinak bizonyult — a kerek és a nytlvanyos
sejtekben is magasabb a Ca-szint, ugyanakkor a kontrollkoriilmények
kozott megfigyelhetd, 3. napi ,cstics” elmarad. A kondrogenikus sejtek a
Ca-szint emelkedésével reagalnak az extracellularisan adagolt ATP-re; a
sejtvalasz mintdzata ionotroép P2X-receptor jelenlétére utal. Ezt a vélaszt
azonban kizarélag a 3. napon kapjuk. Jelenleg folyik az ATP éltal kivaltott
valaszért felelGs receptor azonositédsa és a f6 intracellularis Ca-kotd fehér-
je, a kalmodulin expressziés mintazatinak vizsgdlata. (OTKA K-60620,
DE OEC Mecenattira)

E7-07 Primer porcosodé sejtkultirak tranziens
transzfekciéjanak optimalizalasa
uhdsz T.!, Matta Cs.!, Mészar Z.!, Nagy G.°, Hajas Gy.%, Szijgyarto Zs.?,
Dobrosi N.°, Czifra G.’, Kardcsonyi Z.}, Biré T.>, Modis L., Gergely P.?,
Z&kény R
DE, OEC, ' Anatémiai Intézet; > Orvosi Vegytani Intézet; ° Elettani Intézet;
* Orthopédiai Klinika; °* Bérklinika, Debrecen
Csirkeembriok végtagtelepeibdl izolélt kondroprogenitor-sejtekbdl elGal-
litott primer sejtkultirdkban kerestiik azt a transzfekciés modszert, amely
nagy hatékonysédggal képes idegen DNS bejuttatasdra anélkiil, hogy sza-
mottevd citotoxikus vagy apoptotikus hatdsa lenne. Harom lipofekcios
(Lipofectamine2000, SuperFect Transzfekciéos Reagens, DMRIE-C
Reagens), egy amfipatikus reagenst (Saint Mix) hasznald, valamint egy
nukleofekciés (amaxa) modszert probéltunk ki az optimalis transzfekcios
technika beéllitdsdhoz. A FACS médszerrel végzett hatékonysagvizsgalat
eredményeként a nukleofekciés modszer esetében magas effektivitast lat-
tunk, azonban az elektroporacié komoly karokat okoz a sejtmembrin
integritasdban, igy a sejtek folyamatos pusztuldsa miatt a kisérlet utolso
napjara porctelepeket nem tudtunk detektdlni. A Saint Mix és a Lipo-
fectamine2000 transzfekcids reagens segitségével megfelel$ transzfekcios
hatékonysagot kaptunk, valamint az apoptézis mértéke is elfogadhato
volt, de a GFP-expresszi6 a porcképzddés mértékének szignifikdns
csokkenését eredményezte. Az egyes transzfekcios modszerek nem
gyakorolnak szamottevs hatést a sejtek életképességére, de az osztodasi
rata erételjesen visszaesik, kiilonosen GFP-expresszio esetén. A transzfek-
ciés reagensek onmagukban nem okoztak csokkenést a Sox9 és az
aggrekan mag- (core) protein mRNS-expresszidjdban, azonban a Saint Mix
reagenssel torténd transzfekcié kivételével, a GFP expresszidja csokkent
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Sox9-mRNS-expessziot okozott. Vizsgalataink alapjan a Saint Mix rea-
genst felhasznalo transzfekcids modszer a legalkalmasabb a nagy
stirtiségti kulttrak tranziens transzfekcidjara. (OTKA K-60620, DE OEC
Mecenatura)

E7-08 A laminin-disztroglikan-kolcsonhatas szerepe a
sejtmozgas és -hlizéerd szabilyozasiban
Meéhes E., Czirék A.
ELTE, TTK, Bioldgiai Fizika Tanszék, Budapest
Kisérleteinkben C2C12-egérmioblaszt-sejtvonalat iiltettiink laminin-1
fehérjékkel bevont rugalmas aljzatra. Az egyes sejtek mozgésat egy
szamitogépes rendszerrel kovettiik és elemeztiik. Ekdzben a rugalmas
aljzaton a sejtek 4ltal létrehozott deformaciokat fluoreszcens technikéval
vizualizaltuk, majd képelemzéssel kiszamitottuk a sejtek altal kifejtett
er8ket. Megmutatjuk, hogy a laminin-1 megnéveli a C2C12-sejtek motili-
tasat. Ezt a hatast a lamininreceptorként ismert disztroglikdn (DG) és az
integrinek kozvetithetik. A laminin-1 motogén hatasat nagyrészt ki
tudtuk védeni a DG-laminin-kotést specifikusan gétlé (funkcidéblokkold)
ellenanyaggal. A sejtek sebessége a DG blokkoldsa utdn egy 6ran beliil
lecsokken, viszont a sejtek éltal kifejtett er6 joval késébb megnd. Ezzel
ellentétben, az integrin-laminin-kétést kompetitiven gatlo RGD-szekven-
ciat tartalmazé oligopeptidek nem valtoztatjdk meg a C2C12-sejtek
sebességét, azonban a sejtek 4ltal kifejtett eréket néhany o6ran beliil
tartésan lecsokkentik. Az eredmények egyrészt demonstraljak, hogy nin-
csen szoros Osszefiiggés a sejtek vandorlasi sebessége és az altaluk az
aljzatra kifejtett er6k nagysdga kozott, masrészt arra utalnak, hogy a DG
részt vesz a sejtmotilitds szabalyozasdban a DG-Grb2-Sos1-Rac1-PAK1
dtvonalon, de kozvetleniil nem vesz részt a mechanikai hatdsok
kozvetitésében.

E7-09 A szoveti transzglutamindz gatolja a majsejtek
Fas-kozvetitette sejtelhaldsat és a szivizomsejtek
ischemia-reperfiiziés karosodasat

Sarang Zs.', Molnér P.?, Németh T.?, Véradi ].>, Nagy N.°, Tésaki Az
P. G. Mastroberardino®, M. Pacentini’, Féstis L.", Szondy Zs."!
DE, OEC " Biokémiai és Molekuldris Biolégiai Intézet, *Patholdgiai Intézet,
* Gyogyszerhatdstani Intézet, Debrecen; * Univ. Tor Vergata, Dept. of Biology,
Rome, Italy
A szoveti transzglutamindz (TG2) multifunkcionalis fehérje, amely
fehérje-keresztkotd aktivitasan kiviil, G-fehérjeként, BH3 doménnel ren-
delkez$ fehérjeként is miikodik, és kiilonféle fehérje—fehérje interak-
ci6kban vehet részt. Az intézetiinkben foly6 kutatomunka elGszor arra
hivta fel a figyelmet, hogy az enzim mikodése hozzajarulhat a
sejthalalprogram zavartalansdgéhoz. Itt TG2-kititott egerek vizsgélatan
keresztiil arr6l szimolunk be, hogy a TG2 egyes sejtekben a sejthalallal
szembeni véd funkciot is ellithat. A majban a TG2 az alfa-1B adrenerg
jelatviteli dtvonalon G-fehérje szerepet tolt be. Kisérleteinkben azt
mutatjuk be, hogy ez a jelatviteli ttvonal géatolja a madjsejtek Fas-
kozvetitette sejtelhaldsét, s igy méjsériilések kapcsén a FasL prolifera-
ci6s és regeneracios jelet tud biztositani a méjsejtek szdmara. A sziv-
izomsejtekben viszont még nem ismert mechanizmuson keresztiil
befolyasolja a mitokondrium ATP-termelését. TG2 hianydban az ATP
hidnyos szivizom fokozottan érzékeny az ischemia-reperfizios
karosodassal szemben. (OTKA:T049445)

E7-10 A CB1- és GABAg-receptorok kolcsonhatasa

a patkanyagy hippocampalis membranjaiban
R. Cinar', K. Mackie?, Freund T. F.?, Sztics M.!
" MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; > Depts. of Anesthesiology, Physiology
and Biophysics, University of Washington School of Medicine, Seattle, USA;’
MTA KOKI, Budapest
Mind tobb bizonyiték utal arra, hogy a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok
homo- és heterooligomereket alkothatnak, és a létrejott multiprotein-komp-
lexek ligandumkétési és jelatviteli tulajdonsagai modosultak. Kisérleteink-
ben a GABAg- és CB1-cannabinoidreceptorok részletes jellemzését végeztiik
ligandumstimulalt [*S]JGTPYS-kotési teszt segitségével patkdnyagy hip-
pokampalis membrankészitményben. A CBl-agonista Win55,212-2 po-
tensen stimulalta a [*S]JGTPyS-kotést, ED5y=33+6 nM, E ., =48+2,5%, mely
hatast a CBl-antagonista SR141716 teljes mértékben gétolta, igazolva hogy a
CBl-receptorok funkcionalisak. A GABAgB-agonista baclofen és SKF 97541
71% és 66% maximalis [*S]JGTPyS-kotésnovekedést eredményezett.
A GABAg-antagonista phaclofen mikromoélos koncentraciéban gétolta, na-
nomolos koncentracioban nem befolyasolta a baclofen hatasat. Ugyanakkor
a Win55,212-2 kiilonboz6 dozisaval egytitt adott phaclofen nano- és szub-
nanomolos doézisban kismértékben ugyan, de csokkentette a [*S]GTPyS-
kotés maximalis értékét a Win55,212-2 egyediili hatdsdhoz képest. A speci-
fikus CBl-antagonista AM251 és a GABAg-receptor agonista SKF97541
egylittes alkalmazasa szintén az egyedi receptorokétol eltéré ligandumkots
profilt eredményezett. Eredményeink arra utalnak, hogy a CB1- és GABAg-
receptorok egymassal kolcsonhatésban éllnak patkanyagy hippokampus-
ban, amely az egyedi receptorokétél eltérd farmakoldgiai sajatsagokat ered-
ményez és heterooligomerizacioval johet 1étre. (NKTH DNT 08/2004)

E7-11 A hizésejt dltal termelt hisztamin szerepe

a tumorellenes immunvalaszban
Hegyesi H., T6th S., Molnar V., Falus A.
SE, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet, Budapest
Feltételezziik, hogy a dermatofibrosarcoma-sejtek (DFS) termelte hisztamin
(HA) autokrin médon fokozza a tumorndvekedést, és a lokélis immun-
vélasz Th2 iranyu polarizacidjat segiti el6. Megvizsgaltuk hogyan médosit-
ja a tumorprogressziét a humoralis immunvélaszban résztvevd hizésejt
jelenléte, s ez mennyiben fiigg az éltala termelt HA-t6l. HA-szintézisre
képtelen hisztidindekarboxildz-hianyos (HDC KO) allatokban mod-
ellezhetd a szisztémas HA-hidny hatasa, valamint HA-termelésre képtelen
hizésejtek izoldlasaval in vitro kisérleteket is tervezhettiink. Modelltinkben
DFS sejtvonalat syngraftként oltottuk az egerek egyik oldaldra, mig masik
oldalukon a tumor mellett csontvelébdl differencialtatott hizésejtszuszpen-
zi6t (HDC vad- tipus vagy HDC KO) is adtunk. Vizsgéltuk a Th1/Th2
egyenstilyt jellemz§ citokinek expresszigjat. Mértiik az interleukin-12 (IL-
12) és interleukin-10 (IL-10) mRNS mennyiségét, kvantitativ RT PCR mdd-
szerrel. In vitro ,,co-culture” tenyészetben vizsgaltuk a tumorsejt-hizoésejt-
interakciét: proliferdcio, migracio és citokintermelés szempontjdb6l. A
HDC-vad egereken gyorsabban né a tumor, s ez a hatds hizosejtekkel
tovabb fokozhaté. A HDC KO egerek tumoraiban az IL-12 mennyisége
harom és félszeresére novekedett a vad tipust egerekre oltottakhoz képest.
A tumorindukalt HDC KO hizosejtek migraciés képessége fokozott, a
tumorsejt hatdsara kevesebb IL-10-et, IL-12-t és TGF-B-t termelnek, mint a
vad tipusu hizésejtek. Megallapitottuk, hogy a HA, feltételezhetGen az IL-
12-termelés gatlasaval csokkenti a tumorellenes immunvalaszt.

E8 - Uj gyégyszercélpontok azonositisa

E8-01 Jelatviteli folyamatok szerepe a poli-(ADP-rib6z)
polimerazok gatlészereinek kardioprotektiv
hatasaban

Kovics K., Pélfi A., Berente Z., ifj. Gallyas F., Stimegi B.

PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

A Klasszikus elképzelés szerint a poli-(ADP-rib6z) polimerdzok (PARP)

gétloszerei azaltal fejtenek ki kardioprotektiv hatdst oxidativ stressz

soran, hogy megakadalyozzék a sejtekben a NAD* és az ATP deplécidjat,
amelyet az enzim oxidaciés DNS-karosodas indikélta aktivalodasa okoz.

Korabbi eredményeink azonban arra utaltak, hogy az enzim gatlasa jelen-

tésen befolyasolja szamos jelatviteli kindzkaszkdd aktivitdsit, ame-

lyeknek komoly szerepe lehet a kardioprotekciéban. Ennek igazoldsara

két rendszerben is vizsgéltuk a PARP-gétlok (4-hidroxi-kinazolin és L-

2286) hatasat; Langendorff-perfundalt izolalt szivben ischemia-reperfiizio

(IR) sorédn és a kronikus szivelégtelenség patkanymodelljében, az izopro-

terenol indukdlta miokardialis infarktusban (ISO). Eredményeink szerint,
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a 4-hidroxi-kinazolin jelentsen javitotta a posztischemids sziv ener-
giametabolizmusat (31P NMR spektroszképids eredmények alapjan) és a
vizsgélt szivfunkcios paramétereket. Tovébbda, csokkentette az IR
indukdlta lipidperoxidaciot, proteinoxidaciét, a képzddott szabad gyokok
mennyiségét és az infarktus nagysdgét, ekdzben megnovelte az Akt és
GSK-3p foszforilacidjat. A PI3-kinaz blokkoldsa, amely megakadélyozza
az Akt aktival6dasat, lerontotta a PARP-gatl6 pozitiv hatasait. Az L-2286-
kezelés szignifikansan csokkentette a posztinfarktusos szivelégtelenséget,
meggatolta a hipertroéfiat és az intersticidlis fibrozist, valamint megdrizte
a respiracios komplexek integritasat. Ekozben, az 1-2286 lecsokkentette a
hipertréfidval asszocidlhaté megnovekedett panPKC, PKC o./all és PKC
§ foszforilacioit, amely hatdsok eredményezhetik az antihipertréfikus
GSK-3 aktivdlodasat. Mindezek az eredmények bizonyitjak, hogy a
PARP-gatlok kardioprotektiv hatasa jelent6s mértékben mediélodik cito-
protektiv jelatviteli titvonalak aktivalasan keresztiil, tovabba dj terapias
célpontot szolgaltatnak a posztinfarktusos szivkarosodasok kivédésére.



E8-02 Ischemias szivkarosodasok kivédése egy 1j, SOD-
mimetikus mPT-inhibitorral
ifj. Gallyas F., Bognar Z., Kélai T., Plfi A., Hideg K., Stimegi B., Vérbir6 G.
PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
A fejlett orszagokban az akut miokardialis ischemia vezet§ haldlok, a
tiléls betegeknél pedig kovetkezményes kérosodasok jelentGsen ron-
thatjak a beteg életmindségét. Az egészségiigyi ellatas, kiesett munkaidd
és csokkent munkaképesség mind az egyed, mint a tarsadalom szamara
jelentSs terheket r6, ezért j terapids eljarasok kifejlesztéséhez komoly gaz-
dasagi érdek is fiz6dik. Ischemia-reperfiizi6 (IR) sordan a megnovekedett
intracellularis kalcium- és reaktiv oxigénspéciesz- (ROS) szint mitokon-
driélis permeabilitastranziciot (mPT) okoz, ami jelentSs szerepet jatszik a
kovetkezményes sejtkdrosodasok és a sejthalal medidldsaban. Az mPT
gétlasa csokkenti a nekrotikus sejthalalt, de a reperftizi6 sordn folyam-
atosan képz6dé ROS hozzajarulhat a permeabilitas pérus idSleges meg-
nyildsaihoz, ezéltal az elhtiz6dé apoptotikus sejthaldl kialakuldsédhoz.
Ezen folyamatok minél hatékonyabb gatlasa érdekében, az amiodaron
szubsztitualdsaval kifejlesztettiitk az els§ szuperoxiddizmutdz- (SOD)
mimetikus mPT-inhibitort (HO-3538). A HO-3538 gatolta az mPT-t és a
mitokondrialis proapoptotikus fehérjék felszabadulasat izoldlt mitokon-
driumban. Tovdbba ROS-eliminal6 és antiapoptotikus hatdst volt kar-
diomioblaszt-sejtvonalban oxidativ stresszben, valamint szignifikansan ja-
vitotta a mitokondriélis energiametabolizmust és a funkcionalis szivpa-
ramétereket, egyszersmint csokkentette a lipidperoxidaciét, proteinoxida-
ciét és infarktusméretet Langendorff-perfundalt izolalt szivben IR sordn.
Mindezen hatdsaiban elényosebb volt, mint a két dsszetevdje, az amio-
daron és a SOD-mimetikus pirrolszdrmazék. Az eredmények bizonyitjak,
hogy a SOD-mimetikus mPT-inhibitorok idealis gyogyszerfejlesztési
célpontok lehetnek a posztinfarktusos szivkarosodéasok kivédésére.

E8-03 Tirozinkinaz-gatlék makrofag-funkciékra gyakorolt
toxikus hatasai
Hrabak A.', Orfi "%, Bokonyi Gy.', Kéri Gy."?
SE, ' Orvosi Vegytan Molekuldris Bioldgiai és Pathobiokémiai Intézet;
? Gyogyszerészi Kémiai Intézet, Budapest; ° Vichem Kft., Budapest
A receptor tirozinkinazok (RTK) daganatok kialakuldsdban jatszott
szerepe miatt nagy jelentGsége van olyan inhibitorok szintézisének, ame-
lyek hatékonyan és jelentSsebb mellékhatasok nélkiil képesek RTK gatlas-
ra. A makrofdgok nitrogén-monoxid- (NO) termelésének szerepet tulaj-
donitanak a tumorsejtek elleni immunvalaszban. Hat, kémiai szer-
kezetiiket tekintve kiilonb6z6, de kis koncentraciéban is hatékony
kindzgatl6 vegyiilet hatdsat hasonlitottuk 6ssze patkanymakrofédgok NO-
szintézisére és fagocitalo képességére, mint alapvetd immunoldgiai
szerepiikre. Az RTK-gatlok kozott voltak olyanok, amelyek erésen
gatoltdk a M. luteus baktériumok komplementfiiggd fagocitozisat
makrofagokba, anélkiil, hogy a baktériumok sejthez kotédését csokken-
tették volna. A legerGsebb hatast a 6-(2,6-diklor-fenil)-2-(4-hidroxi-fenil-
amino)-8-metil-8H-pirido[2,3-d]-pirimidin-7-on mutatta, mig harom ki-
nazgatlé nem befolyésolta a fagocitozist. Ugyanezek a vegyiiletek a mak-
rofagok NOS-expresszidjat is csokkentették, valamint apoptézist inditot-
tak el a makrofagokban, amit a mitokondridlis potencial megsziinése
alapjan detektaltunk. A fagocitézis és az NO-termelés karosodasa nem
befolyasolta az RTK-gatloszerek hatasat COS 7 sejtvonalra, mind az é16-
sejtszam-csokkenés, mind az apoptézis véltozatlan maradt. A kisérletek
lehet6vé teszik olyan tirozinkindz-gatlé vegytiletek kivalasztasat a gyogy-
szerré fejlesztésben, amelyek hatékonysdguk mellett nem mutatnak ked-
vezGtlen mellékhatasokat az immunrendszer sejtjeire. JelentSsebb szamu
tirozinkindz-gatl tesztelése alapjan QSAR mddszerrel lehetséges azok-
nak a vegyiiletcsaladoknak a kivalasztasa, amelyek eleget tesznek
ezeknek a kovetelményeknek.

E8-04 A ferulaldehid hatdsa az LPS indukélta endotoxikus
sokkra egerekben

Radnai B., Tucsek Zs., Hocsak E., Vet6 S., Németh V., Bognar E.,

Grasz D., Berente Z., ifj. Gallyas F., Stimegi B.

PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, MTA Mitochondrium

Funkcidi és Betegségei Kutatdcsoport,Pécs

A szeptikus sokk stlyos szisztémds bakterialis fert6zés eredményeként

alakul ki, és csak az USA-ban évente megkozelitden 50 ezer ember esik

aldozataul. A betegség kezelésében az antibiotikumok hatastalansagénak

oka, hogy a sokkot nem kozvetleniil a baktérium anyagcseréje, hanem a

sejtfalaban taldlhat6 lipopoliszacharid (LPS), mas néven endotoxin valtja

ki. Az LPS kinazkaszkad-rendszereken (MAPK, Akt) keresztiil tran-

szkripcids faktorokat (NFkB) aktival, melyek a sejt szdmara kéros inflam-

matorikus citokinek (TNF-o, TF) és kemokinek elvélasztasdhoz vezetnek;

hipotenzi6t, lazat, szoveti nekrézist, hemodinamikai kollapszust és tobb
szervre Kkiterjed6 kdrosodést, ezéltal végiil haldlt okoznak.
Kisérleteinkben egy antioxidéns tulajdonsagu fenolaldehid, a ferulalde-
hid hatasét vizsgaltuk az LPS okozta endotoxikus sokk kialakuldasanak
mechanizmusara, egerekben. Azt taldltuk, hogy a ferulaldehid (6 mg/kg)
jelentésen megnovelte az egerek tiilélését az LPS-kezelést kovetGen. A
gyulladasi folyamatokat in vivo NMR-leképezési technikaval kovettiik
nyomon, amelynek segitségével markéns kiilonbségeket detektdltunk a
ferulaldehiddel kezelt és a kezeletlen allatok thoracalis és abdominalis
régidiban. A ferulaldehid szignifikdnsan csokkentette az LPS okozta JNK-
és AKT-foszforilaciot, és gétolta az NFkB-aktivaciot és annak nukledris
transzlokaciéjat a kezelt egerek majaban. Az LPS indukalta TNFa
szérumkoncentracidja kozel harmaddra esett vissza a ferulaldehid-
kezelést kovetSen. Ezen kisérleteink azt bizonyitjdk, hogy a ferulaldehid
jelentGs szerepet tolthet be az LPS indukalta endotoxikus sokk
kivédésében.

E8-05 Glukuronidtranszporterek az endoplazmas
retikulumban
Csala M.
SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
A gybgyszerek metabolizmusaban a membranokon keresztiili transzport
fontos szerepet jétszik, s az érintett transzporterek jellemzése és azono-
sitdsa lehet6vé teszi, hogy jobban megismerhessiik a farmakokinetikai
folyamatokat, illetve hogy tj farmakologiai célpontokat hatarozhassunk
meg. Célul tiiztiik ki a humén sejtek endoplazmds retikuluméban (ER)
miikodé glukuronidtranszporter fehérjék jellemzését, valamint a mdi-
kodésiiket befolyasolé hatéanyagok keresését. Funkciondlis vizsgalataink
azt mutattak, hogy az ER-ban tobb glukuronidtranszporter taldlhato, és
ezek specificitdsa elsGsorban az aglikon méretén alapul. Bakteridlis
homolégokat mar sikeresen haszndltdk fel a megfelel6 humén transz-
porterek génjének azonositasdra. Human EST adatbézisokban in silico az
E. coli glukuronidtranszporterének (GUS-B) lehetséges human homol6g-
jait kerestiink, és talaltunk egy klont, amely egy ismeretlen funkcidji
fehérjét kodol. A szekvencia prediktiv analizise szerint ez egy 10-12
transzmembran hélixet tartalmazo integrans membranfehérje nagy valo-
szintiséggel transzporter. Tartalmaz egy ismert konzervativ domént
(,Na*/melibiézszimporter és rokon transzporterek”), amelyet szamos
bakteridlis monoszacharid-, diszacharid-, galaktozid- és glukuronid-
transzporterben mutattak ki. A fehérje génjét a human, egér- és patkany-
genomban egyarant megtalaltuk; ezek egymdssal nagyfoku hasonlésagot
mutatnak. A gén expresszi6jat human méjban RT PCR moédszerrel si-
keriilt kimutatni. A szovetspecifikus expresszio és a fehérjetranszporter
funkciéjanak vizsgalata folyamatban van.

E8-06 Az oszteoklasztogenezist befolyasolé gének
expresszios valtozasa Paget-kérban
Nagy Zs., Gergely P.", Donath ].?, Poér Gy.'
ORFI, ' Molekuldris Biolégiai Laboratérium, > Reumatologiai és Metabolikus
Oszteoldgiai Osztdly, Budapest
A csontok Paget-kérja ismeretlen etiopatogenezisti, fokozott oszteoklaszt-
és oszteoblaszt-tevékenységgel jaré megbetegedés. Jollehet a betegség
kapcsan tobb gén koroki szerepe is felmeriilt, a csontmetabolizmusban
lényeges sejtszintli folyamatok génexpresszids valtozasai Paget-kérban
nem vagy csak kevéssé ismertek. Legtjabban a sequestosome 1 gén
(SQSTM1) gén mutaciéit hoztdk dsszefiiggésbe a betegséggel, a gén kife-
jez6désének hatdsa azonban ismeretlen. A betegség patogenezisének
feltdrdsaban a csontbiopszids anyag mellett teljes vér monocitak is alkal-
masak lehetnek az oszteoklasztogenezisben szerepet jatsz6 gének vizs-
gdlatara. Hazai sporadikus és familiaris el6fordulast Paget-kéros betegek
génexpresszids vizsgalatat végeztiik el monocitdkon és limfocitdkon. 20
Paget-koros beteg és 20 egészséges, korban és nemben illesztett kontroll-
egyént vizsgéltunk. Teljes periférids vér monocitdbol és limfocitdbol total
RNS-t izolaltunk, amelyen a csont anyagcserében lényeges gének (RANK,
RANKL, OPG, TNF-alfa, TRAF6 és SQSTMI) expresszios vizsgalatat
végeztiik, az SQSTM1 7. és 8. exonjanak mutéaciéit szekvendlassal detek-
taltuk. Paget-korban az oszteoklasztogenezisben szerepet jatszé gének
expresszi6s mintdzata jellegzetes képet mutatott, és szignifikansan kiilon-
bozott a kontrollokétol. Az NF-éB és RANK-RANKL génjei konzekvensen
tal-, mig a TNF-alfa génje alulexpresszalt volt. A monocita/limfocita gén-
expresszi6s arany Paget-korban a SQSTM1 altal kédolt p62 mRNS tekin-
tetében tért el a kontrollétél. A génexpresszids adatok alapjan nemcsak az
etiopatogenezis vélhat vildgosabbd, de tj kezelési célpontok is korvo-
nalazédhatnak, melyek felvetik a lehetSségét biologiai terapidk alkal-
mazhatdsdganak Paget-korban.
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E9-01 A transzkripcids kezdGpont koriili szekvenciak
nukleotideloszlds- és motivummintazat-vizsgalata
kiilonb6z6 emlds- és rizspromotereknél

Palfy T., Sebestyén E., Nagy T., Téth G., Barta E.
MBK, Bioinformatikai Csoport, Godollé
A tobb évtizede folyé kutatasok ellenére a transzkripcié inicidcidjanak
pontos szabalyozasa — kiilonosen a magasabb rendd él6lényekben —
val6jaban nagyon kevéssé ismert. Munkank sordn az eddig altaldban
hasznélt médszerektd] eltéré megkozelitést alkalmaztunk. Négy mag
(core) promoéter adatkészletet hoztunk létre. Az els6ben a DBTSS adat-
bézisbol 30964 db human, a masodikban az EPD adatbazisbdl 13046 rizs
transzkripciés kezdSpont- (TSS) kdrnyéki régiét (TSS + 50 bazispar, 6ssze-
sen 101 bp) gyfijtottiik 6ssze. A harmadik adatkészletet a csoportunkban
kifejlesztett DoOP adatbazis (http://doop.abc.hu) alapjan hoztuk létre tgy,
azon eml@sszekvencidkat tartalmazé ortolog prométercsoportokbol, ame-
lyeknek 500-as szekcidjdban levé human szekvencidjahoz DBTSS aéltal
annotalt TSS-t tudtunk rendelni. Ezutan a prométerszekvencidk
DIALIGN Aéltali illesztése alapjan kivettiik a megfelel6 TSS-kornyéki
szekvenciakat az el6zGekhez hasonléan. A negyedik mintaban olyan
promoéterszekvencidkat gydjtottiink Ossze, amelyek TATA-box-szekven-
cidt tartalmaznak, ellenben a kisérleti eredmények szerint transzkripcio
mégsem torténik réluk. A kapott és a TSS-t pontosan az 51. pozicioban
tartalmaz6 szekvencidkon vizsgéltuk az Osszes lehetséges 1-6 bp-os
oligonukleotidok gyakorisagi eloszlasat a TSS-hez képest mért pozicio
fliggvényében, kétféle médon. Tobb olyan motivumot is taldltunk,
melyek feliilreprezentéltsaga lehetséges fontos szerepiikre utal. Ezek
egylittes el6fordulasat, illetve az ezek alapjan létrehozott csoportokat is
elemeztiik. Eredményeink alapjan haromféle szempont szerint lehet széj-
jelvalasztani a promotereket a TSS-kornyéki szekvencia sajatossagai
alapjan: (1) tartalmaznak-e TATA boxot a TSS el6tt, (2) tartalmaznak-e egy
pirimidin-purin (PyPu) dinukleotidot a TSS-nél, (3) tartalmaznak-e GC
boxokat a TSS két oldaldn? Meglepetésiinkre tigy tiinik, hogy a hat tipus
barmelyik kombindci6ja el6fordulhat egyiitt, bar bizonyos preferencidkat
is lehet taldlni, igy példaul a TATA boxot tartalmaz6 igazi promotereknél
magasabb a PyPu és alacsonyabb a GC-boxok el6fordulasa.

E9-02  Uj megkozelités a gyogyszertervezésben:

a molekularis interakcids ujjlenyomat
Simon Z.!, Z. Yang', Hetényi Cs.', Bikadi Zs.?, Malnasi-Csizmadia A.'
! ELTE, Biolégiai Intézet, Biokémiai Tanszék, Budapest; > Virtua Drug Kft.,
Budapest
A gyogyszerek engedélyezésének nem feltétele a gyodgyszer célfehér-
jéinek, hatasmechanizmusanak pontos ismerete, ugyanakkor nemkiva-
natos mellékhatdsok léphetnek fol, melyek szamtalan potenciélis gyogy-
szermolekula elvetéséhez vezetnek. Csoportunk dj megkozelitést alkal-
maz a lehetséges mellékhatdsoknak mér a gyogyszertervezés korai sza-
kaszaban torténd kikiiszobolésére, mely a koltséghatékonysdg jelentds
novekedését eredményezheti. Az FDA 4éltal elfogadott, 1000-nél is tobb
gyogyszermolekulanak és ezek célfehérjéinek (néhanyszéz fehérje) kol-
csonhatésait vizsgéltuk inverz dokkolassal tigy, hogy minden ligandum-
ra dokkoltuk az Gsszes fehérjét. Az eredmény egy koriilbeliil 300¥1000-es
matrix, mely a dokkoladsienergia-értékeket tartalmazza. Egy-egy ligan-
dum vektora adja a minden ligandumra nézve kiilénb6z6 molekularis
interakcids ujjlenyomatot (molecular interaction fingerprint, MIF).
Amennyiben egy 1j, az adatbazisban nem szereplé kis molekuldra
dokkoljuk az Gsszes fehérjét, és annak ujjlenyomatat dsszevetjiik a tobbi
ujjlenyomattal, megkapjuk a varhaté kolesonhatdsi mintazatot, mely egy-
ben a potencialis mellékhatdsok egy részét is elGrejelzi. Ennek ismere-
tében pedig lehetGség nyilik a céliranyos, ezeket kikiiszobols gydgyszer-
tervezésre.

E9-03 A cirkadian 6ra és a sejtciklus kapcsolatinak
modellje
Csikédsz-Nagy A.', Zamborszky J.!, C. I. Hong®
! BME, Mezégazdasigi Kémiai Technoldgia Tanszék és BME-MTA Molekuldris
Halozatok Dinamikdja Kutatécsoport, Budapest; > Dept. of Genetics, Dartmouth
Medical School, Hanover, NH, USA
Csaknem minden él6lényre hatdssal van a nappalok és az éjjelek val-
takozdsa, am e kiilsé hatdsoktdl fliggetleniil is liiktet benniink a belsd
cirkadidn 6ra, amire mar a 17. szdzadban felfigyeltek tudésok. A sejtek
életciklusat irdnyit6 ,gépezet” megismerésével egyidében, a 70-es évek-
ben felmeriilt a napi ritmus és a sejtciklus-oszcillatorok kapcsolata, de
akkor még egyik rendszer molekuldris alapjait sem ismerték. Az elmult
években mar az emléssejtek cirkadian és sejtciklus-szabalyzo6 halozatarol
is részletes képet kaphattunk, sét felfedezték, hogy a sejtciklus G2-M
atmenetének (mitdzisba 1épésének) egyik kulcsenzime, a Weel cirkadian
szabdlyzas alatt all. A két komplex rendszer kapcsoltsaganak vizsgalatara
matematikai modellt alkottunk és szamitégépes szimulaciékkal analizal-
tuk a kapott differencidlegyenlet-rendszert. A modell megalkotasdhoz egy
kordbban publikélt részletes emldssejtciklus-modellt (mely tartalmazza
az emlGsokre jellemz6 négy Cdk/ciklin komplexet és a restrikcids pont
szabdlyzésat) és egy egyszertsitett cirkadianéra-modellt hasznaltunk. A
mitézist gatlo Weel transzkpcidjat a cirkadian 6ra BMAL1/CLOCK fehér-
jekomplex aktivitasatol tettiik fiiggévé. A kapott cirkadidn oszcillator
képes szinkronizalni egy populacio6 sejtjeinek ciklusidejét, amennyiben az
kozel all a cirkadian ritmus 24 6rdjahoz. Ha a sejtek atlagban ennél las-
sabban vagy gyorsabban osztédnak, és a cirkadidn 6ra hatasa erds a sejt-
ciklusra, akkor kvantélt sejtciklusidéket figyelhetiink meg. Szintén
felfedeztiik, hogy erds kapcsoltsag megnoveli a sejtciklusidSk szérdsat
amennyiben azok atlaga nagyban eltér 24 6ratél, ellenben lecsokkenti a
szorést, ha a tomegduplazodasi id6 kozel all 24 ordhoz. Régota vitatott,
hogy eml@ssejteknél megfigyelheté-e az éleszt6knél tapasztalt, méret-
kontrollfiiggd sejtciklus-szabalyzas jelensége. Modelliink azt mutatja,
hogy a napi ritmus hosszahoz kozeli sejtciklusid6knél a méretkontroll
nem megfigyelhet§, mig ettSl eltér6 novekedési sebességeknél a
méretkontroll szerepe fontos lehet.

E9-04 Immunom: rendszerbiolégiai kutatisok az ember
immunrendszerén
Ortutay Cs. P.", M. Vihinen'*
! Institute of Medical Technology, FI-33014 University of Tampere, Finland; *
Research Unit, Tampere University Hospital, FI-33520 Tampere, Finland
A rendszerbiologia (system biology) dj, interdiszciplindris megkozelités
komplex biolégiai rendszerek miikddésének tanulményozédsara. Ennek a
megkozelitésnek kivald célpontja az emberi immunrendszer, amelyet ala-
posan tanulméanyoztak mar a részt vevs szervek, sejtek, molekulak szint-
jén, de mindezek ellenére még hidnyzik egy atfogd lista az immunfolyama-
tokban részt vevd génekrdl, illetve fehérjékrsl. Csoportunkban azt a célt
tliztiik ki magunk elé, hogy elkészitjiik az immunrendszer molekularis
definiciGjat, vagyis Osszegyfijtjitk azokat a géneket és fehérjéket, melyek
alapvet$ fontossdgliak az immunfolyamatok szempontjab6l. Az elkésziilt
lista 652 gént tartalmaz. Ugyancsak elkésziilt ezeknek a géneknek és fehér-
jetermékeiknek édtfogo jellemzése. A tovabbiakban ebbdl az adatbazisbol
kiindulva tobb iranyban kezdtiink el rendszerbiologiai vizsgéalatokat bioin-
formatikai médszerekkel. Ezek soran feltérképeztiik az egyes gének, illetve
a hozzajuk kapcsolédé funkciok, fehérjedomének evoldcidjat. Ugyancsak
vizsgaltuk ezen fehérjék kozott kialakuld fehérjekolesonhatas-hélézat
feléptilését az evolici6 sordn. A harmadik vizsgal6dési irdnyunk e gének
expresszidjanak Osszehasonlito vizsgéalata microarray-kisérleti adatokbol.
ElSadasom sordn a gének Osszegytjtésérdl, jellemzésérdl, illetve az evolu-
ciés vizsgalatok eredményeirél szamolok be.

P — Poszterek

P-01 A magi capkotd komplex mutaciéja novényekben

a szarazsagturést befolyasolja
Papp L', Bacs6 R.!, Koncz Cs.?
" BCE, KeTK, Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszék, Budapest;
? Max-Planck Insitute for Plant Breeding Research, Cologne, Germany
Ludftiben (Arabidopsis thaliana) azonositottuk egy, az RNS-metabolizmus-
ban résztvevd fehérjét kodoldé gén mutdcidjat (cap binding protein 20,
CBP20). A CBP20 fehérje az mRNS érésének kezdeti lépéseiben vesz részt,
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a sejtmagi capkots komplex (nCBC) része. Az nCBC komplexnek szerepet
tulajdonitanak az mRNS 3" végének érésében, hasitasiban, illetve a mag-
bol valé exportjadban. A komplex mtikodése Arabidopsis-ban nem 1ét-
fontossagu, hidnya viszont a névényi sejt miikodését gy valtoztatja meg,
hogy az abszcizinsav névényi hormonra fokozottan érzékennyé valik.
Ennek kovetkeztében gazcserenyildsai a normalisnél gyorsabban zaréd-
nak, a novény kevesebb vizet parologtat, a szarazsagnak jobban ellenall.
A mutécié a novény egyéb tulajdonsédgait csak kis mértékben érinti — a



mutans a vad tipusnél valamivel lassabban fejlédik, kompaktabb, egyéb
tekintetben azonban ahhoz hasonlé morfoldgiaju, fertilis. Az nCBC kom-
plex résztvevdinek homoldgjai az éllat- és novényvilagban széles korben
megtaldlhatok, az embert is beleértve. Mutdns fenotipus leirasa azonban
eddig az élesztG mellett csak Arabidopsis novény esetében ismert.

P-02 Caskin-1 és Abi-2 kapcsolatanak vizsgélata
idegsejtekben
Baldzs A., Illés A., Solti Z., Lukacs M., Bégel G., Buday L.
SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest
Az adapterfehérjék — melyek szamos domént tartalmaznak, és gyakran
molekularis allvanyfehérjeként szerepelnek, mas proteineket kapcsolnak
szignalizdciés halozatba — kiilonosen fontosak a szinapszisokban, ahol a
nagyobb fehérjekomplexek a pre- és posztszinaptikus jelatviteli ttvo-
nalak kulcsszerepl6i. Az egyik ilyen, szinapszisban el6fordulé allvanyfe-
hérje a Caskin (Cask-interacting-protein). A Caskint els6ként a Cask nevti
fehérjével valo interakcidja alapjan irtdk le, szerkezetét tekintve N-ter-
mindlis ANK-ismétlésekbdl, SH3 doménbdl, azt kovetd SAM domének-
bdl, prolingazdag régiobol és egy rovid C-terminalis doménbdl all.
ElesztS kéthibrid modszerrel azt talaltuk, hogy az Abi-2 fehérje SH3
doménjével kotddik a Caskinhoz. Ezt a kapcsolatot tovabbi in vitro és in
vivo vizsgélatokkal is igazoltuk. Az Abi (Abl-interactor) fehérjéket az Abl
és Arg tirozin kindzok szubsztratjaiként azonositottak, az Abl fehérjék
transzformald képességét szabalyozzak. Az Abi-2 egy olyan fehérjekomp-
lex tagja, amelynek — az aktin citoszkeleton szabalyozasédban fontos —
Wave fehérjare gatl6 hatdsa van. Az Abi2 ubiquiter fehérje, legnagyobb
mennyiségben az agyban fejez6dik ki. Expresszidja, hasonléan a
Caskinhoz, az embrionélis id§szak utols6 harmaddban jelenik meg. Az
idegrendszerben betdltott szerepe még nem tisztazott, de tjabb kisérletek
és a génkilitott egér vizsgdlata arra utal, hogy fontos szerepe lehet az
idegrendszer kialakuldsdban és fejlédésében.

P-03 A Drosophila melanogaster p53 tumorszuppresszor
kiilonféle DNS-karosodasok hatasara kiilonféle
célgének csoportjat aktivalja

Ujfaludi Zs., Boros L., Bélint E.
SZTE, Genetikai és Molekuldris Bioldgiai Tanszék, Szeged
A p53 a sejtet érg stresszhatasokra, példdul DNS-kdrosodas hatasdra
transzkripciés faktorként aktivdlodik, és az altala indukalt célgének
vélaszreakciokat — sejtciklus-ledllitdst, DNS-reparéciét vagy apoptozist —
inditanak be. A Drosophila melanogaster p53-rél (Dmp53) megallapitottak,
hogy sziikséges a rontgensugarzas utdni stresszvalaszhoz, azonban
szerepét az ultraibolya sugarzas (UV) altal indukalt folyamatokban eddig
kevésbé vizsgéltak. Megallapitottuk, hogy vad tipust Drosophildk esetén a
félletélis d6zis 150 J/m?, mig a mutansok esetében 40 ] /m? tehat a Dmp53
nullmutans Drosophilik fokozottan UV-érzékenyek. A Dmp53 altal
indukdlt célgének azonositasdra UV-kezelt, illetve kezeletlen vad tipusu,
illetve Dmp53 nullmutdns larvak mRNS-expressziés profiljat vizsgaltuk
microarray technolégiaval. Vad tipust éllatokban 67 olyan gént talaltunk,
amely transzkriptumanak szintje UV hatasara indukdlédott és a Dmp53
nullmutdnsokban nem valtozott (ezek tekinthet6k a Dmp53 specifikus
célgénjeinek), tovabba 24 gén mutatott Dmp53-fiiggs repressziét. Tovabbi
kisérleteink soran néhany azonositott célgén, valamint bizonyos apop-
totikus gének expresszidjanak véltozdsat vizsgaltuk UV- és rontgensug-
arzas hatasara kvantitativ RT PCR technika alkalmazéasaval. Azt talaltuk,
hogy az ebi, tou, ftz-fl és Ark gének expresszidja UV-kezelés hatdsara
Dmp53-fiiggSen indukélédott, azonban nem valtozott rontgen hataséra,
ellenben a rpr mRNS-szintje rontgensugarzds hatasara indukciét muta-
tott, de nem véltozott UV hatdsara. A rho és a hid gének expresszidja
mindkét hatdsra Dmp53-fiiggéen megemelkedett. Eredményeink
els6ként mutatjak ki, hogy a Dmp53 kiilonféle DNS-karosodés hatdsara
kiilonféle célgéneket aktival.

P-04 Multidrogrezisztens HIV-1 proteinazok klénozasi
stratégidja, tisztitasa és enzimatikai jellemzése

Bander P., Bagossi P., Boross P., T6zsér J.

DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen

A HIV-1 proteaz (PR) egy 11 kDa molekulatomeg(i aszpartil enzim, mely

homodimer formaban aktiv. Az enzim nélkiilozhetetlen a retrovirus élet-

ciklusdban, a fert6zGképes virusrészecskék kialakuldsaban, éppen ezért

az egyik f6 terdpids célpont. Napjainkban mar szamos proteinazinhibitor

klinikai hasznélatban van, de problémat okoz a magas mutdciés rata. A

megjelend muténs formak esetében az inhibitorok hatékonységa nagysag-

rendekkel csokken, vagy hatdstalanna valik a kezelés. Munkank sordn

antiviralis terdpiaban résztvevs betegekbdl izoldlt, tobb proteindz

inhibitorra is rezisztens HIV-1 proteindzokat kivantunk megfelel$ vektor-
rendszerben expresszélni, tisztitani és a vad tipusti HIV-1 proteindzzal
Osszehasonlitani. A klénozas soran pMalC2-H, vektorrendszert hasznal-
tuk. Az eredeti konstrukciét céljainknak megfelelden, PCR technika segit-
ségével, inzerciés mutagenezissel modositottuk. A fehérjéket expresszal-
tattuk és hatékony modszert kisérleteztniik ki a proteinek tisztitasdra.
Teszteltlik a fehérjék Xa enzimmel val6 hasithatésagat, a kihasitott pro-
tedz tisztithatosdgat, aggregacios hajlamat. A vad és mutans HIV-1 pro-
teindzok részletes karakterizalasa, enzimkinetikai jellemzése jelenleg zaj-
lik. Molekularis modellezés alapjan arra utalé eredményeket kaptunk,
hogy a mutdcik hatdsara féleg az S1 és kisebb mértékben az S3 zsebek
novekedése tapasztalhatd. A vizsgédlatok sordn kapott specifitdsi ered-
ményeket az enzimek molekuldris modelljeinek figyelembevételével
értelmezziik. (OTKA T43482, T34479)

P-05 Gyulladaskelt6k hatdsa porceredetii sejtkultirak
génexpresszidjara
Barkai T., Kravjar I, Kiss I., Dedk F.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged
A kiilonféle autoimmun- és kopaseredetti iziileti gyulladasok hatterében
alapvetSen az immunrendszer fokozott mikodése all. Ujabb adatok
valészindsitik, hogy az iziileteket alkoté legfontosabb szovetek, a porc és
az iziileti tok sejtjei maguk is hozzdjarulnak a gyulladas kifejlédéséhez.
Hogy a jovében kozvetleniil a porcra haté gyogyszerjelolteket lehessen
keresni, sziikséges a porcban gyulladas hatdsara bekovetkezs génkife-
jez6dés-valtozasok és aktivalodo jelatviteli utak ismerete. Ehhez min-
denek el6tt egy tesztrendszert éllitunk Ossze, melyben a porcsejtek
viselkedését modellezni tudjuk. Az SW1353 humén chondrosarcomat és
egy patkdny-chondrosarcoma sejtvonalat valasztottuk kisérleteinkhez.
Ezekben Northern blot hibridizacioval és RT PCR médszerrel kimutattuk,
hogy a porc degraddcidjaért felel6s metalloproteinazok, mint az MMP-13
és az MT1-MMP expresszidja né az id§ fiiggvényében a gyulladaskeltSk
hatasara. Ugyanakkor a mester transzkripcids faktor Sox9-et, és egyes
porcmatrix-molekuldkat kodol6 mRNS-ek mennyisége csokken. Stabil
transzfektans klénok luciferazaktivitds-mérésével bizonyitottuk, hogy az
altalunk tesztelt valamennyi gyulladéaskelts — IL-1B, TNFo, PMA, PHA —
noveli a gyulladas egyik f6 medidtoraként ismert NF«B aktiv formdjanak
mennyiségét. Az eddigi vizsgélatainkba bevont gyulladascsokkentSkkel
kapcsolatos eredményeink eltérnek a varakozasoktol, ennek oka lehet az
eltérd sejtvonal, mds kisérleti koriilmények, és sok egyéb tényezs. Az
SW1353 sejtvonal alkalmas modellrendszer lehet a porcsejtben iziileti
gyulladés koriilményei kozott végbemend génmiikodésbeli véltozasok és
szabalyozasuk tanulményozasara. (GVOP 3.1.1.-2004-05-0267/3.0, ETT
132/2003, OTKA 49608)

P-06 Nitrozilacié hatisa PC12-sejtek neuronalis
differenciacidjara
Bator J., Varga J., Harci A., Stark B., Tarjanyi O., Szeberényi J.
PTE, AOK, Orvosi Biolégiai Intézet, Pécs
A jelatviteli fehérjék poszttranszlaciés médosulasai jelentSs szerepet jat-
szanak a szignaltranszdukcids folyamatok szabélyozasdban. Munkéank
célja a nitrogén-oxid (NO) esetleges modulalé hatdsanak tanulmanyo-
zasa volt PC12-patkanyphaeochromocytoma-sejtek NGF-jelatvitelében.
Nitroprusszid-natriumot (SNP) hasznaltunk NO-donorként. A NO
egyrészt serkenti a guanil cikldz mikodését, masrészt kovalensen
kotédik egyes fehérjékhez. Az édltalunk hasznalt PC12-sejtek differencia-
cidjaban a cGMP jelatviteli Gt nem vesz részt, ezért a tapasztalt hatdsok
valdszintileg a fehérjenitrozildcié6 kovetkezményei. Kis dozisa SNP
kezelés gyorsitja az NGF hatdsara bekovetkezd differenciaciot, nagyobb
(de nem toxikus) koncentraciéji SNP-kezelés viszont gatolja azt.
Megvizsgéltuk a jelenség biokémiai hatterét: rovid idejli SNP-kezelés
dézissal aranyosan megnoveli az Akt és ERK fehérjék foszforilaciojat.
NGF-fel egytitt adva felerdsitik egymas hatdsat. Par napos, differencia-
ciét gatld koncentracioji SNP-kezelés gatolja a CiklinD1 és p21 fehérjék
NGF hatasara bekovetkezd indukciéjat, mig ennél alacsonyabb koncent-
racioban nem gétolja az NGF hatasat. Fos és Jun fehérjék mennyiségét az
SNP dézisfiiggé médon emeli. A Ras fehérje nitrozilacidjanak hatasat a
neuronalis differencidciéra dominans negativ Rast expresszédlo PC12-
szubklon vizsgalataval teszteltiik. Az ERK SNP és NGF indukélta foszfo-
rilacidja Ras-fliggd, mig az Akt fehérje foszforildcija nem. A p21(WAF-
1), Ciklin D1, Fos és Jun fehérjéket az NGF Ras jelatviteli titon indukdlja,
mig a PCNA expresszidjat csokkenti. Az SNP Ras-tél fliggetlen tton
befolyasolja ezen fehérjék expresszidjat. (INTAS 51022, OTKA T037528,
ETT 073/2001)
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P-07 A P53 és a Drosophila melanogaster Bip2, valamint
human homolégja, a taf3 kozotti interakcié
funkcionalis vizsgalata

Bereczki O., Pardi N., Balint E., Boros L.
SZTE, Genetikai és Molekuldris Biologiai Tanszék, Szeged
A p53 tumorszuppresszor gén mutacidja a leggyakrabban kimutatott ren-
dellenesség rdkos daganatokban. Stresszmentes, egészséges sejtekben a
p53 fehérje szintje nagyon alacsony, viszont a sejtet éré kiilonb6z6
stresszhatdsokra, DNS-karosodasra, hipoxidra vagy aktivalédott onko-
génekre valaszként ledllitja a sejtciklust vagy apoptézist indukal. A p53-at
aktival6 mechanizmusok még nem teljesen ismertek, ezért fontosnak tar-
tottuk olyan 4j fehérjék azonositasat, melyek képesek a p53 fehérje transz-
kripciés aktivitdst szabdlyozni. Eleszts kéthibrid rendszer alkal-
mazdsaval szamos a Drosophila melanogaster p53 fehérjével kolcsonhato uj
partnert azonositottunk. A kolcsonhaté fehérjék egyike, melyet tovabbi
vizsgélatra kivalasztottunk a Bip2, mely egy eddig kevésbé jellemzett
TATA-kot6 fehérjeasszocidlt faktor (TAF), a TFIID, RNS polimerdz II
transzkripcids faktor egyik alegysége, human homologja a TAF3. Tovébbi
élesztS kéthibrid kisérletben kimutattuk, hogy a Bip2 fehérje nemcsak a
Dmp53-mal, hanem a hp53-mal, s6t a human p53 géncsaldd masik két
tagjaval a p73a. és p73P fehérjékkel is képes interakciba lépni. Ezt az
eredményt GST pull-down modszerrel in vitro is megerdsitettiik. Tovabba
megyvizsgaltuk a Dmp53, a p53 és az egér TAF3 kozotti lehetséges interak-
ciét in vitro, és azt talaltuk, hogy a TAF3 kot6dott mind a GST-Dmp53-
hoz, mind pedig GST-p53-hoz, de a GST gyongyokhoz nem. Megvizs-
géltuk a lehetséges kolesonhatd partner tiltermelésének hatédsat, és azt
talaltuk, hogy a TAF3 tulteremlése mind a Hp53, mind a p730. és B transz-
kripcids aktivitasat csokkentette. Jelenleg az egér TAF3 és a Hp53 kozotti
kolesonhatds meglétének in vivo megerSsitését végezziik ko-immun-
precipitacié modszerével.

P-08 A Tyr-Tic-(2S,3R)BMePhe-Phe-OH 1ij delta-opioid
peptidantagonista in vivo és in vitro jellemzése
egéragyi membranokban

Birkds B.!", T6th G.!, T. Wen?, J. Pintar?, Sztics M.!

' MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; * Dept. of Neuroscience and Cell

Biology, UMDN], Piscataway, NJ, USA

A Tyr-Tic-Phe-Phe-OH (TIPP) tetrapeptid a hatékony, szelektiv 3-opioid-

antagonistak egy dj csalddjanak a prototipusa. A TIPP alapmolekulanak

konformadciésan gétolt és proteolizisrezisztens szarmazékat, a Tyr-Tic-

(25,3R)BMePhe-Phe-OH peptidet éllitottuk el6 abbol a célbdl, hogy

egéragyi membranokban tanulményozhassuk a receptorhoz valé kots-

dési és a jelatadasi folyamatokat. Az 4j ligandum szignifikdnsan nem
befolyasolta a [*S]GTPyS-kotés alapaktivitasat a vizsgélt GDP-koncent-
raciétartomanyban, igazolva antagonista jellegét. A feltételezett 3;-ago-
nista DPDPE 137%-kal stimulélta a ["S]JGTPyS-kotést (ECsy = 834 nM),
amit a Tyr-Tic-(2S,3R)BMePhe-Phe-OH igen hatékonyan gatolt, 100 nM
koncentracional teljes gatlast okozott. Ugyanakkor a p-opioidagonista

DAGO [*S]GTPyS-stimuldlé hatasat még 1 puM koncentracion sem

befolyasolta. Mig a DPDE [*S]GTPYS-kotédést stimuldlé hatasa jelen-

tésen lecsokkent a d-opioidreceptorra génkititott egéragyi membranok-
ban, a DAGO hatasa itt is hasonlé volt, mint a vad tipusban. A DPDE

(8 pg) altal kivaltott intrathecalis analgézia jelentSsen csokkent, ha a Tyr-

Tic-(25,3R)BMePhe-Phe-OH hasonlé dozisat adagoltuk. Ugyanakkor a

feltételezett §,-agonista Ile5,6-deltorfin antinociceptiv hatdsat a Tyr-Tic-

(25,3R)BMePhe-Phe-OH nem anatgonizalta. Eredményeink azt mutatjik,

hogy a Tyr-Tic-(25,3R)BMePhe-Phe-OH igen potens, 1j, §;-specifikus

opioidantagonista. (NKTH DNT 08/2004 (MS), OTKA TS-049817 (MS) és

NIH DA-18592 (JP))

P-09 A C faktor hatdsanak proteomikai analizise
streptomycesekben
Birké Zs.!, Medzihraszky K.?, Hunyadi-Gulyés E2 Buzas K2 Bir6 S.!
" DE, OEC, Humdngenetikai Intézet, Debrecen; > SZBK, Proteomikai
Kutatécsoport, Szeged
A Streptomycesek Gram+, fonalas novekedést, szaprofita talajbaktériu-
mok, a talajok természetes populdcidjanak 1-20%-at alkotjak és szamos
szekunder metabolitot termelek. Ilyenek a gyogyaszatban hasznélt bioak-
tiv anyagok is, melyeknek kb. 55%-ét a Streptomycesek termelik. A mor-
folégiai differencidlodas bekapcsoldsaban és a differencialodassal ossze-
fliggs valtozasok szabalyozasdban valdszintileg tobb, egymassal kap-
cs0l6do és egymasra hato reguléciés rendszer miikodik kozre. Ezekben a
folyamatokban szerepet jatszo gének azonositasiban, az életciklus eltérd
stadiumaiban val6 expresszidjuk analizdldsaban kiinduldsi pontként a
kiilonb6z6 differencidlodasi rendellenességet mutaté muténsok szolgal-
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nak. Az intézetiinkben azonositott C faktor az elsé tiszta formaban elGal-
litott, Streptomycesekben azonositott fehérjetermészett, extracelluldrisan
el6fordulé autoregulator. Szilard tdptalajon a C faktort nem termel§ S.
griseus NRRLB-2682 vad tipust torzs légmicéliumot nem képzé (kopasz),
A faktort (a légmicélium-képzést és antibiotikum-termelést szabédlyozo
reguldciés kaszkadok miikodését kapcsolja be) nem termelé mutansaban
légmicélium-képzést indukdl, befolyasolja a sporulacié és antibiotikum-
képzés folyamatat. Jelenlegi munkdnk soran proteomikai analizis kere-
tében a fent emlitett vad tipusu torzs, a kopasz mutdns és a kopasz
mutansnak a C faktort kis képiaszémban hordozé transzformansanak
extracelluldris expressziés mintazatat hasonlitjuk Ossze, annak kideri-
tésére, hogy a C faktor mely gének atirasat szabélyozza, melyek bekap-
csolasa légmicélium képzéshez az antibiotikum-termelés fokozdsahoz
vezet. Szeretnénk tovabba megallapitani, a C faktor és az A faktor altal
szabdlyozott reguldcios rendszerek viszonyét, azaz hol van a kapcso-
16dési pont a két regulator kozott.

P-10 A cortactin szerepe az integrinek funkciéjaban

Bégel G., Illés A., Balazs A., Solti Z., Buday L.

SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest

A sejtek mozgdsaban Kkitiintetett szerepet jatszik az aktin-citoszkeleton,
mivel a sejtek szélén polimerizal6dé aktinszalak hozzdk létre az eléreha-
ladast lehet6vé tevs széles sejtnytlvanyokat, a lamellipédiumokat.
Ezekben az aktinszédlak eldgaz6dasait a szabalyozottan mtikods Arp2/3
komplex hozza létre. A cortactin fehérje az Arp2/3 komplex egyik
aktivdtora. N-terminalis része képes ehhez a komplexhez koétSdni,
valamint ismétl6dd szekvencidival az aktinszalak oldalahoz kapcsol6d-
hat, C-terminalis része a szabalyozasban és a fehérje—fehérje interakciok-
ban jéatszik szerepet. Kisérleteink sordan szuszpenziéban tartott COS7
sejteket fibronektinre iiltettiink, ilyenkor az integrin jelpalya aktivacioja-
nak kovetkeztében lamellipédiumok jelennek meg a sejtek szélén, ezaltal
azok szétteriilnek. A cortactin N-, illetve C-terminalis részeit GFP ftizios
fehérje formdjdban tilexpresszald sejtek szétteriilése jelentGsen gatlo-
dott. Ebbdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy cortactin N-termindlis
része nem elegendS az Arp2/3 komplex aktivalasahoz, hanem a C-ter-
minalis részéhez kapcsolodo fehérjék is sziikségesek ehhez. A C-ter-
mindlis rész feltételezésiink szerint ezeket a fehérjéket szekvesztralja, és
ezért domindns negativ moédon viselkedik. Tovédbbi vizsgalataink sordn
az endogén cortactin sejten beliili koncentracidjat plazmidalapd hajtii-
RNS-technikdval jelent@sen lecstkkentettiik. A cortactinhidnyos sej-
teknek nemcsak a szétteriilése gatlédott, hanem jelentSsen csokkent az
adhézios képességiik is. A jelenségre tobb alternativ magyarazat is lehet-
séges. Az egyik szerint a cortactin a vezikulumtranszportban jatszik
szerepet, és hidnydban nem jutnak a sejt felszinére az integrineket tartal-
mazé vezikulumok. Nem zarhat6 ki az sem, hogy a cortactin az integ-
rinek affinitdsanak szabalyozasaban, vagy clusterképzésiikben jatszik
szerepet.

P-11 Egy mddositott amiodaronanalég és az amiodaron
szerepének 0sszehasonlitidsa apoptikus és nekrotikus
sejthalalban

Bognar Z., Szént6 A., Szabé A., Hant6 K., Kovécs K., Veres B.,

ifj. Gallyas F., Stimegi B.

PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

Ischemiareperftizié sordn a megemelkedett kalciumszint és a reaktiv

oxigéngyokok (ROS) mitokondridlis permeabilitdstranziciét (mPT) in-

dukélnak, mely kulcsszerepet jatszik kiilonféle karosodédsok és a sejthaldl
mediéldsaban. Az mPT gatlasa csokkenti a nekrotikus sejthalal kiala-
kuldsat. A reperfuzi6 alatti folyamatos ROS-produkcié hozzajarul a pérus
atmeneti megnyitasahoz, ami a késleltett apoptotikus sejthalal kezedét jelzi.

Az amiodaron széles korben alkalmazott és hatasos antiaritmias szer, de a

vegyiiletnek nagy koncentraciéban vannak toxikus mellékhatésai is. Ossze-

hasonlitottuk egy amiodaronanalég, a HO3538 és az amiodaron mitokond-
ridlis energiametabolizmusra gyakorolt hatdsat perfundalt sziven és izollt
mitokondriumon, valamint megvizsgaltuk a mitokondrialis funkciokat

(respiracié, membranpotencial és permeabilitastranzicié). Erdeményeink

alapjan elmondhatjuk, hogy az amiodaron és a HO3538 védi a mitokond-

ridlis energiametabolizmust perfundélt szivben ischemiareperftizié alatt.

Az amiodaron kis koncentraciéban ttilnyomérészt membranhoz kotott for-

méban van jelen, védi a szivet és a mitokondrialis energiametabolizmust

ischemia-reperftiziés karosodds esetén Langendorff-perfundalt szivmo-
dellben. 10mM-os koncentraciéig a szer gatolja a Ca*-indukalt mitokond-
ridlis duzzadést, mig nagyobb koncentrdcioban, énmagdaban is indukal

Ciklosporin-A- (CsA) fiiggetlen permeabilitdstranziciét. Kis koncentra-

ciéban a HO3538 az amiodaronhoz hasonlé hatassal bir, ugyanakkor meg-



gétolja az apoptozisindukal6 faktor (AIF) ischemiareperfiizié soran torténd
nukledris transzlokécidjat, nagyobb koncentaciéban viszont nem indukal
mitokondriélis duzzadast. A ROS-képzddéssel szemben is szignifikdnsan
jobban véd, mint az amiodaron. Azamiodaronanal6gok, mint példaul a
HOB538, tehat protektiv hatassal rendelkeznek, mivel gatoljak a mitokond-
ridlis apoptotikus ttvonalat: az mPT-t, a membréanpotencidl esését és a
proapoptotikus fehérjék felszabadulasat.

P-12 A Kkissejtes tiid6rikra jellemzd globalis
DNS-hipermetilaciéos mintazat analizise
Boros G., Buslig J., Miko E., Czimmerer Zs., Scholtz B.
DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
A bronchogén carcinomék kozott 25%-os el6forduldsi gyakorisag kissejtes
tiidSrék egyik jellemzé tulajdonsdga, hogy mar a kis méret(i tumoroknal is
kialakul az erGs metasztatizalo képesség, amely a betegséget rendkiviil
rosszindulatt, rossz prognozist tumorfajtiva teszi. Eppen ezért fontos
olyan molekularis markerek azonositdsa, amelyek lehet6vé tennék a vizs-
galt tumor korai diagnézisat. Szamos gén 5 promoéter régidja CpG-sziget-
tel fed at, amelyeknek aberrdns hipermetilacija altalanosan megfigyelt
jelenség az egyes tumorokban, s amely az adott gén expresszidjanak
gatlasat valtja ki, igy jelentGsen hozzajarul a tumor kialakuldsahoz, prog-
resszidjdhoz. A kiilonbozé réktipusok a rajuk jellemz6 hipermetilacids
mintazattal rendelkeznek. Mivel a tumorsejtekbdl szarmaz6 genomi DNS a
periférids vérben is megjelenik, a tumorspecifikus hipermetilalt DNS-sza-
kaszok jol detektalhatoak, és potencialis biomarkerként funkcionélhatnak a
korai rdkdiagnozishoz. Azon célbdl, hogy feltérképezziik a kissejtes
tiidd6rdkra (SCLC) jellemz8 potencidlisan hipermetildlt géneket, cDNS-
microarray segitségével vizsgaltuk a globalis génexpresszids véltozasokat
harom SCLC-sejtvonal (H69, HTB-172, HTB-184) kezeletlen és kezelt
mintaiban. A kezelést 5-aza-2"-deoxicitidin és TSA egyiittes alkalmazasaval
végeztiik, amelyek a genom DNS-demetilaciéjat és az addig hipermetilacio
miatt gétolt gének ujraaktivdlodasat idézik el6. A GeneSpring GX 7.3
microarray analizisszoftver segitségével 328 olyan gént azonositottunk,
amelyek expresszi6ja mindhdrom sejtvonalban legalabb kétszeresére nétt a
kezelés hatdsara. Az ily médon kisztrt gének koziil azonositottuk azokat,
amelyek 5" promoter régiéja CpG-szigettel fedett at, ez Gsszesen 114 gént
eredményezett. A tovabbi meggondoldsok alapjan kivalasztott célgének
metildciés allapotat biszulfit-szekvenadldssal fogjuk ellendrizni nemcsak a
sejtvonalakon, hanem archiv, formalinfixalt, paraffinba dgyazott primer
tumorokbdl izolalt genom DNS-en is.

P-13 A mjj glikogénanyagcseréjének szabalyozasa izolalt
primer hepatocitikban
Brunyanszki A.', Docsa T.?, Czifrak K., Felfoldi N.’, Somsak L.’, Gergely P.'
DE, OEC, ' Orvosi Vegytani Intézet; > MTA Apoptozis és Jeldtvitel
Kutatécsoport; > TTK Szerves Kémiai Tanszék, Debrecen
A diabetes mellitus genetikai és kornyezeti tényezk egyiites hatdsara
alakulhat ki. A betegek tobbsége nem szorul inzulinkezelésre (NIDDM).
A vér normoglycaemidjanak kialakitdsaban, igy a NIDDM gyogyitdsaban
a glikogén lebontdsédnak a gatlasa és szintézisének elGsegitése lehet az
egyik eredményes megoldas. A méj glikogéntartalménak jelentds szerepe
van a vér gliikézkoncentracidjanak megfelel§ szinten tartdsaban, igy a
vérben a glitk6zkoncentracié csokkentésének egyik lehetSsége a gli-
kogénfoszforildz-aktivitdsanak géatlasa megfelelGen tervezett moleku-
lakkal. Munkacsoportunk kordbban in vivo és in vitro kisérletekkel igazol-
ta, hogy a B-D-gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (TH), amely hat
szintetikus lépésben éllithaté el6, nemcsak hatékonyan gatolja a glikogén
foszforilaz aktivitdsat (K;=5-10 M), hanem jelentSsen fokozza a foszfo-
rilazaktiv (foszforilalt) forméjanak defoszforilacidjat is. Vizsgaltuk a TH
hatasat a médj glikogénmetabolizmusra human hepatoma-sejtvonalon
(HEP-G2) és Wistar patkanyokbdl izolalt primer hepatocitakban. 250 uM
TH jelentSsen fokozta a glikogénfoszforilaz-aktiv forméjanak defoszfo-
rilacidjat (inaktivalodasat) mind normoglycaemias (5 mM gliik6z), mind
hyperglycaemias (25 mM gliik6z) kortilmények kozott. A TH alkalmazasa
gyorsitotta a glitkagon éltal megemelt glikogénfoszforilaz-aktivitas
csokkentését is. Eredményeink arra utalnak, hogy a hyperglycaemia
csokkenthet a méj glikogénfoszforilaz-aktivitasat gatl és defoszforila-
cidjat elGsegits gliikozanalog vegyiiletekkel. (OTKA K60620)

P-14 A gyermekkori akut limfoblasztos leukémiara
jellemzd DNS-hipermetilaciés mintazat
meghatarozasa

Buslig ].", Miko E.", Boros G.!, Kiss Cs.?, Oldh E.2, Scholtz B.!

DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Genomika Kozpont;

* Gyermekklinika, Debrecen

A DNS-hipermetildcié, mely a gének szabalyozo régidit érintheti, a gén-
expresszi6 gatlasat eredményezi, mint az a tumorszuppresszor gének
esetében is megfigyelhetS. Ez a folyamat jelentSs szerepet jatszik a tumo-
ros transzformdacioban. A kiilonboz6 raktipusok eltérd, az illeté rakra
jellemz& hipermetilacios mintazattal rendelkeznek. A gyermekkori akut
limfoblasztos leukémiaban (ALL) abberransan hipermetilalt gének
meghatarozdsanak érdekében globélis génexpresszids analizist (Applied
Biosystems human microarray) végeztiink harom kiilonb6z6 ALL sejtvo-
nalban (REH, MN60, Nalm6), 5-aza-2-deoxicitidin- és trichostatinkezelést
kovetGen. A demetilaci6é hatdsdara magasabb szinten expresszal6do gének
metildciés allapotat MIRA analizissel, illetve biszulfitszekvendldssal
ellendriztiikk. ALL-es pdciensek csontvelémintaib6l, illetve kontroll-
mintdkbdl izoldlt gDNS-en metilacidspecifikus kvantitativ RT PCR méd-
szerrel hatdroztuk meg a kivalasztott gének metildcios allapotat.
Eredményeink alapjan sikertilt olyan géneket azonositani, melyek ALL-
ben hipermetilaltak, de a normal klinikai mintakban nem. Vizsgalatainkat
nagyszamu ALL-es péciensen kell elvégezniink, annak érdekében, hogy
megallapitsuk a hipermetilaciés mintézat és a paciensek terdpidra adott
vélaszreakcidja kozotti Osszefiiggést. A kifejlesztett metilacié specifikus
RT kvantitativ PCR assay-ket a minimélis rezidudlis betegség nyomon-
kovetésére is szeretnénk felhasznalni.

P-15 A kissejtes tiid6rak mikro-RNS-profiljanak analizise
stem-loop RT kvantitativ PCR médszerrel
Czimmerer Zs.!, Boros G.!, Dezsé B.?, Scholtz B.!
DE, OEC, ' Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Genomika Kozpont;
? Patholdgiai Intézet, Debrecen
A mikroRNS-ek (miRNS) 20-22 nukleotid hossztisagti nemkédolé RNS-
molekuldk, melyek részt vesznek a génexpresszi6 szabalyozasaban azal-
tal, hogy a target mRNS 3’ UTR-régidjahoz kapcsolédva gatoljék a transz-
laciot, illetve bizonyos esetekben az mRNS degraddcidjat véltjak ki. Az
elmdlt két év kutatasi eredményei azt mutatjak, hogy a miRNS-ek hoz-
zdjarulhatnak a tumoros transzformaci6 folyamatdhoz. Ezt tdmasztja ala
az a tény is, hogy az ismert miRNS gének 50%-a tumorokban dele-
talt/amplifikédlt kromoszomarégiokban taldlhato. A legismertebb ilyen
miRNS-csoport a 13. kromoszéman 1évS mir17-92 policisztron, mely régio
amplifikacigjat illetve a kodolt miRNS-ek tuilexpresszidjat megfigyelték B-
sejtes limfémakban és djabban kissejtes tiidérakban (SCLC) is. A munka-
csoportunk altal vizsgalt daganattipus egy neuroendokrin eredetd, koran
metasztatizalé tumor, a kissejtes tiidérak (SCLC). Célunk olyan miRNS-
ek azonositdsa, melyek megvaltozott expressziéja SCLC-ben a meta-
sztazist el6segitheti. Az elSkisérletekben munkacsoportunk 6sszehasonli-
totta négy SCLC sejtvonal és a normdl tiidészovet miRNS-profiljat,
miRNS microarray technolégidval. Munkdm célja a microarray-ered-
mények alapjan kivélasztott miRNS-ek expressziéjanak tovabbi vizsgala-
ta volt, a microarray-adatok ellenérzése, és tovabbi adatgyfijtés céljabol.
Stem-loop RT PCR technikdval vizsgaltam a kivéalasztott miRNS-ek
expresszi6jat: a) normdl tiidészovetben, b) a microarray-kisérletekben
hasznélt SCLC sejtvonalakban, c) archivalt, primer tumormintdkbol
egymastol makrodisszekcidval elvélasztott tumoros és normal fenotipust
mutato szovetrészekbdl izoldlt RNS mintdkban.

P-16 Immunregulici6 és konzervalt nemkédolé szekvenciak
Duris R., Takdcs L, W. M. Hempel?, Fehér Zs.'

" DE, OEC, Humdngenetikai Intézet, Debrecen; * Biosystems International,
Paris, France

A konzervalt nemkddol6 szekvencidk (CNS-ek) legalabb 100 bp hosszt és
a kiilonb6zé gerinces fajok kozott legalabb 75% hasonlésagot mutato
régiok. Transzgenikus egereken bizonyitottdk, hogy az 5q31 régioban az
IL-4 és IL-13 gén kozott elhelyezked6 CNS1-nek az IL-4, IL-5 és IL-13
expressziéjan keresztiil szerepe van az allergids folyamatok szabalyo-
zasaban. A kisérleti adatokbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az exogén
eredeti CNSI1 kititrdlja a nukleoplazmdbdl azokat a transzkripcids fak-
torokat, melyek a genomi CNS1-hez kotédnek, igy gatolja annak pozitiv
regulaciés hatasat. Célul tiiztiik ki, a CNS1 t6bbszoros ismétléds for-
méban valé klénozasit retrovirdlis vektorban, mely alapja lehet az
allergias folyamatok génterdpids kezelésének. A retrovirus-transzfekciot
kovetGen vizsgéljuk hatasat a kiilonb6z6 immunuldgiai paraméterekre in
vitro és in vivo rendszerekben. A kérdés az, hogy mindez egyedi eset-e, és
csak a CNS1 biolégiai szerepe ilyen, vagy mas CNS-eknek is van hasonlé
génreguldcids szerepe. Elvégeztiik a 16q13-as regié — melyet a 16-0s kro-
moszémagyulladasos autoimmunbetegségre hajlamosité régidjanak is
neveznek — bioinformatikai analizisét. Megallapitottuk, hogy a régiéban
olyan CNS-ek helyezkednek el, melyek koziil tobb nagy valdszintiséggel
szerepet jatszhat immunoldgiai, immunpatologiai folyamatok szabalyo-
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zasdban. Megallapitasunk alapja, hogy a CNS-ek elhelyezkedése Gssze-
fliggést mutat a régioban elhelyezkedd gének (CCL22, CX3CL1, CCL17)
lokalizacigjaval, tulajdonsdgaik alapjén a régioban elhelyezkedd egyéb
jellegti konzervélt régioktél (UTR, exon) jol megkiilonboztethetSk, a
szekvencidkon - analizisiink alapjan — relevans immunregulacids transz-
kripciés faktorok kotShelyei helyezkednek el.

P-17 A poli-(ADP-rib6z) glikohidrolaz enzim siRNS-sel
torténd gatlasanak kovektkezményei a549 sejtekben
Erdélyi K., Gergely P., Virag L.
DE, OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
A poli-(ADP)-ribézilacié dinamikus, poszttranszlaciés modositds, mely
soran a poli-(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) a NAD-ot nikotinamidra és
ADP-ribéz egységre hasitja, majd az ADP-rib6z egységekbdl polimert
szintetizdl, és azt megfelel§ akceptorfehérjékhez kapcsolja. DNS-
kérosodas sordn a PARP-1 aktivalodik, és nagy mennyiségti poli-(ADP-
rib6z) polimert szintetizal. Ezeknek a polimereknek az életideje viszony-
lag rovid, lebontdsukért a poli-(ADP-rib6z) glikohidroldz enzim (PARG)
felel. Irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy PARG-deficiens dllati modellekben
a felhalmoz6dé poli-(ADP-ribéz) polimerek korai letalitdst okoznak.
Munkank soran a PARG-gén represszidjat gatlo RNS segitségével probal-
tuk megvalésitani. Ehhez egy vektoralapt ddRNSi médszert valasztot-
tunk; a targetszekvenciat el6szor egy GFP fiizi6s fehérjét tartalmazo vek-
torba klénoztuk, majd HEK239T, illetve A549 sejtekbe transzfektaltuk. A
transzfekcios hatékonysdgot immunfluoreszcenidval ellendriztiik.
Tranziens transzfekciéval kozel 50%-0s mRNS szint(i gatlast értiink el.
Jobb hatékonység eléréséhez ezt a szekvenciat stabil transzfekciora is
alkalmas vektorba klonoztuk. Ezzel az eljarassal mar 80%-os gatlast
tudtunk elérni. A PARG enzimatikus aktivitisinak meghatarozasihoz
kifejlesztettiink egy sejtes alapti ELISA mddszert, ennek segitségével in
vitro meghataroztuk a transzfektalt sejtek lizatumdbol nyert PARG-akti-
vitést; ez a kontrollsejtekhez képest jelentGsen kisebbnek bizonyult.
Hidrogén-peroxidos kezelést kovetSen A549-sejtekben intenziv PARP-1-
aktivaci6 kovetkezik be. Megfigyeltiik, hogy a gatlo RNS-sel transzfektalt
sejtekben jelentdsen né a polimerek mennyisége, és azok lebomldsa
nagymértékben elhtizédik. Vizsgaljuk, hogy a jelenségnek van-e szerepe
a sejthaldlban. (OTKA K60780)

P-18 siRNS alkalmazasa egy multidrogrezisztencia-fehérje,
az ABCG2 kifejez6désének gatlasara
Fehér A., Turk D., Sarkadi B., Német K.
OGYIK, Hematoldgiai és Immunolégiai Intézet, Kisérletes Génterdpids
Laboratérium, Budapest
Az ABCG2/MXR/BCRP fehérje egy ABC-transzporter, melynek szerepe
van a daganatok citotoxikus drogokkal szembeni védelemében, ezaltal
hozzéajarul a multidrogrezisztencia kialakitasdhoz. Erésen expresszal6dik
Gssejtekben, majd szintje differencidlédds sordn lecsokken, pontos
funkcidja azonban ismeretlen. Célunk olyan kisérleti rendszer kialakitasa,
amely alkalmas az ABCG2-fehérje-kifejezGdés szelektiv gatlasat kovetd
funkciévizsgélatok elvégzésére és lehetGséget kinal a génterdpias
vonatkozésok vizsgélatdra. A kisérletek elsG szakaszdban tobb, az ABCG2
génre specifikus shRNS-szekvencidt terveztiink, melyek génkifejez8dést
gatlo hatdsét tranziens transzfekcids rendszerben teszteltiik. Olyan vek-
tort alkalmaztunk, amely a vizsgalandé szekvencian kiviil a zolden fluo-
reszkdlé GFP-t is kédolja, ezdltal ellenrzni tudtuk a transzfekcio
hatékonysagat. Az ABCG2 fehérje expresszidjanak alakuldsat (vérhato
csokkenését) fehérje- valamint RNS-szinten is detektaltuk. Sejtfelszini
epitépot felismerd antitest (5D3) segitségével dramlasi citometrids (FACS)
méréseket végeztiink, az igy nyert eredmények megerdsitésére az ABCG2
drogkipumpalé funkcidjat is megvizsgaltuk (mitoxantron uptake). A
mRNS-szint meghatarozasara iranyulé kvantitativ RT PCR méréseink
eredményeit GAPDH bels§ standardre és a transzfektélt sejtekben
expresszalod6 GFP-re normalizéltuk. A tranziens rendszerben nyert ered-
mények alapjan a két leghatékonyabbnak bizonyulé szekvencia 40-60%-
os gatlast okozott a nonsense-kontrolszekvencidhoz viszonyitva, ezeket
hasznéljuk a gén kifejezGdésének tartés gatldsiara alkalmas, stabil
lentivirusrendszer kidolgozasara.

P-19 Eszteriz enzimek klénozasa és alkalmazasa
gyogyszerintermedierek biokatalitikus el6allitdsara

Felfoldi F.", Tamés L.

" MolCat Bt., Budapest; > ELTE, TTK, Novényélettani és Molekuldris

Novénybioldgiai Tanszék, Budapest

Az észterdzok széles szubsztratspecificitisuknak koszonhetSen alkal-

masak kiilonb6z6 kémiai anyagok sztereospecifikus el@allitasara is, s
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kiilonb6z6 szintézisekben és rezolvalasi kisérletekben sikerrel alkal-
maztdk a sertésmajbol kinyerhetS észteraz fehérjepreparatumot, mely
tobb enzim keveréke. Az allati forrasbdl szarmazoé enzimek azonban nem
alkalmazhatok gyogyszeralapanyagok eléallitasara. A sertésmajbol izolalt
észterazpreparatumbol gélkromatogréfias és elektroforézises modszerek-
kel két kiilonb6z6 enzimet kiilonitettiink el és szekvenaltunk aminosav-
szinten. Az igy meghatarozott szekvencidji enzimek génjét sertésmajbol
készitett cDNS-konyvtarbol izolaltuk PCR médszerrel, majd klonoztuk.
A nukleotidszekvencia meghatarozdsat kovetSen megfelelé fehérje-
expressziés vektorokba klénoztuk és Escherichia coli, valamint Pichia pas-
toris gazdaszervezetekben termeltettiik a fehérjét. A bakterialis rendszer-
ben expresszalt fehérjét inaktiv, zarvanytestes (inclusion body) formaban
kaptuk meg, melyet eziddig nem tudtunk aktiv formaban renaturalni.
Pichia pastoris élesztSt haszndlva a termelt idegen fehérje enzimatikus
aktivitidsa mérhetd, de igen alacsony kihozatallal tudtuk csak el@allitani.
14-napos fermentaciét kovetSen sem emelkedik az enzim mennyisége 17
p/liter koncentracié folé. Az elGéllitott enzimek alkalmasak kiilonboz3
nem természetes aminosavak specifikus rezolvéldsara is ugyantigy, mint
a majbol preparalt észterazkészitmény, valamint szubsztratspecificitasuk
is eltérd, de fontos, hogy noveljiik a fehérjeexpresszié hatékonysagat.

P-20 Az Agrobacterium tumefaciens PemIK toxin—antitox-
in-rendszerének jellemzése
Ferenczi Sz., Papp P.
MBK, Genetikai Intézet, Godolld
Az utébbi években jelentds figyelem fordult a prokariétakban taldlhato
toxin-antitoxin- (TA) rendszerek felé. A két fehérjébdl 4ll6 ,addikcios
modulok” esetében, a toxinalegység RNaz-aktivitdsa révén egy- vagy két-
szalu RNS-ek, tobbnyire specifikus hasitasaért felelés. A hasitds ered-
ménye lehet a programozott sejthalél aktivalasa (MazF, PemK fehérjék E.
coli esetében), illetve valamilyen anyagcsere-titvonal (NtrR a Rhizobium
melilotinal) vagy replikacio szabalyozasa (ParD az E. coli P1 plazmidjanal).
Az antitoxin a toxinnal kapcsolddva egyrészt blokkolja annak enzi-
matikus aktivitidsat, mdsrészt a TA-komplexben DNS-k6tS képessége
révén autoreguldlja a két fehérje szintézisét. A TA-rendszerek kivélo
lehet&séget nytjtanak 1ij hatdsmechanizmust antibiotikumok, baktericid
novényvéds szerek kifejlesztésére. A névénypatogén Agrobacterium tume-
faciens genomja két feltételezett TA-rendszert tartalmaz. Az egyik, az E.
coli pemIK — a programozott sejthalalt aktivdlé gének — ortolégja, s a
jovGbeni antibakteridlis szerek potencialis célpontjaként szolgalhat.
Kimutattuk, hogy az A. tumefaciens pemIK génjei altal kodolt fehérjék egy
miikodS TA-rendszert alkotnak. A pemK gén expresszidja letélis, amelyet
a peml gén koexpresszidja megsziintetet. A két gén egy atirasi egységet
képez, primer extenziéval megallapitottuk, hogy a transzkripcids start-
pont 18 nukleotiddal el6zi meg a PemlI transzlaciés startpontjat. Csak a
TA-komplex rendelkezik szabalyozoé (in vivo), illetve specifikus DNS-koté
(in vitro) képességgel. A kotShelyként szolgalé operdtor szekvencidjat
DNaz I- és hidroxilgyok-interferenciafootprintek segitségével azonositot-
tuk. Jelenleg a toxin target mRNS-ének azonositasan dolgozunk, hogy az
RNS-bonté képességét jellemezziik, a PemIK TA-rendszer funkcidjat
meghatarozzuk.

P-21  Katalitikus oldallancok (R38 és K215) szerepe a human
3-foszfoglicerat kinaz (PGK) doménzarédasiban
Flachner B.', P. Konarev?, Varga A.}, Szab¢ J.", Hajdud 1!, Zavodszky P.",
D. Svergun?, Kazinczyné Vas M.'
" MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; > EMBL, Hamburg Outstation,
Germany
A PGK doménzarédasdhoz mindkét szubsztrat kotGdése sziikséges, de a
két domén kozott 16vS csuklorégié szerkezete alapjan a konformacioval-
tozas mechanizmusat még nem értjiik. Ismert, hogy az Arg 38 katalitikus
oldalléanc 2-3 A és a feltehetGen szintén katalitikus szerept Lys 215 kb. 10
A tavolsagnyit mozdul el a doménzérédas sordn. Az oldallancok katali-
tikus és a doménzarédasban betoltott szerepének vizsgélatdra pont-
mutansokat allitottunk el (R38A, K215A), melyeket enzimkinetikai
kisérletekkel és kisszogli rontgenszorassal (SAXS) jellemeztiink. A két
mutans nagymértékd aktivitidscsokkenése az Arg 38 mellett a Lys 215
katalitikus szerepére is utal. A K, értékek jelentGsen megnéttek a muta-
cidk hatdsara, ami valészindisiti, hogy ez a két oldallanc stabilizalja a reak-
ciéban atmend foszfatot. Ezt tdmasztja ald a kristdlyszerkezetbe mo-
dellezett foszfocsoport elhelyezkedése. A szubsztratok kotddésének
gyengiilése arra utal, hogy ezek az oldallancok, mar a biner komplexek-
ben kapcsolatba lépnek a szubsztrattal, és azokkal egytitt elmozdulva biz-
tositjdk az atmend foszfat optimalis helyzetét a katalizis soran. SAXS
analizissel a vad tipusi PGK esetén a 3-foszfoglicerat kotSdésének



hatdsara részleges, mig mindkét szubsztrat kotédése sordn teljes domén-
zarédast mutattunk ki. A K215A mutans a vad tipust enzimmel azonos
modon viselkedett, mig az R38A mutans esetében nem tapasztaltunk
doménzarddast. Az Arg 38 fontos szerepét a csuklorégié mikodtetésében,
azaz a doménzéarodasban molekularis grafikai analizissel szemléltetjiik.

P-22  Exo-B-1,3-glukanaz fehérje expresszija heterolog
rendszerben
Fodor G.', E. Medvedeva', Ivanics M.?, Takécs K.?, Jenes B.?, Tamés L.!
"ELTE, TTK, Novényélettani és Molekuliris Novénybiologiai Tanszék,
Budapest; * MBK, Godoll6; * KEKI, Budapest
A gén (cmg), melyet bakteridlis fehérjeexpressziéra valasztottunk ki, a
gombaparazita Coniothyrium minitans nevli gombabdl szarmazik. Ezt a
gombidt sikeresen hasznéltak mind szabadfoldi, mind tiveghazi kulttrak-
ban, példaul a Sclerotinia sclerotiorum gomba altal okozott betegség ellen.
A glukandz fehérje sejtfalbont6 enzimaktivitdsa révén védelmet nyujthat
kiilonb6z6 gombak ellen, igy génje felhaszndlhato gombafertGzéssel
szemben ellenallébb transzgenikus novények eldallitdsara irdnyuld prog-
ramokban. A géntermék kimutatasara szolgalé Western blot médszerhez
szlikség van specifikus antitestre, melyhez a fehérjét vagy a parazita gom-
babol nyerhetjiik ki, vagy heterolég rendszerben termeltethetjiik.
Munkank soran a glukandz enzim génjét PCR modszerrel felszaporitot-
tuk gy, hogy a pET-expresszids vektorba valé klonozashoz megfeleld
hasité helyekkel lattuk el mindkét végét. A His-taggal ellatott glukanaz
fehérjét tobb gazdasejtben expresszéltattuk. Legmegfelel6bbnek a
BL21(DE3) Sl-sejt bizonyult, bar a fehérje nem maradt oldatban.
OrigamiB- (DE3) sejtek esetében a fehérje oldatban maradt, de az eléalli-
tott fehérje mennyisége nagyon alacsony volt. Ez bizonyara Osszefiiggés-
ben van az enzim fehérjebonté aktivitdsaval is. Tanulményoztuk a bak-
tériumban expresszalt glukandz enzim aktivitasdt p-nitro-fenil-B-D-
gliikopiranozid szubsztrat mellett. Az enzim ugyan mutatott hidrolazak-
tivitast, de nagyon alacsony szinten. Valészintileg hidnyzik néhdny ma-
sodlagos mddositds, mely a baktériumban nem all rendelkezésre. A ter-
melt fehérje megfelel§ antigénnek bizonyult antitest elGallitdshoz.

P-23  Are Cav channel subunits components of the store
operated calcium channel of T lymphocytes?
A. Gamberucci, A. Colucci, R. Giunti, S. Senesi, A. Benedetti
Dept. of Pathophysiology, Experimental Medicine and Public Health,
University of Siena, Siena, Italy
The effect of nifedipine — an antagonist of L-type Ca* channels — on capac-
itative calcium entry (CCE) was studied in Jurkat T lymphocytes. CCE
was induced by a variety of treatments depleting intracellular calcium
stores, throught different and unrelated mechanisms. Cells were treated
with thapsigargin, ionomicin, anti-CD3 antibodies, and phytohaemagglu-
tinin, or pre-incubated in a calcium free medium. Activity of CCE was
evaluated with a calcium free/calcium readmission protocol, in Fluo-3
pre-loaded cells. Nifedipine (100 pM) inhibited CCE in a time dependent
manner, with a maximal inhibition at 4-5 mins of treatment. CCE inhibi-
tion was not due to unspecific effects on K+ channels. Nifedipine, in fact,
did not cause any membrane depolarization, as revealed by measuring
the plasma membrane potential with the fluorescent probe bis-oxonol.
Moreover, experiments run under depolarizing conditions (i.e. by substi-
tuting for by Na* with K* ions in the medium) revealed that nifedipine
could inhibit capacitative calcium entry independently of plasma mem-
brane depolarization. We also demonstrated/confirmed the presence, in
Jurkat T lymphocytes, of transcripts for Ca,1.2 (0oyc), Cavl.3 (oyp) and
Ca,1.4 (oyp) L-type Ca* channels. We tentatively conclude that one or
more subunits of L-type Ca** channels might participate in CCE, possibly
as components of the store operated Ca* channels of Jurkat T lympho-
cytes.

P-24 Puroindolin polipeptidek bakterialis expresszidja
és funkcionilis fehérjekinyerése

Baké A., Fodor G., Gardonyi M.

ELTE, TTK, Novényélettani és Molekuldris Novénybiologiai Tanszék, Budapest
A minGség és a végfelhasznalds szempontjdbdl a szemkeménység a buiza
egyik legfontosabb tulajdonsaga. A btizaszem keménységét a puroindolin
a és b fehérjék hatdrozzdk meg. Ha mindkett§ vad tipusd, az adott
buizafajta puhaszemd. Barmely puroindolin mutaciéja esetén a fenotipus
kemény, mindkét puroindolin hidnya esetén (durum btiza) kiilonlegesen
kemény. A biokémiai hattér nem tisztdzott. A puha szemszerkezet kiala-
kuldsdnak jobb megértését tenné lehet6vé a puroindolinok szerke-
zet-funkcio-Osszefliggéseinek feltdrasa. A két fehérje elvalasztasa (nagy-
mérvi hasonlésaguk miatt) biizalisztb6l rendkiviil id6- és munkaigényes.

Bakterialis rendszerben kiilon-kiilon termeltethetSk, és mutans valtoza-
tok is gyorsan elGéllithatok. A bakterialis citoplazmaban azonban az
eukariéta fehérjék feltekeredése nem tokéletes, oldasuk nehéz. Munkank
soran tobbféle moédszerrel kiséreltiik meg funkcionalis polipeptidek elGal-
litdsat. Teljesfehérje-kivonatot nyertiink ki szonikaldssal, 8 M karbamid-
és 6 M guanidin-hidroklorid-oldatokkal. Csak karbamiddal tudtunk sza-
mottevé mennyiségl fehérjét szolubilizalni. Az elvégzett Western blot
analizis és funkciondlis vizsgéalat (kotés biiza keményitSszemcsékhez)
pozitiv eredményt adott. Az oldat azonban nem volt stabil, a heterolog
komponens igen hamar kicsapddott. Ezért zarvanytesteket tisztitottunk a
bakterialis kultirdkbdl. A preparatumok nagy tisztasdgban tartalmaztak
rekombinans puroindolint. A tovabbiakban natrium-acetat-pufferben ki-
séreltitk meg oldani a fehérjéket. Csupdn kis mennyiségti puroindolin
oldoédott, megerdsitve, hogy a heterolég polipeptid feltekeredése hibas.
Ezért, kiilonbozs pufferek és 50 mM B-merkapto-etanol jelenlétében, 50%-
os izopropanollal, 2 M guanidin-hidrokloriddal, illetve 50% izopropanol
+ 2 M guanidiummal tartuk fel a zarvanytesteket. Ezek az old6szerek
rendre egyre nagyobb mennyiségben oldottak a puroindolinokat.

P-25 A glu-1bx gén transzkripcidja tiltermel6

és normaltermeld buzafajtakban az érés soran
Gérdonyi M.}, Sztics P.?, Banyai ].>, Bed6 Z.?, Tamas L.!
" ELTE, TTK, Novényélettani Tanszék, Budapest; > MTA MGKI, Martonvdsir
A buzaliszt siitSipari mindsége szempontjabol meghatdrozé a sikér
HMW-gluteninfehérje-alegység Osszetétele. A HMW gluteninalegységek
koziil a Glu-1Bx termelddik a legnagyobb mennyiségben. A Glu-1Bx ale-
gységfehérje mennyiségében ugyanakkor jelentSs eltérések vannak a
kiilonboz6 buzafajtak kozott. A Bx alegységet nagy mennyiségben terme-
16 (tultermeld) buzafajtékban a Glu-1Bx gén promotere tartalmaz egy 43
bp hosszi inszerciot. Ennek az inszercionak a Glu-1Bx gén transzkrip-
cijara gyakorolt hatdsa ugyanakkor nem ismert. Célunk a Glu-1Bx
transzkripciéjanak vizsgalata tiltermelS és normaltermelS biizafajtakban
az endospermium fejlédése sordn. A Glu-1Bx mRNS mennyiségét RT PCR
segitségével mértiik a virdgzast kovetd 6. naptol a 30. napig, tiz kiilon-
boz8 id6pontban a Bx HMW fehérjét normal- (Chinese Spring), illetve tul-
termelS (Glenlea) fajtidkban. Viszonyitasi alapként a p-tubulin mRNS
mennyiségét hasznaltuk, mely kordbbi kisérletek szerint édllando.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a két buzafajtdban jelentds kiilonbég
van a Glu-1Bx gén atirédasdban. A Chinese Spring esetében a Glu-1Bx
mRNS szintje mar kb. 10 nappal a virdgzas utdn elérte a maximumot,
majd lassan csokkenni kezdett. Ezzel szemben a Glenlea endospermi-
umaban a Glu-1Bx mRNS szintje a virdgzast kovetS 20. napig erésen
emelkedett, majd a 25. nap utdn kezdett stagndlni. Az eltéré idébeli
lefutason til a transzkripci6 erésségében is lényeges eltérés volt, a virag-
zas utdni 30. napon kb. két nagysagrenddel magasabb Glu-1Bx mRNS-
szintet mértiink a Glenlea btizdban, mint a Chinese Spring fajtaban. Tovéabbi
vizsgélatok sziikségesek ahhoz, hogy eldonthessiik, vajon a transzkrip-
ciés profilok eltérését a Glenlea fajta Glu-1Bx promoéterében talalhaté in-
szercié okozza-e.

P-26  Evidence for Ca* leak channels in the endoplasmic
reticulum membrane
R. Giunti, A. Gamberucci, R. Fulceri, Banhegyi G., A. Benedetti
Dept. of Pathophysiology, Experimental Medicine and Public Health,
University of Siena, Siena, Italy
In the resting status the calcium ion (Ca*) content of the endoplasmic
reticulum (ER) is important in both allowing cells to respond to extra cel-
lular stimuli and to regulate certain activities located within the ER itself.
The resting ER Ca* levels are assumed to reflect a balance between the
active uptake SERCA pumps and passive efflux via “leak channels”. The
molecular nature of the leak mechanism is still largely undefined. In par-
ticular, no clear-cut, direct evidence for the existence of specific/inde-
pendent Ca* channels have been provided yet. Pathways other than “leak
channels”, such has the SERCA pore itself, the Bcl2 oncogene or the pro-
teinaceous translocon pore, have been involved in this phenomenon.
Experimentally, ER Ca* leakage is revealed when SERCA pumps are
inhibited (by drugs such as thapsigargin). Here, we have mechanistically
studied the Ca* leak pathways in rat liver microsomal vesicles, passively
pre-equilibrated with radiolabelled Ca*, and subsequently diluted in Ca*
free media. The unspecific permeability of liver microsomes has been
evaluated in parallel samples pre-loaded with radiolabelled sucrose and
diluted as above. We show here that two major passive Ca* efflux path-
ways exist. One is unspecific, in that allows also the passage of uncharged
compounds, such as sucrose. The other one is apparently specific, in that
it allows the efflux of Ca*, requires counter ion influx, and is blocked by
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inhibitors of cationic channels, such as Gd*. Additional experimental evi-
dence: (i) ruled out the involvement of “leaky” InsP3/RyR channels, of the
SERCA pore, and of the Bcl2 protein, and (ii) suggested that the sucrose
efflux is mediated by the translocon pore. We conclude that, beside
pore/channels unspecifically mediating ER Ca* efflux, “leak Ca** chan-
nels” are likely to be represented in the ER membrane. Their molecular
nature, however, remains to be determined.

P-27 A human tripszin 4-acilaciéjakor szerkezeti
atrendezddés torténik
Gombos L., Téth J., Simon Z., Medveczky P., Szilagyi L., Graf L.,
Malnési-Csizmadia A.
ELTE, TTK, Biolégiai Intézet, Biokémiai Tanszék, Budapest
A humdn tripszin 4 a szerin protedzok kozott egyediilallé médon arginint
tartalmaz a 193-as poziciéban a konzervélt glicin helyett. Bar ez az
aminosavcsere nem befolyasolja a kisméretti szintetikus szubsztratokon
mért egyensulyi aktivitdst, nagy hatdssal van tobb enzimatikus funkciéra:
rezisztenssé teszi kanonikus inhibitorokkal torténd gatlassal szemben, és
besziikiti a szubsztréatspecificitast fehérjeszubsztratokon. Ezen aminosav-
csere gyorskinetikai és termodinamikai hatésait a vad tipust és az R193G
mutans enzimeken tanulmanyoztuk. A kisérletekhez valasztott 4-metil-
umbelliferil-4-guanidinobenzoat szubsztratanalogon a dezacilezés a
sebességmeghatarozo 1épés, igy tranziens kinetikai modszerekkel egysz-
ertien kovethetS a reakcid, és el lehet kiiloniteni egyedi reakciélépéseket,
illetve meghatarozni sebességi allanddjukat. Adataink alapjan a korabbi
reakcidmechanizmust tovébbi 1épéssel bovitettiik: az acilaciét megelSzi
az elsG tetraéderes intermedier reverzibilis kialakuldsa. A vad tipusu
enzim esetében ez a 1épés erSsen exoterm és nagymértékd entrdpia-
csokkenés kiséri, ezzel szemben az R193G mutansnal enyhén endoterm,
amit kismértékii entropianovekedés kompenzal. Ez az energetikai
kiilénbség arra utal, hogy a vad tipusti human tripszin 4 enzimben az
R193G muténshoz viszonyitva joval kiterjedtebb szerkezeti, illetve di-
namikai dtrendezSdések zajlanak az elsé tetraéderes intermedier kiala-
kuldsa soran, ami szerepet jatszhat ezen enzim biol6giai funkcidjaban.

P-28 A NO-cGMP-PKG-fiiggd jelatviteli 1t vizsgalata
primer hypoxids szivizomsejt-tenyészetekben
Gorbe A., Giricz Z., Baka Zs., Dux L.
SZTE, AOK, Biokémiai Intézet, Kardiovaszkuldris Kutatécsoport, Szeged
Az iszkémids szivbetegségek terapidjaban mar régota alkalmazzdk a
nitrogén-monoxid-donor gyégyszereket. Az NO olyan citoprotektiv
molekula, mely hatdsat a cGMP-fiiggé PKG jelatviteli titon fejti ki. Az NO
hatdsanak kifejtése sordn a szolubilis guanilat cikldz hemcsoportjdhoz
kotddik, és aktivalja az enzimet. Kisérleteink alapjat az szolgalta, hogy az
IC cGMP-koncentrécié novekedése protektiv hatdst az iszkémids reper-
fazi6s karosoddsban. Azonban a downstream szignaltranszdukcios 1t és
annak effektorai még nem ismertek. Célunk a cGMP-fiiggé PKG jelatviteli
tat felderitése volt a citoprotekcioban. Munkankat primer szivizomsejt-
tenyészeten végeztiik. Az elsé csoport kontrollként szolgalt, mig a
maésodikat cGMP-analég 8Br-cGMP-vel kezeltiik. A 3. csoportban szintén
c¢GMP-analég 8Br-cGMP-t kaptak a sejtek, de emellett még protein kindz
G inhibitor KT5823 vegyiiletet is. A 4. csoportban csak KT5823-mal
kezeltiik sejtjeinket. Az 5-06s szamu tenyészetet NO-donor SNAP-pal
inkubaltuk, illetve az utols6 csoportban SNAP mellett KT5823-t is kaptak
a sejtek. A csoportokat egyrészt iszkémids kdrosodasnak tettiik ki, mig
egy masik sorozatot normoxias kornyezetben tartottunk, majd a sejteken
viabilitas tesztet végeztiink. A kontrollcsoportokban 10-15%-o0s sejtpusz-
tulds tortént. A szimulalt iszkémias kezelés a sejtek 34%-anak pusztuldsat
okozta, melyet azonban a c¢cGMP-analég 8Br-cGMP szignifikansan
kivédett (13% p<0,001). Azonban a 8Br-cGMP védd hatasat a PKG-
inhibitor KT5823 gatolta (34%). Hasonléan a NO-donor SNAP is protek-
tivnek bizonyult a sejtek szdmadra, és a KT5823 vegytilet ezt a védShatast
is megakadélyozta. Eredményeink alapjén tgy tiinik, hogy a citoprotek-
ci6 valészintileg a ¢cGMP-PKG ttvonalon valésul meg. (RET 08/2004,
OMFB-0066/2005)

P-29 Az izopropil-malit dehidrogenizok (IPMDH)
hdstabilitasbeli kiilonbségeit denaturaciéjuk
sebessége hatirozza meg

Gréczer E., Varga A", Hajdu L', G. Semisotnov®, Zavodszky P.!, Vas M.!

' MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; > OTA Protein Research

Institute, Pushchino, Russia

A fehérjék stabilitisidt meghatarozé tényezSk szerepe a térszerkezet-

kialakulds folyamatdban még nem tisztazott. Denaturacis és renatura-

ci6s kinetikai vizsgélatokat végeztiink termofil, mezofil és hidegt(ird
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IPMDH enzimekkel fluorimetrids modszerek (fehérjefluoreszcencia,
ANS-jelolés, FRET), tiolreaktivitas- és enzimaktivitas-mérés segitségével.
A FRET a nativ enzim Trp oldallanca(i) és a kotott NADH kozott alakul
ki. A hdrom enzim denaturdciés kinetikdja 8,5 M karbamidban
nagymértékben kiilonbozik: a felezési id6k rendre 90 perc, 5 perc és 5
masodperc, azaz minél nagyobb héstabilitdsti az IPMDH, annél lassabban
denaturélodik. A szubsztratok nagy mértékben védenek a denaturaciéval
szemben: a védS hatds a termofil enzim esetén a legkisebb, hidegt(ird
enzim esetén a legnagyobb, igy a szubsztratkomplexek denaturaciéja mar
hasonlé id@skélan zajlik. A denaturdcié folyamataval ellentétben a
renaturécié id6gorbéi nem mutatnak lényeges kiilonbséget a kiilonb6z6
héstabilitasi IPMDH-k esetén: a fehérje kompakt szerkezete (ANS-
jelolés) és ezzel parhuzamosan az aktivitds néhany perces felezési idGvel
tér vissza. A nativ fehérjére jellemz6 fluoreszcencia és FRET kialakuldsa-
nak idGgorbéi Gsszetett folyamatokra utalnak. A kezdeti, néhdnymasod-
perces gyors szakasz alatt mar nativszer(i, de még inaktiv intermedier
alakul ki. Ezzel fiigghet Gssze az, hogy a szubsztratoknak nincs kimu-
tathaté hatdsa a renaturdcié sebességére. Az IPMDH-k stabilitasbeli
kiilonbségei kizarolag denaturacidjuk kiilonbozé sebességének tulaj-
donithaté. Renaturacidjuk azonos sebességét pedig az IPMDH funk-
cidhoz sziikséges specidlis térszerkezet hatdrozza meg.

P-30 Human lipid kinazok expresszi6ja intracellularis Ca*-
felszabadulast valt ki élesztGsejtben
Grész G.!, Liliom K2, Baksa A2, Szirak K.!, Takéacs L., Fehér Zs.!
' DE, OEC, Humdngenetikai Intézet, Debrecen; > MTA SZBK, Enzimoldogiai
Intézet, Budapest; 3 Biosystems International, Paris, France
A szfingozin-1-foszfat (S1P), amely a szfingozin kindz terméke, az
emlGssejtek kiilonféle jelatviteli folyamataiban részt vevé mésodlagos hir-
vivé molekula. Tobbek kozott a hizésejtek degranuldcidjat stimulalja s
ezzel elGsegiti az allergids tlinetek kialakuldsat. A huSPHKI-et és 2-t
korabban mar klénoztak és jellemezték. Az SPHK1-gyel valé homologia
alapjan tovébbi két izoforma génjének tartott huSPHK3 és 4 cDNS-ét is
klénoztak. Munkénk célja az volt, hogy élesztSexpresszidés rendszerben
fejeztessiik ki a huSPHK3 és 4 fehérjéket, és vizsgéljuk enzimaktivita-
sukat, melyikiik funkciéképes szfingozin kindz. A négy kiilonb6z6 cDNS-
t pYES2/CT expressziés vektorba klénoztuk indukalhaté GAL prométer
mogé, és létrehoztuk veliik az élesztStranszformansokat. Genetikai
keresztezéssel a génexpresszios kisérletekhez jol haszndlhato, élesztd-
szfingozinkinazt nem tartalmazo6 Alcb4Alch5 és Alcb4Adpll kettés mutan-
sokat készitettiink, amelyeket PCR segitségével azonositottunk.
Alcb4Adpl] t6rzsbdl késziilt szferoplasztot hasznaltunk human szfingozin
kindz altal kivaltott Ca*-felszabadulds Fluo-4 Ca*-indikétorral torténd
detektalasdhoz. Az SPHK1 egy korai magas csticsot, mig az SPHK2 egy
kisebb csticsot adott, SPHK3 és 4 esetében késGi csticsot kaptunk. Az
SPHK3 ceramid kindznak (CERK1), az SPHK4 pedig egy szélesebb
szubsztratspecificitdst lipid kindznak (MuLK) bizonyult. Tisztdzni
szeretnénk, hogy utobbi esetekben mi a Ca*-felszabadulds mechaniz-
musa.

P-31 Az aktomiozinrendszer tapadasi surlédasaért a loop 4
felel6s
Gyimesi M.}, Kintses B.", Kellermayer S. Z. M.?, Malnasi-Csizmadia A.!
' ELTE, TTK, Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék; * PTE, AOK, Biofizikai
Tanszék, Pécs
A miozin enzimatikus ciklusaban fontos szerepet tolt be az aktinnal valo
kolcsonhatédsa, amely stimuldlja a miozin aktivitdsat. Mindkét fehérjén
kiterjedt kolcsonhatési feliilet talalhat, amelyek koziil szdmos felszini
hurokrél bebizonyitottak, hogy fontos szerepet jatszanak az aktomiozin
kolesonhatasban. Mindmaig nem tisztdzott azonban egyértelmten, hogy
a miozinon elhelyezkedd loop 4 szerepet jatszik-e az aktinkotésben, illetve
az aktomiozinkomplex stabilitdsdban. A kérdés eldontésére mutdciokat
terveztiink egy egy-triptofant tartalmazé (W501+) Dictyostelium motor-
domén-konstrukcioba: a kolcsonhatdsban feltételezhetGen nagy szerepet
jatszo glutaminsavat glutaminra (E365Q) cseréltiik, illetve a teljes hurok-
szekvenciat 3 glicinnel helyettesitettiik (AAL). Széleskorti fluoreszcens és
gyorskinetikai vizsgalatot alkalmaztunk felhasznélva a fehérjék belsé flu-
oreszcencidjat, a pirénjelolt aktinfluoreszcenciat, tovabba a fényszoérasval-
tozdsbol szarmaz6 jelvaltozast. Kisérleteink bizonyitottak, hogy mindkét
mutaci6 gyengiti az aktomiozin-kolcsonhatast, amelyet a megnovekedett
disszociacids allando6 (Kp) értékek mutatnak mind apo, mind ADP kotott
allapotban, mely hatdst elsGsorban a levélasi sebességi allandok (k)
novelésén keresztiil fejtik ki. A mutdciok jelentésen emelik az ATP
indukdlta aktomiozindisszocidcié sebességét. Tovabba az aktinindukalt
ATPéz-aktivitds Ky, értékét egy nagysagrenddel novelik. A AAL mutans



aktin cstsztatasi sebessége 2,2-szeresére emelkedett az in vitro motili-
tasteszben. Tovabbi fontos megfigyelés, hogy a mutdnsok jelentGsen
csokkentett hajlamot mutattak az aktinfilamentumok torésére. Bebizo-
nyitottuk tehdt, hogy a loop 4 funkcionalis aktinkots régi6, amely az
aktomiozinkomplex stabilitdsaért felels, tovébba elsGdleges meghata-
rozdja az aktomiozin tapadasi strlédasanak.

P-32 A PPARg-receptor szerepének vizsgalata
monocita-makrofag-differencidlédasban
Gyongyosi A., Szanté A., Nagy L.
DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
A sejtmagban el6fordulé receptorok ligandum éaltal aktivalt transzkrip-
ciés faktorok. Aktivalédasuk utdn képesek szabalyozni célgénjeik kife-
jez6dését, igy szerepet jatszanak a sejtek differencidlédasdban, prolifera-
ci6jaban és metabolizmusaban. A PPARg-receptorokrdl kordbban iga-
zoltdk, hogy szerepiik van a mielioderedetti makrofdgok érésében.
Munkacsoportunk igazolta, hogy a PPARg-receptor expressziéja a mo-
nocita—makrofag-éréskor gyors indukciét mutat az alternativ aktivécios
Gt sordn, mig a receptor kifejez6dési szintje lecsokken a klasszikus aktiva-
ciét kovetSen. Munkank sordn célunk, hogy feltdrjuk azt a kozvetlen
kornyezeti tényez6t, ami a PPARg-receptor expresszidjat szabalyozza.
Ebben a folyamatban szerepet jatszhat, hogy a monocitak az érpélya
elhagydsa sordn kapcsolatba keriilnek extracellularis métrix (ECM) fehér-
jéivel. Ezt a folyamatot modelleztiik in vitro koriilmények kozott, amely
sordan a humén vérbdl izoldlt monocitakat kiilonb6zé ECM-fehérjékkel
kezelt tenyésztGedényekben novesztesztettiik. A tenyésztés sordn a sejtek
kitapadnak az edény falahoz és az ECM-fehérjékhez a monocitdk fel-
szinén el6fordul integrinmolekuldkon keresztiil, ami jelet indit a sejtmag
felé, ez pedig felelGs lehet a PPARg gén megnovekedett expresszidjaért.
Az esetleges tovabbi kornyezeti faktorok befolyédsolé hatdsanak a recep-
tor kifejez6désére szérummentes tenyésztési kornyezetben novesztjiik az
izolalt monocitakat. A letapadas kozvetlen hatasét teflon-, illetve Costar
ultra low attachment felszinnel ellatott tenyésztGedényekben vizsgaljuk.
A PPARg letapadéstol fliggs expresszios valtozasait az eltérd tenyésztési
koriilmények fiiggvényében RT kvantitativ PCR modszerrel hatdrozzuk
meg. Feladatunk megtalalni és igazolni, melyik tipusti ECM-fehérje és
integrin az, ami indukélja ezt a jelatviteli utat. A szignalitban részvevd
egyes molekulak feltérképezéséhez specifikus antitesteket hasznalunk.
Mivel a monocita-macrofdg-dtalakulds kezdeti 1épése a gyulladasi fo-
lyamatok és az atherosclerosis kialakuldsdnak, ezért lényeges megis-
merntink a differencidlédasi folyamatot a betegségek megismerése és
gyogyitasa érdekében.

P-33 A protein kinaz C (PKC) modulalé szerepe az
N-metil-N"-nitro-N-nitrozoguanidin (MNNG) iltal
kivaltott, poli-(ADP-rib6z) polimeraz- (PARP) fiiggd
citotoxicitasban

Hegediis Cs.', Gergely Sz.?, Bai P.", Erdélyi K.!, Bakondi E.!, Gregus A,

Szab6 E., Virag L.!

DE, OEC, ' Orvosi Vegytani Intézet; * Kardiologiai Klinika; > B6rgyogydszati

Klinika; * Immunoldgiai Intézet

Az MNNG DNS-alkildlé hatasu citosztatikum, hatdsdra egértimocitdk-

ban aktivalédik a poli-(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1). Ez az enzim

féleg DNS-sériilés hatdsara aktivalodik, de leirtak alternativ (foszforila-
ci6 révén bekovetkezs) aktivaciot is. A PARP-1 tdlzott aktivacidja kime-
ritheti a sejt energiaraktarait, ezzel annak pusztuldsat eredményezheti.

Irodalmi adatok alapjan a PARP-1 in vitro szubszréatja a protein kinaz C

(PKC) enzimnek. A PARP-1 PKC éltali foszforildciéja az enzim gat-

lasdhoz vezet. Jelen munkénk célkittizése az volt, hogy megvizsgaljuk a

PKC és a PARP-1 szerepét az MNNG dltal kivaltott citotoxicitasban.

Vizsgélataink alapjan elmondhato, hogy a PARP-gatl6 PJ-34 és a PKC-t

aktivalo forbolészter (PMA) gétolta a propidium-jodid felvételét. A for-

bolészterek citoprotektiv hatdsa PKC-gatloszerekkel (GF109203X,

Go66976) kivédhetS volt. MNNG kezelés hatdsara a sejtek DNS-

kérosodast szenvedtek, amit sem a PARP-gatloszer PJ 34, sem pedig a

PKC-t aktival6 PMA nem befolyésolt. A DNS-torések hatdsara PARP-

aktivaciot mutattunk ki. A polimer mennyisége a forbolészter-el6kezelés

hatdsara csokkent, s e hatds PKC-géatloszerekkel mérsékelhets volt.

Immunprecipitdlva a PARP-1-et, majd foszfoszerin elleni antitesttel

Western blot eljarassal azt taldltuk, hogy a PMA hatésara foszforilalodik a

PARP-1. PKC-géatloszerek hatdsira a PARP foszforildciéjanak mértéke

csokken. Ennek alapjan elmondhat6, hogy az MNNG éltal kivaltott

DNS-torés PARP-aktivaciéhoz és PARP-fiiggs sejthalalhoz vezet. A PKC

a PARP-1 foszforilacidjaval gatolja annak aktivitasat és ennek révén cito-

protektiv hatdsi. (OTKA K60780)

P-34 Miozin Va: egy 3 aminosavat kédolé alternativ exon és
egy dinein-kénnytilanc
Hoédi Zs.!, Németh A", Kardos J.!, Radnai L.", Hetényi Cs.", Schlett K2,
Bodor A, Perczel A, Nyitray L.!
ELTE, TTK, ! Biokémiai Tanszék, ? Elettani és Neurobioldgiai Tanszék, * Szerves
Kémiai Tanszék, Budapest
A 10 kDa-os dinein-konnytilancrél (DLC), az eukariotdk egyik legkonzer-
vativabb fehérjéjérsl mar korabban bizonyitottdk, hogy a miozin Va-nak
(mioV) is alegysége, és szerepet jatszhat a kargokotésben és/vagy a
motorfehérje regulaciGjdban. Erdekes informaci6, hogy a DLC szintje sok
rakos sejtben megemelkedik. Gélsziiréssel, nativ PAGE és pull-down assay
eljarassal, kalorimetridval és spektroszképiai médszerekkel vizsgaltuk
kiilonb6z6 méretli mioVa-fragmentumok és a DLC kotSdését. Azo-
nositottuk a pontos DLC kotShelyet, jellemeztiik a komplexet és a kotés
hatdséra fellépé szerkezetvaltozasokat. A mioV farokrégidjanak medialis
és disztélis coiled-coil doménja kozott talalhaté DLC kotShely (Ile1280-
T1e1294) tartalmazza a minddssze 3 aminosav hosszt, alternativan kife-
jez6dé6 (agyspecifikus) B-exont, aminek hidnya esetén a k6t6dés nem jon
létre. Ezt emlGssejt-transzfekciéval in vivo is bizonyitottuk. ITC mérések
alapjan a kotés eréssége (Kq) 47 nM. CD mérések bizonyitjak, hogy a két
coiled-coil régi6 kozti szerkezet nélkiili domén a kotddés hatdsara kissé
rendez8dik, viszont a hatérol6 coiled-coil domének héstabilitdsa jelentGsen
novekszik, a DLC mint ,molekuléris ragaszté” hat a dimer mioV farok-
régiora. NMR és molekuldris dokkolés igazoljak, hogy a 15-tagii mioVa
peptid a tobbi ismert partneréhez hasonldéan kotédik a DLC-hez. Fel-
tételezésiink szerint a homodimer DLC aszimmetrikusan kétédik a dimer
miozinhoz; az egyik kotarkidt a mioV-szekvencia, a masikat pedig a
kargomolekula foglalja el. A kargok szallitisat a DLC foszforilacidja
szabalyozhatja: a Ser88Glu mutans nem kotédik a miozin Va konstruk-
ci6khoz, bar a fehérje stabil marad.

P-35 Apoptotikus sejtek fagocitézisinak dinamikdja és
szabdlyozasa human rendszerben
Katona K., Méjai Gy., R. Ruehl, Zahuczky G., Fésiis L.
DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Molekuldris Medicina
Kutaté Kozpont, Debrecen
A fagocitozis fontos szerepet jatszik az apoptotikus sejtek szervezetbdl
torténd eltdvolitdsaban. Szdmos kutatédsi eredmény sziiletett ezen a terti-
leten, de ennek a folyamatnak a dinamikdja és molekularis szint( szaba-
lyozésa pontosan nem ismert. Kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy
a humén monocitébél differencidltatott makrofégok fagocitdld képessége
id6figgd modon novekszik, de 6 ora utan kialakul egy telitettségi dllapot,
mely nem valtozik, azaz fagocitdlo képessége mar nem novekszik, ha
djabb apoptotikus neutrofileket adunk hozza. Ezzel parhuzamosan a fa-
gocitald makrofagok esetében novekedett koleszteroltartalmat hatdroz-
tunk meg. Abban az esetben, ha a makrofagok membrénjét, a kisérletet
(fagocitozist) megel6zSen koleszterollal feltoltottiik, a makrofagok fagoci-
tozisa jelentGsen lecsokkent. Az id6fiiggd génexpresszios vizsgélat sordn
—mely tiikrozi a telitési folyamatot — taldltunk olyan jol ismert fagocitdzis-
receptor-géneket (pl. oxidized LDL receptor 1) és az apoptotikus sejtek
opszonizaciéjdban szerepet jitszo molekuldkat (pl. thrombospondin),
melyeknek mRNS-szintje megemelkedik a fagocitézis elején. A telitettsé-
gi allapotban viszont ezen gének mRNS-szintje lecsokken. Kisérleti ered-
ményeink azt mutatjadk, hogy a bekebelezett apoptotikus neutrofilek
valamely biokémiai komponense, kiilonosképpen a koleszterol, fontos
szerepet jatszik a fagocitézis dinamikajanak szabalyozasaban.

P-36  EgéremlStumor-virus (MMTYV) env-génszekvenciak
jelenlétének vizsgalata human eml§tumor-sejtvo-
nalakban

Kecskés Sz., Mikléssy G., Bagossi P., T6zsér J.

DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen

Az nSkben gyakori és igen heterol6g betegség. A viszonylag ritkan eléfor-

dulé familidris emlStumorok kivételével a betegség etiologidja nem

ismert. Az utdbbi idében a human emlétumorok esetében felvetddott,

hogy részben bétaretrovirus-fert6zés kovetkezménye lehet. Egyes emld-
tumorok retroviralis eredete mar tobb mint 60 éve ismert, és az egéremls-
tumor-virus (MMTV) felfedezéséhez vezetett. Kés6bb szamos kutato fel-
vetette egy hasonlé emberi MMTV-szer virus (HMLV) szerepét az
emberi emlStumorok kialakuldsdban. Sokaig nem sikeriilt bizonyitékot
taldlni a HMLV létezésére vonatkozdan, valamint feltételezték, hogy a
kimutatott szekvencidk nem exogén HMLV-fert6zés kovetkezményei,
hanem endogén retrovirus- (HERV) expresszionak tulajdonithatd. A
HERV- és HMLV-szekvencidk nagy biztonsdggal torténd megkiilon-
boztethetGsége azonban megfelel6 PCR primerek hasznélatdval lehet-
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séges. Mindamellett mind a mai napig ellentmondésos az irodalom arra
vonatkozoéan, hogy ténylegesen van-e integralt HMLV-szekvencia human
emlStumor-sejtekben. Vizsgalatainkat négy humén emlStumor-sejtvonal-
bol izolélt genomidlis DNS-mintén végeztiik. A polimerdz lancreakciéhoz
2 primerpart hasznaltunk, melyekkel egy 254 bp és egy 600 bp
hossztisagu szakaszt kivantunk felszaporitani az MMTV env génbdl.
Gradiens PCR alkalmazéasaval két sejtvonalban tudtuk a rovidebb sza-
kaszt felsokszorozé primerparral a vért mérettivel megegyez6 méretii
PCR-terméket kimutatni. Az igy kapott szakaszokat klonoztuk és szek-
vendlassal ellendriztiik, azonban ezek a szekvencidk endogén szekven-
cidknak bizonyultak. {gy kisérleteink alapjén a vizsgalt emlétumorok
genomja nem tartalmaz exogén MMTV-szekvenciat. (OTKA T43482, ETT
088/2003)

P-37  Anaerob koriilmények kozott szerves halogén-
vegyiileteket lebont6 baktériumtorzsek komparativ
genomanalizise

Keresztes G., H. Nonaka, M. Inui, H. Yukawa
Microbiology Research Group, Research Institute of Innovative Technology for
the Earth, Kyoto, Japan
A halogéntartalmi szerves vegyiiletek jellemzGen igen stabilak. Ezen
molekuldk a természetben, bar el6fordulnak, viszonylag ritkdk, emiatt a
legtobb organizmus képtelen Gket lebontani. A modern vegy- és gyogy-
szeripar halogéntartalmu szerves vegyiiletek szazait szintetizalja, ame-
lyek a talajpan mér az emberre is veszélyes mértéket elér szinten Ossze-
gytilnek. Bizonyos Desulfitobacterium- és Dehalococcoides-torzsek képesek
anaerob koriilmények kozott halogéntartalmd szerves vegytileteket rész-
legesen vagy teljesen lebontani. A Desulfobacterium hafniense Y51 torzsét
Japanban izolaltak annak perkloroetén-bonté aktivitdsa alapjan. Az ana-
erob halogénmentesités alig ismert folyamatdnak a felderitését meg-
konnyitendd szekvenaltuk torzs teljes genomjat. A torzs egy cirkularis, 5
727 534 bazisparbol allé6 kromoszomédn 4400-5000 feltételezett kodolo
szekvenciat hordoz. A komparativ genomika eszkoztardval megkisé-
reltiik felderiteni a torzs éltal hasznalt f6bb metabolikus ttvonalakat.
Mivel a torzs genomszekvendlasat kovetSen a mindkét anaerob halogén-
mentesité modellként hasznélt génuszbdl rendelkezésre allt egy-egy tel-
jes genomszekvencia, megkiséreltiik azonositani a halogénmentesitésben
szerepet jatsz6 géneket. Mivel feltételeztiik, hogy ezen gének nagy része
horizontalis géntraszfer ttjan lett a genom része, a rendszertanilag tavol
allé két genombdl azonositottuk olyan ortolégokat és paralégokat, ame-
lyek a két torzsben nagyobb foki hasonldsdgot mutatnak egymashoz,
mint a kozeli rokon fajokban talalhaté ortolégok és paralégok. fgy olyan
génlistat kaptunk, amelyek a halogénmentesitésben mar ismert szerepet
betolté gének mellett, a folyamatban eddig még ismeretlen szerepet jatszo
géneket is tartalmazhat.

P-38 Enzimreakcidk vizsgalata denaturaciés hmérséklet
folott
Kintses B.", Simon Z.", Gyimesi M.!, T6th J.!, Jelinek B.!, Niedetzky Cs.?,
Kovacs M.', Mélnasi-Csizmadia A.!
"ELTE, TTK, Biokémia Tanszék; > Supertech Kft., Budapest
A fehérjék hémérséklet-érzékenysége erdsen korlatozza oldatban vald
vizsgalati lehetGségeiket magas vagy akdr fiziol6gids hGmérsékleten is.
Ennek athidaldsara megalkottuk a heat-jump/stopped-flow késziiléket,
amely lehet6vé teszi, hogy gyors enzimreakcidkat vizsgaljunk magas
hémérsékleten. Ez a miiszer egy dtjratervezett stopped-flow késziilék,
amely képes a reaktdnsok sszekeverésére szubmilliszekundumos idétar-
tomanyban, mikozben a reakcidelegy hémérséklete akar 60°C-kal is
emelkedhet. Bemutatjuk a miozin motordomén ATPaz enzimciklusin
keresztiil, hogy a gyors hémérsékletugrasnak koszonhetSen az enzim
hédenaturacidjandl gyorsabb enzimreakcidk vizsgalhatéak akar a
denaturéciés hdmérséklet f6lott is, st maga a hGdenaturacié folyamata is
nyomon kovethetd. Szerkezetspecifikus fluoreszcens jelolésekkel a fehér-
je egyes részeinek hdstabilitdsa is vizsgalhatd, és igy azonosithatéak a
letekeredést inicialo régiok. A heat-jump/stopped-flow késziilék talan
attorést hoz az enzimreakciok és a fehérjék hédenaturacidjanak dj jel-
legzetességeinek megismerésében.

P-39 A RhoA fehérje szerepe az NGF indukalta apoptézist
kivédé jelatviteli folyamatokban

Kiss K., Sebdk A., Kiss J., Szeberényi J.

PTE, AOK, Orvosi Biolégiai Intézet, Pécs

Az idegi novekedési faktor (NGF) szamos idegsejttipus novekedésében

és differencidci6jdban fontos szerepet jatszik. A patkiny PCI12-

phaeochromocytomasejtek a neuronalis differencidcié gyakran hasznalt
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sejtmodelljei, NGF jelenlétében tilélnek, és idegsejtekre jellemzé tulaj-
donsdgokat mutatnak, megvondsa utdn pedig apoptoézissal elpusztul-
nak. Az NGF antiapoptotikus jeldtviteli folyamatainak elemei koziil —
tobbek kozott — a nuklearis faktor kappa B (NFkB) transzkripciés faktor
foszfatidilinozitol-3-kinaz- (PI3K) fiiggé szerepe bizonyitott. Ismert,
hogy akar az NF«B, akar a PI3K gatldsa PC12-sejtek apoptozisahoz vezet.
Munkank célja az NGF indukdlta antiapoptotikus jelétviteli ttvonal(ak),
valamint az NFxB-aktivacié szabalyozasban résztvevs tovabbi elemek
azonositdsa. Az éltalunk részletesebben vizsgalt RhoA fehérje szamos
sejtmodellben részt vesz az NFkB aktivaci6jdban, néhdnyban ismerten
PIBK-fiiggGen. PC12-sejtekben gatldsa neuritnévekedést idéz elS, va-
lamint aktivétora, a lizofoszfatidsav proliferativ, antiapoptotikus hatast.
A RhoA szerepét vad tipust és konstitutivan aktiv, valamint dominans
negativ RhoA-t expresszalé PC12-sejtekben vizsgédltunk. Eredményeink
alapjan feltételezhetd, hogy a RhoA fehérje konstitutiv aktivacidja
csokkenti a sejtek életben maradasdhoz sziikséges szérumigényt, bar a
szérum, valamint az NGF hidnya éltal indukélt apopt6zistél nem védi
meg a sejteket. Lathat6 tovabba az is, hogy NGF antiapoptotikus vélasza
sordn — eltéréen a vad tipust sejtektSl — NFkB DNS-ko6t6 aktivitasa nem
valtozik RhoA konstitutiv aktivacidja mellett, még PI3K gatldsa esetén
sem. Ugyanakkor NF«kB natrim-szalicilattal torténd gétlasa apopt6zishoz
vezet szérum és NGF jelenlétében konstitutivan aktiv RhoA-t
expresszald szubklénokban is. Valdszintsithets, hogy RhoA elGsegiti a
sejtek proliferacidjat, részt vesz szérum és NGF altal indukalt tdlélésben,
de nem védi meg a sejteket a teljes éhezés okozta, valamint az NFkB-
gétlassal elGidézett apoptozistol.

P-40 A kozeg deutériumkoncentriciéjanak valtozasa
gatolja a sejtosztodast
Kiss A.S. !, Galbacs Z.2
" Magyar Magnézium Tdrsasdg, Szeged; > SZTE Szervetlen és Analitikai
Kémiai Tanszék, Szeged
Amennyiben természetes vizek deutériumtartalmanal (150 ppm) akér
kisebb (pl. 20 ppm), akar nagyobb (300 ppm) deutériumkoncentracioju
vizben csirdztattunk magvakat, gatolt volt a hajtdshossz, a tomeg
novekedése, azaz a sejtosztédas. Az ép, egészséges tenyészetek 10-12 nap
milva alkalmazkodni tudtak a megvaltozott deutériumkoncentraciéji
kozeghez, és utolérték a kontrollndvénykéket. Nem igy a tumoros szove-
tek, mert ezek — pl. a tumoros (Agrobacterium tumefaciens) dohdnyszovet-
tenyészetek — a tenyészet kordval Osszefiiggen, elmaradtak a kontroll-
tenyészettSl (pl. 35 nap alatt 50%-kal). A deutériumkoncentracié-véltozas
okozta sejtosztodasgatlds részben feltételezett, részben igazolt (energe-
tikai, Na/H, Na/Mg antiport, sejtciklus G,) mechanizmusa révén értel-
mezhetd.

P-41 A kalcineurin szerepe endothelsejtek citoszkeleton-
szerkezetének szabdlyozasaban
Kolozsvéri B., Baké E., Métyan J., Gergely P.
DE, OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
Szamos sejtfolyamat szabélyozasadban a reverzibilis fehérjefoszforilacio
kulcsszerepet tolt be. A foszforilacié protein kinazok, a defoszforilacio
protein foszfatdzok révén valésul meg. A Kkalcineurin (PP2B)
kalcium /kalmodulin-dependens foszfo-Ser/Thr-specifikus protein
foszfatdz, mely két alegységbdl: katalitikus (CnA) és regulator (CnB)
fehérjébdl all. A katalitikus alegységnek hdrom izoformajat mutattak ki
endothelsejtekben (o, B, ). Az endothelsejtek konfluens monolayert
alkotnak az erek bels6 faldn, feladatuk, hogy szelektiv barriert ké-
pezzenek a keringd vér és a szovetek kozott. A citoszkeleton elemeinek
atrendezddése, az aktin mikrofilamentumok és az aktin-miozin-kol-
csonhatés véltozasai meghatarozzak pl. az endothelsejtek alakjat és a
vascularis barrier integritasat. Gyulladdsos folyamatokban bioaktiv
agensek hatdsara az endothelsejtek kontrakcidja, és igy a sejtek kozotti
hézagok képzddése figyelheté meg, a barrierfunkcié sériil, tobbek
kozott a miozin-konnytilanc (MLC) foszforilalasianak kovetkez-
ményeként. A folyamat szabalyozédsaban a PP1 mellett a PP2B is fontos
szerepet tolt be. Kutatdsaink sordn a kalcineurin katalitikus alegység
kiilonboz6 izoformdinak szerepét vizsgaljuk emlés-endothelsejtekben.
Jelen munkankban tanulmanyoztuk a PP2B, a barrierfunkcié és a
citoszkeleton szabélyozasa kozotti kapcsolatot endothelsejtekben sejt-
és molekuldris biologiai modszerekkel. Vizsgéltuk a CnA alegység a
izoforma plazmidjdval tranziensen transzfektdlt endothelsejtek ci-
toszkeletonszerkezetének véltozasat thrombinnal valé kezelést ko-
vetSen. Kisérleteink hozzdjarulhatnak gyulladasos folyamatokban az
o0démakialakulds pathomechanizmusdnak megértéséhez. (OTKA
K60620)



P-42 Az apoptotikus sejtek gyulladasi citokintermelést
szabalyoz6 hatdsanak vizsgalata vad tipusi és szoveti
transzglutaminaz-hianyos makrofagokban

Koroskényi K., Sarang Zs., Szondy Zs., Fésiis L.
DE, OEC, Biokémia és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen
Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a sejtek apoptozissal torténd elhaldsat
nem koveti gyulladdsos vélasz, szemben a sejtek nekroézissal torténd
elhalaséval. Az irodalombdl elfogadott nézet, hogy az apoptotikus sejtek
felvétele soran a makrofagokban megindul a gyulladascsokkentd hatdsu
TGF-béta faktor termelése, amely a makrofdgra visszahatva csokkenti a
gyulladasi citokinek (pl. TNF-alfa, IL-6) termel6dését. Az inaktiv, latens
TGF-béta aktivdlasdban részt vesz a szoveti transzglutamindz (TG2) is.
Intézetiinkben korabban megfigyelték, hogy TG2/-egerekben az apop-
totikus sejtek fagocitozisa zavart szenvedett, és a méjban az apoptézist
gyulladés kiséri. Kisérleteinkben ELISA technikaval vizsgalni kivantuk,
hogy a TG2 hianya befolyasolja-e az apoptotikus sejtek gyulladasi cito-
kintermelést csokkentd hatédsat hastiregi és csontveldi Gssejtekbdl diffe-
rencidltatott, lipopoliszacharid- (LPS) stimulalt makrofdgokban in vitro.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a TG2/-makrofdgok alig termeltek
aktiv TGF-béta faktort. Ennek ellenére a TG2”/- és TG2'/*-makrofagok
azonos mértékben reagaltak — a TNF-alfa és IL-6 termelés csokkentésével
— az apoptotikus sejtek jelenlétére. Az apoptotikus sejtek gyulladasi cito-
kintermelést csokkentd hatédsa sejtfeliiltiszéval dtvihetd volt olyan LPS-
stimulalt makrofagokra, amelyek nem talalkoztak apoptotikus sejtekkel,
utalva arra, hogy az apoptotikus timocitdk jelenlétében a makrofagok
szolubilis gyulladascsokkent$ faktort termelnek. Az irodalmi adatokkal
szemben ez nem TGF-béta, mivel a hatas aktiv TGF-béta hianyaban illetve
annak blokkolasaval is kivalthat6 volt. (OTKA T049445, TS44798)

P-43  Szfingolipidek kalmodulinnal valé kolcsonhatasanak
jellemzése: a jelatvitelben betoltott szerepiik kibgviilhet
Kovics E., Liliom K.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A szerkezetileg legegyszertibb szfingolipidek — beleértve a szfingozint,
szfingozin-1-foszfatot és a ceramidot — mint a bioldgiai membranok
épit6kovei és a szfingolipid-anyagcsere kozti termékei mar régen
ismertek. Ujabb eredmények szerint ezek a molekuldk szémos jel4tviteli
dtvonalat aktivalnak, igy olyan alapvetd folyamatokat szabalyoznak mint
a sejtnovekedés, az apoptozis és a motilitds. A szakirodalomban bizonyos
adatok arra utalnak, hogy ezek a lipidek kolcsonhatnak a kalmodulinnal.
A kalmodulin, a legdltalanosabb intracelluldris kalciumreceptor, f6leg
hidroféb kolesonhatasok révén kotddik a célmolekulaihoz, inhibitorai
aromds, hidroféb vegyiiletek. A szfingozinrél mar bizonyitott, hogy sza-
mos kalmodulindependens enzim inhibitora. Ezen kiviil a szfingozin-1-
foszfat és a szfingozil-foszforil-kolin (SPC) képes a bels§ raktarakbol
kalciumot felszabaditani, valamint a szfingozin kindz kotédik a kalmod-
ulinhoz, és feltételezhetGen szabdlyozodik éltala. Munkédnk sordn a
jelatvitelben szerepet jatszo szfingolipidek kalmodulinnal valé koleson-
hatdsanak bizonyitasat, jellemzését ttiztiik ki célul. A Ca*-telitett kalmo-
dulinhoz, valamint az apokalmodulinhoz val6 kotSdést egyarant vizsgal-
tuk fluoreszcens (sajat tirozinok és dansyljelolt fehérje) és cirkularis
dikroizmus spektroszkopia segitségével. A kot6dés funkcionalis
kovetkezményeit foszfodiészterdz- és kalcineurin-enzimaktivitasi méré-

sekkel vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a tesztelt lipidek koziil a szfin-
gozin, a ceramid és az SPC kotédik a kalmodulinhoz, valamint a
funkciondlis mérésekben gatolja annak aktivitasit. Mig az el6z6 kettd
kotddése olyan jelentds konforméaciovaltozast okoz, hogy feltételezhetSen
denaturélja vagy aggregalja a fehérjét, addig az SPC kotSdése telitési gor-
bével leirhaté. Az SPC valészintsithetSen egy biologiailag relevans, tjon-
nan felismert kalmodulin inhibitor.

P-44 Rakos sejtek dUTPaz mRNS-ének csendesitése apop-
tézist valt ki
Kévari J., Merényi G., Zagyva I, Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A dUTPaz DNS javitasban betoltott szerepe a dUTP/dATTP ardny
csokkentése révén preventiv. Enzimmiikodés hianydban a DNS uracil-
tartalma megnd, aktivalodik a sejt DNS-t vagé—javité mechanizmusa,
timinmentes sejthaldl 1ép fel. Rékos sejtekben mRNS-csendesitéssel
elérhet6 a sejtbeli dUTPaz-szint csokkenése vagy megszilinése.
Négyfajta siRNS-t terveztem. Ezek a human dUTPaz nuklearis (DUT-N)
és mitokondridlis (DUT-M) izoforméjanak mRNS-ét egyarant célozzak.
Olyan csendesité plazmidkonstruktokat éllitottam eld, amelyekbdl a
megfelel§ siRNS-ek képzddnek a sejtben. A humén réksejteket elGszor
egy Drosophila melanogaster dUTPaz génszekvenciat tartalmazé indukal-

hat6é expressziés plazmiddal transzfektdltam, aminek a termelését
rogton be is inditottam. Ezeket a sejteket transzfektdltam a fiziologias
humén dUTPaz mRNS-ének degradacidjaért felel@s csendesité plazmi-
dokkal. A sejtbeli human dUTPaz kiiktatdsa még nem okoz apoptozist,
mivel a sejteket védi az ecetmuslica dUTPaz. Amikor kikapcsoljuk az
ecetmuslica dUTPézt termel§ plazmidot, az apoptézis beindul. HeLa
sejtek transzfekciéja human dUTPaz mRNS-csendesité plazmiddal a
DUT-N mRNS erételjes csokkenéséhez vezetett, de a dUTPéz fehérje-
szint valtozatlan maradt. Az egyik csendesit§ plazmid teljes DUT-M
mRNS-degradaciot véltott ki, ami fenotipusos valtozést idézett elG.
A masodik csendesitd plazmid csak a DUT-N mRNS degradacioért volt
felel6s. A maradék két plazmid apoptézist idézett el6 HeLa sejtekben.
DU145 sejtek transzfektaldsa a csendesitS plazmidokkal harom esetben
apoptdzishoz vezetett. Eredményeim alapjan dj, hatékony rdkellenes
terdpia tervezhet§, amely a multirezisztens p53-karosodott tumor-
sejteket is elpusztitja.

P-45 A human ABCG2 multidrogrezisztencia-gén
csontvel6védd hatasanak igazolasa egér-génterapias
modellen

Kucsma N., Ujhelly O., Varady Gy., Sarkadi B., Német K.

OGYIK, Haematolégiai és Immunoldgiai Intézet, Kisérletes Génterdpids

Laboratérium, Budapest

Az ABCG2 multidrogrezisztenciat okoz6 membranfehérje, amely képes

egyes kemoterapids szereket kipumpalni sejtekbdl. Szubsztratmutans val-

tozata, az ABCG2-482G csak drogon erésen szelektalt sejteken jelenik
meg. Az ABCG2-482G fehérje kifejezését alkalmaztuk csontvelS-transz-
plantaciot kiegészits génterapids kisérletekben, kemoterdpids kezelésben
részesiil6 betegek Gssejtjeinek megvédéséhez. A kidolgozdsra keriils
terdpias eljaras lehetGvé teszi a magas dozist drogkezelés Gssejtkarosito
mellékhatdsanak kivédését. A human ABCG2 tilexpresszidjanak hatdsat
vizsgaltuk egércsontvel§-transzplanticios modellen. A terdpids fehérjét
kodolé cDNS-t, retrovirusrendszerrel, csontvel6bél izolélt Gssejtekbe jut-
tattuk be (Scal+ sejtek), majd ezekkel a sejtekkel végeztiik el a letalisan
besugdrzott egereken az atiiltetést. Kontrollként ugyanazon vektorrend-
szerrel, GFP-t kodolo gént vittiink az Gssejtekbe. Hat héttel a transzplan-
tacié utan, az éllatok egy részét Doxorubicinnel, a klinikumban gyakran
alkalmazott kemoterdpids szerrel kezeltiikk, amely az ABCG2-482G
szubsztratja. A kezelés utdn 10 nappal az éllatok vér-, csontvels- és 1ép-
mintaibol meghataroztuk a transzgén kifejez8dését, valamint a csontveldi
és limfoideredetti sejtek ardnyédt. A drogkezelés hatdsira, az ABCG2-t
kifejezd sejtek, f6ként a mieloideredetti (Grl+) populéciéban, szignifikan-
san felddsultak, mig a GFP-kifejez6dése nem vaéltozott. A ddsulas
mértéke 20-40% kozé esett. Eredményeink igéretesnek latszanak az
ABCG2-482G génterdpids alkalmazdsahoz.

P-46 A flavin monooxigenaz enzimcsalad homolégiamo-
dellezése
Liko6 I, Borbés T.
Richter Gedeon Rt., Budapest
A flavin monooxigendzok (FMO) nukleofil heteroatomot tartalmazo
xenobiotikumok és gyogyszerek metabolizmusaban részt vevé mikro-
szomaélis enzimek. Prosztetikus csoportként FAD-ot tartalmaznak,
miikodéstik NADPH- és O,-fiiggs. A FMO miikodésének megértése
érdekében 3D-szerkezetmodellt készitettiink homoldégiamodellezés
segitségével. Ehhez négy ismert fehérjeszerkezetet haszndltunk fel
templétként: glutation reduktézt (1get), NADPH peroxidazt (Inpx), egy
ismeretlen funkcioju fehérjét, ami hasonlit a flavin monooxigenazokhoz
(lvqw) és fenil-aceton monooxigenazt (1w4x). A négy fehérje szer-
kezetét manuadlisan illesztettiik egymasra. A szerkezetek Osszehason-
litdsa sordn két konzervalt domént taldltunk: a FAD-k6t6 domént és a
NADPH-k6t6 domént. A négy szekvencia ugyan nem mutatott nagy-
foki homolégiat, de a masodlagos szerkezeti elemek a doméneken beliil
teljesen megegyeztek. Kiilonféle fajokbol szarmazé FMO izoformakra
(human, patkany, marha, csirke és egér FMO3, human, patkany és egér
FMO1, valamint nydl FMO2) kiilonb6z6 modszerekkel mésodlagos
szerkezetjoslast tettiink, és ennek segitségével szekvenciaillesztést
végeztiink az enzimcsalddra. Ezutdn a négy ismert szerkezet illesztését
kombinaltuk az FMO-k szekvenciaillesztésével. Az FMO-modellt a
homolégidk alapjan Swissmodell PromodII programmal épitettiik meg.
A kapott szerkezetet energiaminimalizaldssal és molekularis dinamikai
szamitdsokkal finomitottuk. A jovében a modellt felhasznalhatjuk az
FMO-k miikodésének és szubsztatspecifitisanak tanulmanyozésara,
valamint a természetben eléfordulé FMO-mutaciok hatdsanak ér-
telmezésére.
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P-47  Zoldtea-flavonolok hatasa a glukozidaz II enzim
aktivitasara
Magyar E.]., Konta L., Banhegyi G., Mandl J., Csala M.
SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest
A z06ld tedban legnagyobb mennyiségben eléfordulé polifenolok egyike,
az epigallokatechin-gallat (EGCG) gatolja a sejtproliferaciét és az angio-
genezist; emellett proapoptotikus hatasa is van. Més tumorgatl6 ciklusos
polihidroxi-vegyiiletek hatdsmechanizmusaban az endoplazmés retiku-
lum (ER) glukozidéaz II enzimének gatlasa elsédleges szerepet jatszik. Ez
az enzim részt vesz az N-glikoproteinek érésében és a fehérje mindségel-
lendrzésben. Feltételezésiink szerint az EGCG hatdsaban is szerepet jatsz-
hat a glukozidaz II gatlasa. Kisérleteinket patkdnymaj-mikroszoman
végeztiik specifikus glukozidaz II szubsztratokkal — 4-metilumbelliferil-
glukoziddal (MUG) és 4-nitrofenil-glukoziddal (NPG). A keletkezd
metilumbelliferon mennyiségét fluoriméterrel, a 4-nitrofenolét pedig
HPLC segitségével hataroztuk meg. Mindkét szubsztrat esetén
Michaelis-Menten tipust enzimkinetikat észleltiink. A MUG4z aktivitas —
szemben az NPGaz aktivitassal — koncentraciofiiggd latenciat mutatott.
Az EGCG mindkét szubsztrat esetében jelentds gatlast okozott. A hatas
koncentraciofiiggd és kinetikdjat tekintve nemkompetitiv tipust volt.
Meghataroztuk tobb teakatechin koncentracio-hatas-gorbéjét, valamit az
ebbdl szdmithaté ICs, és K; értékét. Az Osszehasonlitdsbol arra kovet-
keztettiink, hogy a glukozidaz II gatlaséhoz elsGsorban a gallat-moleku-
larészlet sziikséges, de a gallocsoport kotddésének térszerkezete is be-
folyasolja. A leirt hatdssal a teaflavonolok farmakoldgiai alkalmazasénal
szamolni kell. A glukozidaz II gatlasa révén lelassult glikoprotein-érés és a
fehérje-mindségellendrzés zavara szerepet jatszhat a proliferaciés és angio-
genikus jelatvitel csokkenésében; ER-stresszt és apoptozist is okozhat.

P-48 Delta-retrovirus-proteazok szerkezetjoslasa
mutagenezis-vizsgilatok segitségével
Matiz K., Bagossi P., Kadas J., T6zsér J.
DE, OEC, Biokémia és Molekuldris Bioldgia Intézet, Debrecen
A humén T-sejtesleukémia-virus (HTLV) és a marhaleukémia-virus (BLV)
a delta-retrovirusok csalddjdba sorolhatdk, és szerepiik van bizonyos
leukémia- és mielopatiafajtdk kialakulasaban. A retrovirusok altal kédolt
proteolitikus enzim (PR) nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a virus életcik-
lusaban, a fert6zGképesség kialakuldsaban. Protedzaik ezért potencidlis
kemoterapids célpontok lehetnek. Vizsgélataink kezdetekor a delta-retro-
virusok csoportjab6l még nem volt ismert egyetlen ilyen protedz
szerkezete sem, ugyanakkor a rendelkezésiinkre all6 homolég modell
tobb kérdést is felvetett ezen enzimek szerkezetére, illetve szubsztrat-
specificitdsara vonatkozéan. A szekvenciaillesztés és a homolég modellek
alapjan mutdciokat terveztiink a HTLV és a BLV protedzokban, amelyek
alapjan kisérletileg kivantuk eldonteni a felvet6dott lehetSségeket. A mu-
tans protedzokat helyspecifikus mutagenezissel allitottuk eld, baktérium-
ban expresszaltuk, tisztitottuk, és vizsgaltuk a mutdns protedzok akti-
vitasat. Ezeket egymadssal és a vad tipus aktivitasaval osszehasonlitva a
modell helyességét valoszindsitjiik, amelyet az id6kozben megjelent
HTLV PR kristalyszerkezet is igazolt. (OTKA T43482, F34479)

P-49 A human tripszinogén 4 transzlaciéjanak inicidciéja
CUG kodonrél N-terminalis leucin aminosavval
Medveczky P.!, Németh A.', Téth ]!, Siklodi E., Schlett K2, Patthy A},
Palkovits M., Ovadi J.*, T6kési N.*, Németh P, Szilagyi L., Graf L.!
ELTE, TTK, ' Biokémiai Tanszék, * Elettani és Neurobioldgiai Tanszék, * SE,
Anatémiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet; * MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet,
Budapest; ° PTE, AOK, Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézet, Pécs
Az PRSS3 gén alternativ splicing révén kodolja a mezotripszinogént és a
human tripszinogén 4 enzimet. Mig a mezotripszinogén pankreatikus
proteazként ismert enzim, a humaén tripszinogén 4 kémiai tulajdonsagait
és bioldgiai funkcidjat nem tanulmanyoztdk, kizardlag predikciok alapjan
ismert A és B izoformédja AUG és CUG inicidtorkodonokrodl transzlalédik,
és egy 72, illetve egy 28 aminosavbodl allo leader peptidet tartalmaz.
Munkank soran els6ként hataroztuk meg a human tripszinogén 4 N-ter-
minalis aminosavszekvencidjat, valamint tanulmanyoztuk a fehérje
expressziéjanak mechanizmusat human tripszinogén 4 konstrukcéival
transzfektalt sejtvonalakban és human agyban. Monoklonélis ellenanya-
gokat allitottunk elS egy 28 aminosavbdl 4llo szintetikus peptid ellen,
mely a B izoforma leader szekvencidjanak felelt meg, tovabba a rekom-
bindns human tripszin 4 ellen is. Ezen ellenanyagok felhasznélasaval post
mortem human agymintakbol és transzfektalt HeLa sejtekbdl elvégeztiik a
humén tripszinogén 4 izolalasat és kémiai azonositasat. Eredményeink
azt mutatjak, hogy post mortem human agyban tilnyomorészt a human
tripszinogén 4 N-termindlis leucint tartalmazo6 B izoformaja taldlhato, és
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ugyanazen izoforma transzfektélt sejtvonalakban is kifejez6dik. A human
tripszinogén 4 konstrukcidival, kiilonb6zS sejtvonalakon végzett
expressziés vizsgélataink alapjan ugy gondoljuk, hogy a CUG kodonr6l
N-terminalis leucinnal torténd transzlacidinicidcié szerepet jatszhat a
fehérje expresszidjanak szabélyozasaban.

P-50 Az androgén hormonok befolyasoljik az izom-
novekedést gatlé miosztatin kifejezdését
Mendler L., Baka Zs., Dux L.
A miosztatin a TGF-béta-csalddba tartozo, izomspecifikus névekedési
faktor, amelynek génkilitétt egérmutansa igen Kkifejezett izomtomeg-
novekedést mutatott. Ma mar ismert, hogy a miosztatin alapvets negativ
reguldlé szerepet jatszik mind a hardntcsikolt izom fejlédése soran, mind
a felnGtt izom kiilonboz8 adaptaciés reakcidiban. Hatasat szdmos faktor
befolyasolhatja, amelyekrdl jelenleg keveset tudunk. A him éllatok nagy-
obb izomtomeggel rendelkeznek, és egyéb kisérleti eredmények is arra
utalnak, hogy az androgének szerepet jatszhatnak az izomtomeg szaba-
lyozasaban. Célunk az volt, hogy a miosztatin expresszidjat androgén-
dependens vazizomban vizsgéljunk, és Osszefiiggést taldljunk a tesz-
toszteronszint és a miosztatin kifejez6dése kozott. Kisérleteinkhez him
Wistar patkanyokat hasznéltunk, amelyeknek egy csoportjat kasztréltuk,
egy masik csoportot kasztralast kovetSen naponta tesztoszteron-propi-
ondttal kezeltiink, kontrollként pedig kezeletlen, nem kasztrélt allatok
szolgaltak. A kasztrédlast, illetve hormonkezelést kovetSen kiilonbozé
id6pontokban az allatokbdl eltavolitottuk az androgénérzékeny levator
ani izmukat, silymérés és morfologiai vizsgalat utan az izmokbol RNS-t
izolaltuk, majd a miosztatint specifikus primerekkel RT PCR reakcioban
amplifikaltuk. Vizsgéalataink szerint a kasztrélt allatokban a miosztatin-
transzkript szintje emelkedd tendenciat mutatott a levator ani izomsuly-
csokkenésével parhuzamosan, mig a tesztoszteronkezelés hatdsira az
izomstily tjra normalizalédott, a miosztatin szintje pedig szignifikdnsan
lecsokkent a kasztralthoz és a kontrollhoz képest is. Eredményeink arra
utalnak, hogy az androgének izomtomeg-novel6 hatdsa a miosztatin
mRNS-szintli regulaciéjan keresztiil is megval6sulhat. (ETT 421/2003,
RET 08/2004 OMFB-0066/2005)

P-51 Az n-6-ot n-3 zsirsavva atalakité transzgenikus egerek
agyanak genomikai vizsgalata
Meénesi D.', Kitajka K.}, J. Belleger?, M. Narce?, Puskas L.!
" MTA, SZBK, Funkciondlis Genomika Laboratérium, Szeged; * UPRES Lipides
et Nutrition, Univ. Bourgogne, Dijon, France
Ismert, hogy az omega-3 (n-3) tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA)
szintje, ideértve a dokozahexansavat (DHA) is, szigortian szabélyozott,
béarmilyen eltérés a fiziologiai szinttl zavart okoz a kognitiv funkcidk-
ban. Az n-3 és n-6 zsirsavak szerepe nélkiilozhetetlen az agy nove-
kedésében és funkcidjanak elldtdsdban, amit feltehetGen a génexpresszi-
ora, az elektrofizioldgiai vélaszokra, az eikozanoidszintézisre és a mem-
branstruktdrara gyakorolt hatdsukon keresztiil kozvetitenek. A DHA és a
DHA-tartalmu foszfolipidek pontos hatdsmehanizmusa még nem ismert,
de szdmos elképzelés létezik veliik kapcsolatban. Az emlésok nem képe-
sek n-3 zsirsavat szintetizalni a taplalékukban béségesen jelen levé n-6
zsirsavbol, ezért azt a taplalékkal kell bevinniiik. A Caenorhabditis elegans
fat-1 génjét hordozé transzgenikus egerek viszont kettGs kotést tudnak
adni a telitetlen zsirsavak szénhidrogénlancahoz, igy képesek lesznek éta-
lakitani az n-6-ot n-3 zsirsavva. Ennek eredményeként ezen egerek
szerveiben, ideértve az agyukat is, tobb omega-3 és kevesebb omega-6
zsirsav lesz jelen, még hozzadadott n-3 hidnyaban is. Megvizsgaltuk a gén-
expresszids valtozasokat mRNS-szinten a vad tipust és a transzgenikus
egerek hipokampuszdban, majd a teljes agyaban DNS-microarray és kvan-
titativ RT PCR tehnikakat alkalmazva. Specifikus valtozasokat tapasztal-
tunk transzkripciés szinten, amelyet az n-3/n-6 zsirsavarany eltolédésa-
val magyardzhatunk, ami befolyadsolja ezen zsirsavak altal kozvetitett
folyamatokat. Ezek az eredmények és a ,genetikailag etetett” dllatmodell
alkalmazédsa 1j utakat nyithatnak az n-3 zsirsavak agyban betoltott
szerepének megértésében.

P-52 A human dUTPéz enzim géatlasa timinmentes sejthalal
és apoptozis elgidézése céljabol

Merényi G., Kévari J., Zagyva L, Vértessy B. G.

MTA, SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A dUTPaz alapvet6 fontossagu pirofoszfataz, amely megakadélyozza az

uracil téves beépiilését a genomi DNS-be a replikacié soran. A stabil

homotrimer enzim a dUTP dUMP-re valé bontasit katalizdlja, igy

csokkenti a sejten beliili dUMP/dTTP-ardnyt. DUTPazra nullmutins

sejtekben vagy az enzim expresszidjanak teljes gédtlasa soran timin-



mentes sejthalal figyelhet6 meg. E folyamat mechanizmusa mindezidaig
ismeretlen. Célunk az, hogy megismerjuk a timinmentes sejthalalhoz ve-
zeté apoptotikus folyamatot dUTPaz-hidnyos réksejtvonalakban. E
munkdban mRNS-csendesitéssel a human dUTPaz expresszidjat kivan-
tuk csokkenteni. A siRNS segitségével végzett sejttranszfekcié azonnali
sejthalalt valtott ki, nem adva moédot a folyamat részletes tanulmany-
ozasdra, igy mentSkonstrukcid (rescue construct) alkalmazésa mellett
dontottiink. A Drosophila melanogaster C-terminalisan roviditett dUTPéaz
enzimét kédolo génszakaszt indukalhatéan tilexpresszédld emlésvektor-
ba klénoztuk, a kapott génkonstrukciét kiilonbozé raksejtekbe, igy Hela
és HT-29 sejtekbe vittiikk be, s a transzgén kifejez6dését tetracikli-
nadagolassal szabalyoztuk. A siRNS kiemelked§ specifitdsa miatt azon
raksejtek, melyekben az endogén human enzim génje csendesitett, élet-
ben maradhatnak a Drosophila dUTPéaz konstitutiv kifejez6dése nyoman.
A roviditett rovarenzim nuklearis lokalizacios jelet tartalmaz. Az
immunfluoreszcencids mikroszképos vizsgélatok szerint e jel megfe-
lelen miikodik a humén sejtekben is a Drosophila dUTPaz sejtmagba
torténd transzportjaban. fgy az exogén rovarenzim a lecsendesitett
human dUTP4z katalitikus szerepének funkcionalis helyettesitdje lehet.
A rovarenzim expresszidjanak szabélyozott kikapcsoldsaval megismer-
hetjiik a timinmentes programozott sejthaldl mechanizmusanak alap-
vetS fontossagu lépéseit.

P-53 A B,-mikroglobulin-amiloidszalak térésének vizsgalata
Micsonai A., Petrik E.}, Y. Goto? Kardos J.!

" ELTE, TTK, Biokémiai Tanszék; * Institude for Protein Research, Osaka Univ.,
Osaka, Japan

Eloregedd tarsadalmunkban egyre stlyosabb problémét okoznak a
fehérjék koros aggregdcidjaval kapcsolatba hozhaté degenerativ
betegségek, mint az Alzheimer- és Parkinson-kor. Az aggregatumok
kialakuldsdnak nukleéciés fazisarél ma még keveset tudunk. Munkénk
sordn az MHC-I molekula egyik alegysége, a dializishez kot6dé
amiloidoézis kialakulasaért felelgs B2-mikroglobulin (B2m) aggregacidjat
vizsgéltuk. Korabbi eredményeink alapjan megalkottunk egy nuklea-
ciés és degradacios modellt, mely szerint megfelel6 hossziisdgot elérve
az amiloidszalak eltorhetnek, igy novelve a polimerizaciés helyek
(szabad szalvégek) szamat és a folyamat sebességét. Feltételezéseinket
fluoreszcencia spektroszképiai moédszerekkel, valamint atomerd-
mikroszkopia alkalmazasaval tamasztottuk ald. Sikeriilt kimutatnunk,
hogy a szalak torése mind hg, mind pedig mechanikai hatédsra
bekovetkezik, és kulcsszerepet jatszik a kezdeti nukledcids fazisban.
Modelliinket és kisérletes eredményeinket felhaszndlva sikeriilt egy
szamitogépes szimulaciét megalkotni. Célunk, hogy egzakt fizikai
paraméterekkel jellemezziik az amiloidképzddés lépéseit. Vizsgaltuk
tovabba detergensek, alkoholok, lipidek stb. stabilitast befolyasolo
hatdsdt is. A nukledci6 vizsgalata segitséget adhat a betegség
kialakulasanak és lefolydsdnak jobb megértéséhez, valamint egy ered-
ményes terdpia kifejlesztésében is hasznosnak bizonyulhat.

P-54 Transz dominans negativ hiv protedz gatl6 hatasa
Mikléssy G., Mattiz K., Kadas J., T6zsér J., Bagossi P.

DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen

A retrovirélis protedzok felelGsek a retrovirusok érése folyamén a virélis
Gag és Gag-(Pro)-Pol poliproteinek hasitdsdért, igy a replikdcio
nélkiilozhetetlen lépését katalizaljak. A HIV-1 protedz fontos célpontnak
bizonyult az AIDS-terdpidban, és kiilonb6z6 protedz inhibitorok mar
klinikai hasznalatban vannak. A virédlis protedz dimertermészete
vezetett a domindns negativ inhibitorok fejlesztési stratégidjahoz. Ezen
inhibitorok nagy része deficiens protedz monomer, amelyek a
funkcioképes monomerekkel kapcsolatba lépve inaktiv heterodimer
protedzt eredményeznek. Elényiik a kis molekuldji inhibitorokkal
szemben, hogy nagy kolesonhato feliiletiik miatt kevésbé érzékenyek a
rezisztenciat okozé mutaciokkal szemben. Molekularis modellezés
segitségével olyan mutans HIV-1 protedz monomereket terveztiink,
amelyekben a szubsztratkotd zsebet aminosav-oldallancokkal toltottiik
fel a természetes szubsztratok kot6désének megakadalyozdsara. A mu-
tans fehérjéket helyspecifikus mutagenezissel allitottuk eld, baktérium-
ban expresszaltuk, és HPLC-oszlopon tisztitottuk. Az in vitro gatlasvizs-
gélatokat a laboratériumunkban kidolgozott mikrotiterlemezen torténd
fluoreszcens mérési modszer segitségével végeztiik a fehérjék djra-
tekeredése utan. A gatlds specifikus voltat és a vad tipusi protedzzal
valé kozvetlen asszociaciét egy hexahisztidinvéget tartalmazé kon-
strukci6 segitségével bizonyitottuk. Az in vivo gatlas hatasfokét egy gén-
terapias HIV-vektorrendszer elemeinek felhasznaldsaval teszteltiik.
(OTKA F34479, T43482)

P-55 A megfelel6 normalizal6 gének kivalasztisa monoci-
taéretlen dendritikus sejtrendszerben, kvantitativ RT
PCR technikaval
Miko E.', Lanyi A2 Szatmari L', Széles L.!, Scholtz B.!
DE, OEC, ' Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Genomika Kozpont;
? Immunoldgiai Intézet, Debrecen
Mint minden kvantitativ analizis esetén, az mRNS-szintek 6sszehasonlito
analizisénél is alapvetGen sziikséges az adatok normalizalasa. Az mRNS-
szinteket méré génexpresszios analizisnél ez a megfelel6 normalizal6 gének
(héztartasi gének) kivalasztasat jelenti, melyek expresszi6ja a kérdéses kisér-
leti rendszerben nem, vagy csak kis mértékben valtozik. Mivel minden
kisérleti rendszerben mas gének alkalmasak normalizélasra, kiindulaskép-
pen célszer( tobb potencidlis normalizalé gén expresszi6jat nyomonkovet-
ni, és ezek koziil a legstabilabb expressziét mutaté gént/géneket kivalasz-
tani normalizalasra. Kisérleteinket monocitaéretlen dendritikus sejtrend-
szerben végeztiik, SYBR Green I és TagMan™ alapt RT kvantitativ PCR
technikakat alkalmazva. A kutatdsokban leggyakrabban hasznélt norma-
lizaloé gének expressziGjat ellendriztiik: béta-aktin (ACTB), béta-2-mikro-
globulin (B2M), hipoxantin-foszforibozil transzferaz I (HPRT1), riboszo-
malis L13A protein (RPL13A), szukcinat dehidrogendz komplex A-alegység
(SDHA), glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH), foszfoglicerat
kinaz 1 (PGK1), gliikuronidaz béta (GUSB), ciklofillin (CYCLO), large riboso-
mal protein (36B4= RPLPO). Eredményeink azt mutatjdk, hogy monocitakndl
az ACTB a legjobb normalizal6 gén, éretlen dendritikus sejteknél pedig a
HPRT1. A monocita-IDC-differencidlodas soran mindegyik normalizal6 gén
expresszidja valtozott bizonyos mértékben, ezért Mo-IDC-paroknal RPL13A
és GAPDH génparositas bizonyult a legmegfelelébbnek, ahol az RPL13A
magasabb, mig a GAPDH alacsonyabb szinten expresszalodik IDC-kben.
Ilyen esetekben a két normalizalé gén képiaszamanak mértani kozépértéke
hasznélhat6 normalizal6 faktorként a szamitdsokban.

P-56  Szteranvazas hormonok kimutatdsa human mintakbol
MALDI ToF tomegspektrometria alkalmazasaval
Montské G., Németh V., Pandur E., Nagy J., Mark L.
PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
A szteranvazas hormonoknak harom alapvet§ tipusa taldlhaté meg az
emberi szervezetben: glukokortikoidok, mineralokortikoidok és nemi hor-
monok. Szintézisiik a mellékvesekéregben, illetve a gonadokban torténik
koleszterinbdl kiindulva. Bioldgiai hatdsaik a szénhidrét- és dsvanyi anyeg-
csere, valamint a nemi miikodés befolydsoldsdban nyilvanulnak meg.
Abszoltt, illetve relativ mennyiségiik szimos megbetegedésben (Cushing-
szindréma, melléklvesetumorok, nemi differenciacios zavarok) megvalto-
zik, ennek megfelelGen a huméan mintakbdl torténé meghatarozasuk diag-
nosztikai értékd lehet. A mintdk nemihormon-osszetételének hasonl6 meg-
kozelités alapjan torténé meghatarozasa pedig lehet6vé teszi a nem meg-
hatérozasat igazsagiigyi, illetve régészeti csontanyagon. Munkank soran
egy olyan gyors, nagy ateresztGképességi igényeket kielégits tomegspekt-
rometrids médszert fejlesztettiink ki, amely alkalmas biolégiai mintak (vér,
vizelet, csontszovet) szteroidhormon-tartalméanak és -Gsszetételének meg-
hatérozasara. Vizsgalatainkat MALDI ToF/ToF tomegspektrométeren vé-
geztiik fullerén- és HCCA-matrix alkalmazaséval. A technika el6nye, gyor-
sasagdban rejlik, igy rutinszerten, kis koltséggel alkalmazhaté orvosi diag-
nosztika, igazsagligy orvostan vagy akar a paleoantropoldgia teriiletén is.

P-57  Uracilspecifikus nukledz szerepe és szabalyozasa
ecetmuslica metamorfézis asoran
Muha V., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimoldgia Intézet, Budapest
Az ecetmuslica larvélis szoveteiben nincs jelen két nagyon fontos, az
uracil eltavolitasdban szerepet jatsz6 kulcsenzim; a dUTPaz, mely a
dUTP-t bontja le és az uracil-DNS-glikozildz, mely a DNS-be mér beépiilt
uracilt végja ki. Ezek alapjan a DNS-ben uracil halmozédhat fel.
Kutatécsoportunk egy uracilspecifikus nukledzt (UDE) azonositott, mely
valészintileg a larvalis szovetekben felhalmozddott uraciltartalmi DNS
lebontaséért és ezzel Osszefliggésben a sejt halalaért felelGs a teljes ata-
lakulassal fejléd6 rovarok metamorfézisa soran. Az UDE fehérje koz-
vetleniil a bebabozddas el6tt jelenik meg, expresszidjat feltehetSleg a
vedlési hormon, ekdizon é&ltal szabalyozott folyamat indukalja. Az UDE
géntdl upstream iranyban talalhat6 egy FIRE-hez nagyon hasonlo
szekvencia (fushi tarazu factor one response element 1), feltehetSleg a bFTZ-
F1 (fushi tarazu factor one) transzkripciés faktor szabalyozé hatdsat teszi
lehet&vé, mely énmagdaban is a metamorfézis reguldciéjaban vesz részt.
Jelen munkéaban az ekdizon hormon, a bFTZ-F1 transzkripciés faktor és
az UDE végrehajté enzim kapcsolatét és jelentSségiiket vizsgdlom az
ecetmuslica fejlédésében.
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P-58 A matrilin-1 szabalyozéelemek miikodésének
vizsgalata transgenikus egerekben
Nagy A., Sinké I., Molnér A., Kénesi E., Kiss 1.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged
A porcspecifikus gének kozott a matrilin-1 gén sajatos tulajdonsaga, hogy
kifejezGdése in vivo a novekedési porckorong meghatarozott zonaira,
szovettenyészetben pedig egyes fejlédési allapotokra korlatozodik. A
matrilin-1 szabélyozé régidinak vizsgalata transzgenikus egerekben azt
mutatta, hogy a magas szintd transzgénaktivitashoz valamennyi prorc-
szOvetben az upstream promoéter és introni elemek is sziikségesek.
Kimutattuk tovabba, hogy a hosszi promoéter 6nmagéban, illetve a révid
promoéter az introni elemekkel korlatozta a transzgén kifejez8dését a
novekedési porckorong proliferativ és prehipertrof porcsejtjeire. Mivel a
transzgének egymassal csak a rovid promoterben egyeztek, arra voltunk
kivancsiak, vajon a zonalis génkifejez6dési mintazatért e révid promoter
felelGs-e. Tapasztalataink szerint a révid promoéter aktivitdsa Gnmagéban
viszonylag alacsony volt ugyan, de mutatott némi zénapreferenciat a
transzgenikus egerekben. Hogy a zonalis expresszi6 szabélyozasat
mélyebben is megismerjiik, a révid prométert és a kiilonbozé hosszisagu
tavoli prométerfragmentumokat magéban foglalé LacZ-fizids konstruk-
cidkat vittiink be mikroinjektalassal egér genomba. A transzgénexpresszi-
6t a GO embridk novekedési korongjanak X-gal festésével és szovettani
vizsgélatdval kovettiik nyomon. Az introni és a heterolog porcspecifikus
szabalyozo elemek rovid promoéterre gyakorolt aktivitas- és zénaspe-
cifitds-befolydsol6 hatasat szintén vizsgéltuk. (OTKA T049608,
ETT256/2003, GVOP-3.1.1-2004-05-0290/3.0 (1.K.), OTKA PD05006 (E.K.))

P-59 Egy kozos molekula szerepe a riboszémalis RNS
érésében élesztd- és emlfssejtekben
Nagy ]., Pandur E., Debreceni B., Montsko G., Sipos K.
PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Munkank sordn egy citoszolikus, vas-kén-komplexet tartalmazé fehérje,
az RNaz L inhibitor (Rli) eddig kevéssé ismert funkcidjat vizsgéaltuk. Az
Rli szerepét el6szor emberben irtak le: gatolja az RNaz L enzimet. Az
RNaz L viralis fert6zésekben aktivalodik. A kettSs szalti RNS aktivélja a 2-
5-A szintetazt, ami egyben az interferon hatasat kozvetit§ enzimcsoport
egy fontos tagja az emlGssejtekben. 2-5-A szintdz hatdsara létrejovés 2'-5
oligoadenilat az RNaz L aktivdtora. Az RNéz L az oligoadenilat hatdsara
képes kifejteni antiviralis és antiproliferativ hatdsat. Elesztésejtekben
nincs RNaz L, viszont az RNaz L inhibitor (Rlilp) jelenléte esszencialis.
Korabbi munkank sordn bizonyitottuk, hogy az Rlilp élesztSsejtekben a
transzlaci6 inicidcidjdban és a riboszémak érésében vesz részt. Ennek
alapjan feltételeztiik hasonld szerepét eml@ssejtekben is. Munkank soran
antiszensz DNS-transzfektdldsaval csokkentettiik az Rli expresszidjat.
A transzlaciora gyakorolt éltalanos hatdsa és a riboszomdlis RNS-ek
mennyiségének a valtozasa Rli hidnyaban az élesztSkben betoltott
szerephez hasonl6t mutatott. Olyan élesztGsejtvonalat hasznaltunk a ki-
sérleteinkhez, amelyben az Rli promoterét antibiotikum reguldldsa ala
helyeztiik. Ezekbe a sejtekbe transzfektdltunk Rli-hibrideket (élesz-
t6-human) tartalmazé plazmidot. Vizsgaltuk a transzfektalt sejtekben a
faziés fehérjéknek a hatdsat a transzlacié kiilonb6z6 szakaszaiban.

P-60 Miozin II motorfehérjék regulaciéjanak kinetikai
vizsgalata
Németh A., Siiveges D., Kovacs M., Nyitray L.
ELTE, TTK, Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék, Budapest
A regulalt konvencionalis miozinok (mioll) egyik csoportjat kozvetlentil a
motorfehérje esszencialis konnyd lanc (ELC) alegységéhez kot6ds Ca*
(puhatest(i izom mioll), a masik csoportot (gerinces simaizom és nem
izom mioll) a regulaciés konnyt lanc (RLC) foszforilacidja kapcsoljak be.
Kozos sajatsdga a kétféle reguldciénak, hogy a coiled-coil szerkezetii
(dimerizaciét biztositod) proximalis farok régié jelenléte elengedhetetlen a
kikapcsolt éllapot létrejottéhez. A kikapcsolt dllapotban mindkét tipusi
reguldciéndl a két fej valészintileg aszimmetrikusan Osszekapcsolodik.
Kisérleteinkben a regulaciot a két kiilonb6z6 csoportbdl szarmazo
kiméramolekuldk segitségével vizsgaltuk. A simaizom mioll és a nem
izom mioll motordoménhez kiméraként a Ca*-szabalyozott kagylé mioll
reguldciés domént, illetve a motordomén részét képezs tin. konverter
szubdomént, valamint a proximalis, coiled coil szerkezet farokrégiot
kapcsoltuk. A kimérakkal kapott adatokat dsszevetve a nem kiméramo-
lekuldk kinetikai paramétereivel kozelebb keriilhetiink a miozinregulécio
mechanizmusainak megértéséhez, és eldonthetévé valik, hogy a foszfo-
rilacion, illetve Ca*-kotésen alapuld regulacié ,kozos ttvonalon” valo-
sul-e meg. A kiméra miozin nehéz lancokat és a két konnyti lancot (RLC,
ELC) bakulovirus expresszids rendszerben koexpressziéval termeltettiik,
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és a mérésekhez affinitdskromatografiaval tisztitottuk. A rekombinans
kiméramotorok reguldcidjat és kinetikai lépéseit Ca* hianyédban (kikap-
csolt allapot) és jelenlétében (aktiv konformadcid) in wvitro motilitas
tesztekkel, dtmenetidllapot- és tranziens modszerekkel vizsgéljuk. Az
eredményekbdl kittinik, hogy a kiméramiozin kétféle médon is szaba-
lyozhato: a kagylo ELC Ca*-kotése és a simaizom RLC-foszforilacidja is
bekapcsolja a motor mtikodését.

P-61 Retroviralis dUTPaz: flexibilis régiok hatasa a fehérje
szerkezetére és funkcidjara
Németh V.!, Barabés O.", Fuxreiter M.", Simon I.", D. Svergun®, M.
Petoukhov?®, Vértessy G. B.!
" MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; > EMBL, Hamburg Outstation,
Germany; * Institute of Crystallography, Moscow, Russia
A nukleokapszid dUTPaz fiziés fehérje, amely jelen van a Mason-Pfizer
majomvirusban és a virusfert6zott sejtekben, kozremiikodik az
RNS/DNS 6sszecsomagolasaban és a reverz transzkripcioban. Megvizs-
géltuk az N- és C-termindlis régioknak a fehérjefeltekeredésére és
funkciéjara gyakorolt hatasat. A vad tipust és a mutdns dUTPaz nagyfel-
bontast szerkezete megmutatja, hogy a flexibilis C-terminalis kar konfor-
mécidja jelentSsen eltér mas dUTPazokhoz képest, esetleg koszonhetSen
a dUTPaz nukleokapszidfehérjével valo kovalens kapcsolédédsnak, amely
megyvaltoztatja az egyik béta-szal iranyat. Dinamikus modellezés alapjan
ez a régio képes a sajat alegységének az aktiv centrumdhoz visszahajolni.
A teljes hossziisdgi nativ fehérje alakjat kisszogl rontgenszorassal
meghataroztuk. Oligonukleotid-kétésnek jelentds hatdsa van a trimer
dUTPéz-mag koriil 1év6 nukleokapszid-domének rendezédésére. In vitro
meghataroztuk az enzim kolesonhaté partnereit. Egyes virdlis fehérjék
(integraz, kapszid) képesek fizikai kolcsonhatas kialakitdsdra a NC-
dUTPézzal. A kisérleti eredmények a nukleokapszid és a dUTP4z fehérje
kozvetlen szerkezeti és lehetséges fizioldgiai Osszekapcsolodasa mellett
szolnak, létrehozva egy egyedi szervez8dést a béta-retrovirusokban.

P-62 A proteinkinaz-kaszkadrendszer szerepe a poli-(ADP-
ribéz)-polimeraz-gatlas kardioprotektiv hatismecha-
nizmusiban

Pélfi A."?, Téth A?, Halmosi R/, Szabados E.!, Hideg K.*, Stimegi B>, Toth K.!
PTE, AOK, ' L. sz. Belgydgydszati Klinika, Kardioldgia, * Biokémiai és Orvosi
Kémiai Intézet, > Szerves és Gyogyszerkémiai Intézet
A glikogén szintaz kindz-3p fehérje Akt vagy protein kindz C tdtvonalakon
keresztiil torténé gatlasa, valamint a mitogén aktivélta proteinkinaz-
kaszkddrendszer aktivacidja kitiintetett szerepet jatszik a szivizomsejt
talélésében iszkémia-reperflizié koriilményei kozt, az infarktust kévetd
miokardidlis remodelling folyamatdban és szivelégtelenségben. Mun-
kénkban vizsgéltuk, hogy a kardioprotektiv hatast poli-(ADP-rib6z)
polimeréaz- (PARP) gatlds milyen hatast fejt ki ezen jelatviteli titvonalakra
a miokardium oxidativ kdrosodasa soran. Kisérleteink soran egy tij PARP-
gatld vegytilet, az L-2286 intracellularis jelatvitelre kifejtett modosito
hatésait vizsgaltuk iszkémia-reperfiizié kortilményei kozott Langendorff-
perfiuzids rendszerben, izoproterenol altal kivaltott miokardidlis infark-
tusban, valamint miokardialis infarktust kovetSen kialakulé kronikus
szivelégtelenségi modellben. Kisérleti eredményeink alapjan elmondhato,
hogy a PARP enzim gatldsa kedvezGen befolyasolta az intracellularis pro-
tein kindz kaszkad aktivacios éllapotat mind akut, mind kronikus
miokardialis oxidativ korképekben, ezzel kedvezden elGsegitve a PARP-
gétlok kardioprotektiv hatasat.

P-63 A hepcidin, egy vasanyagcserét szabalyoz6 hormon
vizsgalata
Pandur E.', Nagy J.", Montské6 G.', Peti M. A?, Sipos K.!
PTE, AOK, " Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, * Laboratdriumi Medicina
Intézet, Pécs
A midjban termel6dé hepcidin egy 25 aminosavbdl all6 peptidhormon,
melynek antimikrobidlis hatdasa mellett donté jelentésége van a vas-
anyagcsere szabalyozdsaban. A hepcidin prekurzora egy 84 aminosavboél
all6 prepropeptid, melybdl keletkezs érett peptid kimutathatd a vérbdl és
a vizeletb6l. A hepcidin szabalyozza a vas vékonybélbdl torténd fel-
szivodasat, valamint a vas felszabaditdsat enterocitakbol és makrofagok-
bol. A megnovekedett hepcidinszint gyulladds vagy hypoxia kovet-
keztében kialakult anémia esetén gatolja a vas felszabadulasat a makrofa-
gokbol, ezaltal cstkkenti a szérum vasszintjét. Ugyanakkor a vasszint
emelkedésének szamos oka lehet. Ennek egyik csoportja a hepcidin szint-
jének csokkenése, illetve mutacié jelenléte a hepcidinben. A hepcidin
receptora a ferroportin nevi vas-transzporter, mely megtaldlhat6 az ente-
rocitdk, a makrofagok, a hepatocitk és a placentasejtek felszinén. Szerepe



a vas plazmdba torténd exportjdban van. Ferroportin hidnyéban vasakku-
muldcié kovetkezik be az enterocitdkban, a makrofagokban és a Kupffer-
sejtekben. Ismert, hogy a ferroportin internalizacidjat és degradacigjat a
hepcidin reguldlja. Egyes hemakromatozisos esetekben a ferroportin
mutacidja kovetkeztében nem tudja a hepcidin hatésat kifejteni. Munkank
egyik célja a hepcidin expresszidjat befolydsold sejten beliili faktorok
azonositédsa, vagyis annak felderitése, melyek azok a komponensek, ame-
lyek vatozasa jelzés a hepcidin transzkripcidjanak vagy transzlacidjanak
szabélyozasahoz. Masik kérdés, hogy hepatoma-sejtkultiraban vizsgélva
a hepcidin szintjének valtoztatdsara (csokkentés illetve tilexpresszio)
hogyan vatoznak a vasanyagcsere egyes meghatdrozo6 elemeinek szintjei.
Kisérleteink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a hepcidin szintézisének
szabélyozésa kapcsolatban all a hembioszintézissel, annak valamely kom-
ponense jatszik benne szerepet.

P-64 Magreceptorok karakterizalasa egérbdl szarmazo
dendritikus sejtekben
Pap A., Szant6 A., Nagy L.
DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen
A mieloideredett dendritikus sejtek (DC) fontos szerepet toltenek be az
immunrendszerben, mint antigénbemutat6 sejtek (APC) képesek sti-
muldlni a naiv T-sejteket és ezaltal beinditani a specifikus immunvalaszt.
Laborunkban sokréttien tanulmanyozzuk, hogy kiilonféle magrecep-
torok aktivdlasa milyen transzkripciés valtozdsokat idéz el a humaén
monocita—dendritikus sejt irdnyt differencidlédas soran. Azonban fontos
kérdés, hogy az €él6 szervezetben is hasonléképpen miikodnek-e az
altalunk vizsgélt aktivécios dtvonalak, ezért az utébbi idében egérmo-
dellekben is vizsgalni kezdtiik a DC-k differencialodasat. Az egérkisér-
letek nagyszert lehetGségeket nyujtanak kilonféle in vivo vizsgéla-
tokhoz, de elGszor azt kell tisztaznunk, hogy az egéreredetti dendritikus
sejtek in vitro a humén sejtekhez hasonldéan vélaszolnak-e a ligan-
dumkezelésekre. A kisérletekhez C57BL/6 egereket hasznaltunk. Az
egerekbdl csontveldi sejteket izoldltunk, majd GM-CSF és IL-4
citokinekkel DC irdnyba differencidltattuk. Az izolalt sejteket PPAR- (per-
oxisome proliferator-activated receptor), LXR- (liver X receptor) agonistakkal
és retinoidokkal kezeltiik. A dendritikus sejtpopuldcié azonositasa
érdekében, illetve a differencialédds soran bekovetkezd valtozasok
kovetésére sejtfelszini markereket (CD11c, F4/80, Ly6G, CD1d) mértiink
dramlasi citometriaval. A sejtek nagy része CD11c", ami az egereknél DC-
re jellemz6 marker, ugyanakkor F4/80- volt, amit inkabb makrofagok
expresszalnak. RT kvantitativ PCR moddszerrel meghataroztuk a
csontveldi sejtek differencidloddsa soran bekovetkezd transzkripcios val-
tozasokat. Azt taldltuk, hogy a PPARgamma magreceptor, valamint cél-
génjének (FABP4) mRNS-szintje is megemelkedik a differencialédé DC-
kben ligandumkezelés hatasara. Eddigi vizsgalataink alapjan azt mond-
hatjuk, hogy a magreceptorok aktivaldsa az egéreredetii primer sejtekre
is hatassal vannak, azonban ezek a hatasok csak részben azonosak a hu-
man eredményekkel.

P-65 A P2-mikroglobulin amiloidszéilak reverzibilis disszo-
Petrik E.!, Micsonai A.}, Y. Goto 2, Kardos J.!

LELTE, TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; * Institude for Protein Research,
Osaka Univ., Osaka, Japan

Szamos degenerativ betegség hatterében a fehérjék kéros, in. amiloidti-
pust lerakodédsa &ll. A kialakult nézet szerint az amiloidképz&dés
irreverzibilis folyamat, a létrejott aggregatumok hével és proteolizissel
szemben rezisztensek. Munkdnkban a hemodializisben részesiild
betegekben stilyos szovédményeket okoz6 Pp-mikroglobulin (B2m)
amiloidszédlak stabilitdsat vizsgéltuk. A szdlnovekedést az amiloidkon-
formaciohoz specifikusan kot6d6 Thioflavin-T fluoreszcencidja segit-
ségével kovettiik. A szdlak morfoldgidjat (alak, méret) atomerd
mikroszképia (AFM) segitségével tanulmanyoztuk. Méréseink alapjan a
B2m polimerizécidja reverzibilis, a szalak dinamikus egyenstlyt alaki-
tanak ki az Gket felépit6 monomerekkel. Vizsgéltuk a polimerizacio
hémérsékletfiiggését és a keletkezett amiloidszdlak hdéstabilitdsat.
A P2m-szalak magas hémérsékleten monomerekre bomlanak, a hé-
mérséklet csokkentésével az amiloidszalak ismét megnoveszthetSk.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a depolimerizécié soran a monomerek
szalvégrdl torténd disszociacidjaval egyidejtileg a szdlak torése is
bekovetkezik. Nem ismert, hogy milyen faktorok jtsznak szerepet a
B2m amiloidképzddésének folyamataban in vivo. Médszeriink alkalmas
az amiloidképzddést befolydsolé anyagok hatasdnak gyors és egyszerti
vizsgéalatara, amely kozelebb vihet a terdpias céli hatéanyagok kifej-
lesztéséhez.

P-66 Buza apoplasztillomanydnak proteomikai analizise
P6s V', Halasz K., Rab E.!, Manninger S.?, Hunyadi-Gulyas E3, Szajli E,
Kovics G.*, Cs@sz L., Medzihradszky K.?, Lukécs N.!

" BCE, KeTK, Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszék, Budapest; > MTA
NKI, Budapest; > MTA SZBK, Tomegspektrometriai Laboratérium, Szeged; *
MTA MGKI, Martonvdsdr; * Gabonatermesztési Kutaté Kht, Szeged

A novények patogén elleni védekezésében fontos szerepet jatszanak a
sejtkozotti allomanyba, azaz az apoplaszba szekretalt fehérjék. Célunk,
hogy a proteomika mddszereivel az egészséges névény apoplasztjaban
el6forduld, illetve a stresszhatasokra indukalodoé és feltehetéleg a stressz
elleni védekezésben szerepet jatszo fehérjéket azonositsuk. A referencia-
apoplaszt elemzéséhez biza, Triticum aestivum cv. 'Chinese Spring’ fajtat
hasznélunk, mert a biizagenomikai vizsgélatoknal is ez a legtSbbet vizs-
gélt fajta. Az intercellularis folyadékot (ICF) vakuuminfiltralast kovetd
centrifugdlassal izoldltuk, a 2D-PAGE modszerrel szeparalt fehérjék
azonositdsa MALDI-ToF elemzéssel tortént. Egyes fehérjék ellen monok-
londlis ellenanyagokat is elGallitottunk. Poszteriinkon a referenciagélt és
az eddig azonositott fehérjéket mutatjuk be. A levélrozsda-rezisztencia
kialakitdsaban potencidlisan szerepet jatszo proteineket az Lrl-rezisztens
és a vele kozel izogén szenzitiv buizavonal Osszehasonlitaséval identi-
fikaltuk. Buzalevélrozsda (Puccinia recondita f.sp. triticii, 43722 patotipus)
fert6zésével asszocidltan hdrom olyan apoplasztfehérjét azonositottunk,
amelyek korabban, illetve nagyobb mennyiségben jelennek meg a re-
zisztens vonal intercelluldrisaiban, és igy feltételezhetSen a csirandvény-
rezisztencidval Osszefiiggésbe hozhatbak. Ezek egy glukan-endo-1,3-B-D-
gliikkozidaz (MW: 35,413 kDa, pl: 8.8), egy kitindz-1 enzim (MW: 27,077
kDa, pl: 8.7) és egy PR 1.1 protein (MW: 17,651 kDa, pl: 8.7).

P-67 Uracil-DNS-specifikus nukledz karakterizalasa
Drosophila melanogasterben
Pukancsik M.", Békési A.!, Felfoldi F.?, Zagyva 1., Leveles 1., Hunyadi-
Gulyés E3, Medzihradszky F. K., Erdei A.* ,Vértessy G. B."
! MTA SZBK, Enzimolégia Intézet, Budapest; > MolCat Kft., Budapest, ° MTA
SZBK, Tomegspektrometria Labor, Szeged; * ELTE, TTK, Immunoldgia Tanszék,
Budapest
A Drosophila melanogaster genomjabol hidnyzik az allati és bakteridlis
szervezetekben gyakori uracil-DNS glikoziddz enzim. A fehérje a DNS-
ben taldlhaté uracilt kimetszi, és bazismentes helyet hagy hatra. Az ecet-
muslicdban igy létrejohet uraciltartalmi DNS, megfelel§ nukleoti-
dardnyok esetén. Drosophilalarvakban hidnyzik a dUTPéaz enzim, ami a
sejtbeli dUTP-szintet alacsonyan tartja, és igy megakadalyozza az uracil
timin helyére val6 beépiilését. Mind UDG- és dUTPaz-deficiens sejtekben
a DNS uraciltartalma szignifikdnsan megnd. Drosophildban tehat az UNG
gén hianyzik a genombdl, és larvaallapotban a dUTPaz enzim az imagi-
nalis diszkuszokban koncentralédik. Mindezek az adatok azt sugalljak,
hogy osszefliggés van a dUTP4z imaginalis diszkuszokban valé jelenléte
és a sejtek életben maraddsa kozott. Azaz minden dUTPézt tartalmazo
sejt tdléli a larvadllapotokat, és a felnGtt 1égy szerveivé differencialodik,
mig a dUTPazt nem tartalmazé sejtek a metamorfézis sordn lebomlanak.
Azonositottunk egy uraciltartalmii DNS-re specifikus endonukleazt D.
melanogaster sejtkivonatokban. A fehérjét uracil-DNS-affinitdsoszlopon
nyertiik ki larvaextraktumbdl. Homolog fehérjéket csak néhény, teljes at-
alakuldssal fejléd6 rovarban sikeriilt azonositani, mds szervezetekben
nem. A homolég szekvencidk osszerendezésével 6t szigortian konzervalt
régi6 tlinik ki. Az els6 két régié egymassal nagyfokd hasonlésagot mutat,
akar 6néllo domének is lehetnek. A fehérje masodlagos szerkezetére
vonatkoz6 szerkezeti predikcit, mely szerint az els6 két konzervalt
motivum &-helikélis szerkezetti, CD spektroszkopiai mérésekkel is aldta-
masztottuk. A fehérje DNS-kot6 képességét fluoreszcens mérésekkel iga-
zoltuk. Az UDE enzimatikus aktivitisa egyéb DNS-bonté enzimekkel
szemben nem igényli kétértékd féminok jelenlétét, enzimaktivitdis EDTA
mellett is megfigyelhetS. A konzervalt régidkban tobb konzervalt
triptofan, tirozin, fenil-alanin, lizin, arginin taldlhaté melyeknek fontos
szerepiik lehet a DNS-kétésben, illetve az uracil felismerésben. gy limi-
talt proteolizissel az enzim aktivitisiban fontos szerepet betoltd
doméneket és motivumokat probdlunk azonositani.

P-68 A transzkripcids szabalyozas vizsgalata bioinfor-
matikai médszerekkel — a DoOP adatbazis és a
doopsearch keresdoldal

Sebestyén E., Nagy T., Palfy T., Szenes A., Molnar J., Téth G., Barta E.

MBK, Bioinformatikai Csoport, Godolld

Az egészségiigyileg, mezdgazdasagilag vagy éppen bioldgiailag (modell-

szervezetek) fontos fajok teljes genomszekvencidjanak meghatérozasaban

érdekes, uj kihivés a gének szabalyozo régidinak, promoétereinek vizsgéla-
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ta. Az egyes gének vagy kozosen szabdlyozott géncsoportok promoter
régidinak hagyomanyos (pl. statisztikai) bioinformatikai mddszerekkel
torténd elemzése a magasabbrendi eukariota szervezetekben nem hozott
értékelhetd eredményt, ezért egyre tobb figyelem fordul az ortoldg gének
prométer régidinak az Gsszehasonlitdsara. Csoportunkban kifejlesztet-
tiink egy modszert, melynek segitségével az egyes gének annotélt elsd
exonjainak a szekvenciajat felhasznalva BLAST programmal keressiik
meg az ortoldg elsG exonokat egy-egy specidlis genomialis DNS-adat-
bankban. Ezutan az ortol6g els6 exonok el6tti 500, 1000 és 3000 bp hosszt
DNS-szakaszokat tekintjiik promoter régionak, és helyezziik el génenként
a DoOP adatbézisba. Ezt a folyamatot elvégezziik a humédn és az
Arabidopsis teljesgenom-annotacié alapjan is. Az ortolég prométer
szekvenciak alapjan meghataroztuk, hogy egyes gének prométer régici-
ban mely DNS-szakaszok konzervalédtak a kiilonbozé fajok kozott. E
motivumokat kigytjtve meghataroztuk a konszenzusszekvencidjukat.
Kifejlesztettiink egy programot (MOFEXT), amellyel keresni lehet az
el6z6ek szerint kapott motivum konszenzusszekvencia gytjtemények-
ben. Létrehoztunk egy weboldalat is (http://doopsearch.abc.hu/), ahol a
MOEFEXT programmal lehet keresni a DoOP adatbézisbél szdrmazo
kiilonb6z6 motivumgytjteményekben. A MOFEXT program lehetGséget
ad, hogy megkeressiik egy adott, akédr kisérleti mddszerekkel igazolt,
transzkripciés faktor kotShelyhez hasonlé konszenzusmotivumokat az
adatbazisbdl, és ezzel potencidlisan egytitt kifejez6d6 géneket talaljunk.
Ezt a médszert alkalmaztuk, hogy koézos konzervalodott motivumokat
keressiink egyrészt a kiilonb6z6 porc- és kotdszovet-specifikus géneknél,
valamint egyes magreceptorcsaladoknal.

P-69 MG-132 jelatviteli és morfolégiai hatasai
patkinyfeokromocitéma-tenyészetekben
Stark B., Berta G., Tarjanyi O., Harci A., Varga J., ifj. Sétalé Gy., Szeberényi J.
PTE, AOK, Orvosi Biolégiai Intézet, Pécs
Az idegsejt-differenciacié tanulményozasanak elterjedt modellrendszere
a PC12-sejtvonal. Néhanynapos NGF-kezelés soran e sejtek szimpatikus
neuronokhoz hasonlé alakokka differencialédnak. Irodalmi adatokbél
ismert, hogy ezt a differencidlédasi folyamatot mas anyagok is képesek
létrehozni. Ilyen az MG-132 nevii tripeptid, aldehidtermészet(i anyag,
amely kollagénezett feliileten nové PC12-kultirdkra proteaszomagatlo
hatést fejt ki. Ez a vegyiilet, hasonl6an az NGF-hez, el6idézi a neurit-
novekedés elfeltételének tartott, idSben elhtizodé kinetikdju ERK1- és
ERK2-aktivaciét is. Ahhoz, hogy a stimulélt sejtjeink idegsejtekké diffe-
rencidlodjanak, az ERK izoformdknak be kell jutniuk a sejtmagba, hogy a
génexpressziot befolyasolni tudjédk. Kisérleteinkben az MG-132 altal
elGidézett ERK-aktivaciot vizsgaltuk, kiilonods tekintettel az aktivalt
enzim elhelyezkedésére, mtianyagon tenyésztett sejtekben. Indirekt
immuncitokémia segitségével megfigyeltiik, hogy az ERK1 és ERK2 nuk-
ledris transzlokaciéja MG-132-kezelés hatdsira megtorténik, az aktivalt
sejtek azonban nem differencidlédnak szémottevéen. Hosszabb pro-
teaszomagatlo kezelésre pedig mar a sejthalal jeleit is megfigyeltiik a
tenyészeteinkben. Feltételeztiik tovabbd az integrin-jelatvitel szerepét,
ezért az ERK-aktivaciot, -transzlokdciot, illetve a sejtdifferencidciét vizs-
gélva Osszehasonlitottuk kollagénezett, illetve mianyagfelszinen
tenyésztett MG-132-vel kezelt PC12-sejtjeinket. Az immunfluoreszcens
sejtpreparatumok képeit konfokalis mikroszképpal rogzitettik. Az iro-
dalmi adatok és megfigyeléseink tiikrében tehét az aktivalt ERK1 és ERK2
sejtmagban torténd felhalmozddasa sziikséges, de nem elégséges feltétele
a PCl12-sejtek idegsejtekké torténd differencidloddsanak. A tartésan el-
hiiz6d6 proteaszomagatlas soran pedig az MG-132 hatasa toxikus irany-
ba létszik eltolodni.

P-70  Egyszald, stabil a-helikalis elemek keresése és
szerkezeti jellemzésiik
Siiveges D.', Téth G.?, Hetényi Cs.', Gaspari Z.°, Perczel A2, Nyitray L'
ELTE ! Biokémiai Tanszék, > Szerveskémiai Tanszék, > MBK, Goddllé
A VI-0s osztalyba tartozo, nem konvenciondlis miozin [Swiss-prot id.:
QIUMS54] kiilonleges motorfehérje, mely az aktin filamentum minusz
vége felé mozog. A motor- és a karg6-kotésért felel@s farokdomén kozott
taldlhato ridrész szerkezetpredikciok alapjan coiled-coilt képezve dimeri-
zalja a molekuldt. CD és NMR spektroszképiai, valamint kémiai
keresztkotési vizsgalataink azonban bebizonyitottak, hogy a Glu916-t6l
Arg981-ig tarto kiilonleges, toltott aminosav-mintazatot tartalmazé sza-
kasz a predikciokkal ellentétben egyszalt o-hélixet alkot. Ezt, a kisérletes
megkozelités mellett, molekuladinamikai szimulacidk is alatdmasztjak.
A szerkezet kialakitasaért a négyesével alternald, pozitivan és negativan
toltott aminosavak kozott kialakuld sohidak stabilizal6 hatésa a felelSs.
Annak eldontésére, hogy hasonlé mintazat el6fordul-e mas fehérjékben,
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egy programot irtunk, mely a teljes Swiss-Prot adatbazisban ilyen
mintazatot tartalmazé szekvencidkat keresett. Magas pontértéket kapott
egy masik nem konvencionalis miozin (miozin X), a kaldezmon, a
kalretikulin, a troponin-T egyik izoformaja, a GPC60 (egy Golgi-speci-
fikus fehérje), az IF2 transzlacids inicidcios faktor — 6sszesen kb. 30 fehér-
je. Kozos a fenti fehérjékben, hogy térszerkezeti informécio egyikrdl sem
all rendelkezésiinkre. Néhany kivalasztott szekvenciat heterolég rend-
szerben expresszaltunk, és spektroszképiai modszerekkel vizsgaljuk Sket.
Az egyszalu stabil o-hélix (SAH) feltételezésiink szerint egy eddig
kevéssé tanulményozott fehérjeszerkezeti motivumot képvisel.

P-71 A molekularis csuklok miikodésének vizsgalata
irdnyitott mutagenezissel human 3-foszfoglicerat
kinazon (PGK)

Szabd |, Flachner B., Varga A., Zavodszky P., Vas M.

MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A PGK két doménbdl felépiil6, monomer enzim. A glikolizisben az 1,3-

biszfoszfoglicerat savanhidridkotésben 1évé foszfocsoportjanak MgADP-

re torténd atvitelét katalizalja, melynek soran 3-foszfoglicerdt és MgATP
keletkezik. A foszfotranszfer végbemeneteléhez a szubsztratumoknak
térkozelbe kell kertilniiik, ezt a doménzarddas biztositja. Kiilonbozs ront-
genkrisztallografids szerkezetek molekuldris grafikai Osszehasonlitdsa
alapjan kideriilt, hogy a domének kozotti régiéban elhelyezkedd PL redd
képezi a PGK {6 csuklérégidjat, mely a 7-es hélix végeinél 1évé csuk-
lérégiokat is irdnyithatja. A doménzarédas molekularis szintli mechaniz-
musanak felderitése céljdbdl iranyitott mutagenezissel elGéllitottuk az

S398A, az E192A, az N336D és az N336A mutansokat. Az S398, bar kon-

zervativ aminosav a BL redSben, nem ennek van dénté szerepe a csuklo

miikodésében, ugyanis mutédcidja nem befolydsolta lényegesen az enzim
miikodését. A 7-es hélixben levs E192 mutécidja informdciot adott a BL és

a 7-es hélix végeinél 1évS csuklok kapcsolatardl. Ezen oldallancnak

szerepe van az egész molekula konformacios stabilitasdban, és kozvetve

pedig az enzimnek a 3-PG szubsztréttal valé kolesonhatasdban is. Az

N336 a nukleotid-kétShelyen helyezkedik el. Mutéacidja bebizonyitotta,

hogy ezen oldallancnak alapvet§ szerepe van a nukleotid szubsztrat-

hatdsanak a BL f6 csuklorégichoz valé kozvetitésében. Az aktivitds
nagysagrendekkel val6 csokkenése valdszintsiti, hogy a doménzarédas
ezen oldallanc mutansai esetében nem kovetkezik be.

P-72 A sumoilalt PCNA szerepe a DNS-replikaciéban és -
reparaciéban
Szukacsov V., Pintér L., Burkovics P., Unk 1., Haracska L.
MTA SZBK, Genetika Intézet, Szeged
A DNS-szintézis sordn a replikaciét végz6 DNS polimerdz megakad a
DNS-hibaknal, ez a replikdciés villa blokkjat okozza, ami ha hosszan
elhtizédik, a sejt apoptozisat indukalja, ezért a sejt tiilélése szempontjabol
esszencidlis a replikaci6 tovabbhaladdsa a karosodott DNS-en keresztiil. A
sériilt nukleotidokkal szembeni DNS-szintézisre a kdzelmdltban felfede-
zett transzlézids (TLS) DNS polimerazok képesek. Az egyik legalapvetSbb
kérdés, hogy pontosan milyen mechanizmus vezet a replikativ polimeraz
és a TLS polimeraz cseréjéhez, ez iddig megvalaszolatlan. A ko6z6s pont a
kétféle polimeraz miikodésében, hogy mindketts a PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) fehérjével kapcsolodva fejti ki hatasit. A PCNA ho-
motrimer, gytrd alakti molekula, melyet a DNS polimeraz-a processzivi-
tasi faktoraként irtak le. Mivel mind a TLS polimerazok, mind a replikativ
polimerazok a PCNA-hez kapcsolodva miikodnek, kordn kialakult az iro-
dalomban az a modell, amely szerint a replikativ és a TLS polimerdz
miikodésének szabélyozdsa a PCNA-n keresztiil valésul meg. A modell
vizsgélata soran kimutattdk, hogy a PCNA fehérjének in vivo két jelentds
masodlagos médositasa fordul el6: az ubiquitillt és a sumoilalt forma.
Genetikai vizsgalatok eredményei arra engedtek koévetkeztetni, hogy a
TLS polimerazok miikodésének aktivdlasdban elsGsorban az ubiquitilalt
PCNA-nek van szerepe, ezért az in vivo és in vitro vizsgalatok elsGsorban
az PCNA ubiquitilacidjanak vizsgédlatdara koncentraltak. Bar mind az
ubiquitin mind a SUMO a PCNA ugyanazon aminosavahoz (K164) kap-
csolodik, a sumoilalt PCNA szerepét eddig nem viszgéltdk. Munkankban
célul tiiztiik ki a PCNA in vitro sumoildcidjat. A sumoildlt PCNA in vitro
vizsgalata DNS polimerdz kisérletekben, valamint a SUMO modosités
fizikai kolcsonhatdsokat befolydsold szerepének vizsgélata reményeink
szerint kozelebb visz ennek az esszencialis DNS-reparaciés folyamatnak, a
polimerazcsere jelenségének a jobb megértéséhez.

P-73 A trimer dUTPaz kialakulasanak rejtélye
Takacs E., Békési A., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimolégiai Intézet, Budapest




A dUTPaz enzim fontos szerepet jatszik a nukleotid-metabolizmusban,
ugyanis biztositja a sejten beliil a helyes dUTP/dTTP-ardnyt. Hianya
esetén nagy mennyiség( uracil épiil be a szintetizdlédé DNS-be, ami a
javitomechanizmus miikodésének kovetkeztében a kromoszéma tore-
dezéséhez és a sejt halaldhoz vezethet. A legtobb dUTPaz homotrimer
enzim, amelynek harom szerkezetileg megkiilonboztethetetlen aktiv cent-
ruma az alegységek kozti résben helyezkedik el. A C-terminélis karok a
szomszédos alegység aktiv centruma folé hajlanak. A karok csuklopont-
jaban egy-egy konzervalt prolin helyezkedik el, amely a merev térbeli
geometridja miatt kifeszitheti a kart, elGsegitve ezzel az alegységek
megfelel6 egyméshoz rendezédését. Kimutatjuk, hogy a prolin nem
nélkiilozhetetlen a megfelel$ oligomerizaciéhoz, de hidnyaban lecsokken
az enzim stabilitdsa és aktivitdsa. Mostanaig a dUTPaz kolcsonhaté part-
nereirdl szinte semmit sem tudtunk. Csoportunkban azonban sikertilt
néhany potenciélis fehérjét kihalaszni, melyek kozott szerepel a HSC70
hésokkfehérje is, amely stresszmentes koriilmények kozt is szamos sejtbe-
li folyamatban jatszik szerepet. A két fehérje kozt 1étrejovs kotés iga-
zoldsdra tobb egymastdl fliggetlen modszert alkalmaztunk. Feliileti-
plazmon-rezonancids kisérletek alatamasztjak a két fehérje ligandumfiig-
g6 kolcsonhatasat.

P-74 A poli-(ADP-rib6z) polimeraz funkciondlis gatlasa
siRNS technikaval
Tapodi A.', Hanté6 K.'?, Solti 1!, Szabé A.', Varbiré G., ifj. Gallyas F.',
Hideg K., Stimegi B.'
PTE, AOK, " Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, * I. sz. Belgydgydszati
Klinika, > Szerves és Gyogyszerkémiai Intézet, Pécs
A klasszikus nézet szerint oxidativ stresszben a poli-(ADP-ribdz)
polimeraz (PARP-1) gatlészereinek citoprotektiv hatasat az okozza, hogy
meggatoljdk a sejt NAD'- vagy ATP-deplécidjét, s igy a nekrozist Kérdéses
volt azonban, vajon a PARP-1-gétlo gydgyszerek is a sejtmagi PARP-1
aktivitdsanak visszaszoritdsaval, vagy mas mechanizmus szerint fejtik-e
ki citoprotektiv hatdsukat. E kérdés tisztazasara részint a PARP enzimet
gétloszeres kezeléssel, részint a PARP-1 génjkifejezGdését — siRNS vagy a
fehérje N-terminalis DNS-kot6 doménjének (PARP-DBD) transzdomindns
tilexpresszalasa segitségével — sejtkultirdban gatoltuk Minthogy korab-
bi, inflamméciés modellben mért adataink arra utaltak, hogy a PARP
katalizdlta ADP-ribozilalas hatast gyakorol jelatadési folyamatokra, ami
jelentGs szerephez juthat a citoprotekcidban, a sejtek tilélését, a PI-3-
kinaz-Akt rendszer aktivdlasat és a mitokondridlis membranpotencial
fenntartasat vizsgaltuk H,O,-kezelt WRL68 sejtekben. Adataink azt
mutattdk, hogy az egyes szali DNS torése altal indukalt PARP-
aktivalodds gyogyszeres kezeléssel, siRNS segitségével vagy a PARP-
DBD ttlexpresszidjaval torténd visszaszoritisa egyardnt védd hatast
gyakorolt a sejtre oxidativ stresszben, és indukalta az Akt aktivalodasat és
foszforilacijat. Az Akt-aktivalas PI-3-kindzzal torténd gatlasa hatdsta-
lanitotta a PARP-gatlds citoprotektiv jellegét. A mikroszkdpos vizsgalatok
szerint a PARP-gatlas kivaltotta Akt-aktivalodas a felel6s az oxidativ
stresszben mutatkozo mitokondriumvéds hatasért, mivel PI-3-kinédz-
gétlok megakadalyoztdk a PARP-gétlas véds szerepét. Src-kinaz-gatlok —
melyek csokkentik az Akt-foszforildciot — szintén a membranpotencidlt
védelme ellen hatottak, ezzel is az Akt citoprotekcidban jatszott dontd
szerepére utalva.

P-75 Proteaszémagatlé (MG-132) és Src-inhibitorok (PP1,
PP2) neuronalis differenciaciot befolyasold hatasainak
vizsgalata PC12-sejtekben

Tarjényi O., Stark B., Berta G., Harci A., Varga J., ifj. Sétdlo Gy., Szeberényi J.

PTE, AOK, Orvosi Biolégiai Intézet, Pécs

Kisérleteinkben az idegsejt differenciaciokutatdsban széles korben elter-

jedt PC12, patkdnyfeokromocitoma-sejteket hasznaltuk. Ezek a sejtek in

vitro idegi novekedési faktoros (NGF) kezelés hatdsira nytlvanyokat
novesztenek, és szimpatikus neuronokhoz valnak hasonléva. Ez a folya-
mat el§idézhetS egy peptidilaldehid tipusi proteaszomagatlé vegyiilet,
séges elbfeltétele az extracellularis szigndlregulalt kinaz (ERK) idSben
elhtiz6d¢ aktivacidja és nukledris transzlokaci6ja, ami proteaszomagatlo
kezelést kovetden is megfigyelhets, az ERK-en kiviil azonban a Src- kindz
foszforilaciéjanak is fontos szerep juthat az ilyen tipust differenciacio
elGidézésében. Az aktivalt Src — ellentétben az ERK-kel —nem jut be a sejt-
magba, hanem a citoplazméban marad MG-132-ezelés esetén. A neu-
rondlis differencidcié alakuldsdt Src-inhibitorok (PP1, PP2) NGEF-fel,
illetve MG-132-vel torténd egyiittes alkalmazasakor is vizsgaltuk. Ilyen
koriilmények mellet a Src kindz foszforilacidja kisebb mértékiinek
bizonyult, mint Src-inhibitor nélkiil. A Src-aktivécio kulcsfontossagu

szerepét mutatja az is, hogy elGkezelést kovetSen a PC12-sejtek differen-
cidcija elmaradt. MG-132-kezelés hatdsdra az aktiv Src lebontdsa az
ubikvitin-proteaszoma titon keresztiil gatolt, igy a sejtekben a foszforildlt
Src mennyisége novekszik, ami valészintileg a PC12-sejtek neuronalis

P-76 A szdveti transzglutaminaz fagocitézisban betoltott
szerepének vizsgalata
Té6th B.', D. Aeschlimann’®, Fésiis L., Szondy Zs.'
' DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen; > Matrix
Biology and Tissue Repair Research Unit, Dental School, Cardiff Univ.,
Cradiff, UK
Az apoptotikus sejtek gyors és hatékony eltavolitasa kritikus szerepet jat-
szik a masodlagos nekrozis és gyulladasos folyamatok megel6zésében.
Ebben az eltakaritasi folyamatban kézponti szerepet jatszanak a pro-
fessziondlis fagocitdk, a makrofdgok. Az elhalt sejtek fagocitézisa a
makrofagok citoszkeletonjdnak atrendez8désével jar. A Rho-fehérje-
csaladhoz tartoz6 GTPéazok (Rho, Rac, Cdc42) részt vesznek a citoszkele-
ton szerkezeti valtozdsanak szabalyozasdban. Korabbi kutatasok kimutat-
tdk, hogy a szovetitranszglutaminaz-hidnyos egerekben (TG2-/-) az
apoptotikus sejtek eltdvolitisanak hatékonysaga csokkent mértékd. A
munkdm sordn beallitott in vitro fagocitézismodell alapjan bebizo-
nyosodott, hogy a TG2-hidnyos egerekbll szarmazd peritonedlis
makrofagok in vitro koriilmények kozott is kisebb hatékonysaggal veszik
fel az apoptotikus sejteket, és ehhez a makrofdgok abnormalis
citoszkeletalis szerkezete és eltér6 Rac-aktivacidja is tarsul. Mivel a
szoveti transzglutaminaz (TG2) multifunkcionalis enzim, amely ren-
delkezik Ca*-fliggs keresztkotd és GTPaz aktivitdssal, keressiik a valaszt,
hogy az enzim mely funkcidja jatszik szerepet az eltéré fagocitozis
hatékonységért, illetve milyen jelatviteli események felelGsek a megvalto-
zott Rac-aktivacioért. Keresztkots és GTP-kot6 TG2-mutansokkal
szeretnénk vizsgélni, hogy a TG2 a fagocitozis jelatviteli folyamataiban
vagy a lejatsz6do citoszkeletdris torténésekben vesz-e részt. Ezeket a
mutansokat adenovirdlis géntranszporttal szeretnénk bejuttatni TG2-/-
peritonedlis makrofdgokba, és vizsgalni a fert6zott makrofagok fago-
citézis-hatékonysagat.

P-77 A blebbistatinspecifikus miozin II ATPaz gatlé
hatdsmechanizmusa
T6th 1'%, Hetényi Cs.!, Mélndsi-Csizmadia A.', J. R. Sellers?, Kovéacs M.'?
"ELTE, TTK, Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék, Budapest; > National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
A blebbistatin az egyetlen ismert nagy affinitdsti és miozin Il-re szelektiv
inhibitor, amelyet egy kémiai konyvtarbol vélasztottak ki a citokinézist és
sejt-,, blebbinget” gatld hatasa alapjan. Oldatkinetikai és in silico szerkezeti
modszerekkel megvizsgaltuk az inhibitor részletes hatdsmechanizmusat.
A blebbistatin nem verseng a miozin ATP koétésével, hanem egy olyan
kozti termékhez kotSdik, amely a hidrolizislépés utdn még tartalmazza az
ADP-t és a Pi-t is. Stabilizalja a miozin-ADP.Pi komplexet, amelybdl igy a
Pi felszabaduldsa lassti. Ez a blebbistatin ATPaz gatlé hatdsanak leg-
fontosabb momentuma. Nem interferdl sem a miozin aktinkotésével, sem
az ATP-indukalt aktomiozindisszocidciéval. Az altala stabilizalt interme-
dier alacsony aktinaffinitdst, ezért a blebbistatinnal gétolt allapot nem
okoz rigor aktomiozin-keresztkotést. Ez teszi a belbbistatint a sejtbi-
olégidban felhasznalhatéva a Il-es miozinok sejtbeli funkcidjanak kisér-
letes felderitésében. Az altalunk elvégzett blind dokkoldsos szimuladciok
szerint a blebbistatin egy vizzel telt mélyedésben helyezkedik el a miozi-
non a nukleotidkots zseb és az aktomiozinhasiték kozott. Ez a perdiktélt
kotShely j6 egyezést mutat egy késSbbi kristalyszerkezettel. A blebbis-
tatin hatdsmechanizmusa kedvez§ kisérleti feltételeket tesz lehetévé az
izomfizioldgia, sejtbiologia és szerkezeti biokémia tertiletein.

P-78 A protein belsé viszkozitasanak hatasa a konformaciés
atmenetek sebességére

T6th ], Gombos L., Simon Z., Medveczky P., Gréf L., Malnasi-Csizmadia A.
"ELTE, TTK, Biologiai Intézet, Biokémiai Tanszék, Budapest

Az enzimek tervezésének egyik fontos elméleti alapja, hogy milyen fizikai
paraméterek hatarozzak meg a konformdcios atmenetek sebességét. A
reakciok sebességi alland6janak hémérsékletfiiggését az Arrhenius-
egyenlet irja le, amely egy exponencialis és egy preexponencialis tagra
bonthat6 fel. Az utébbi tartalmaz egy viszkozitasjellegli paramétert,
amely feltételezhetSen tovabb tagolhat6 kiils6 (a reakciokozeg tulajdon-
saga) és belsé viszkozitasra (a fehérje jellemzdje). A human tripszin 4 en-
zimen és ennek R193G/A/F/Y mutdnsain a pH-ugrédssal elSidézett
aktivaci6 soran bekovetkezs elsérendd konformacids dtmenetet vizsgal-
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tuk. A G193-as pozicié az egyik csuklorégio a konformaciévaltozas sordn,
ezért feltételeztiik, hogy a csuklo ,rigiditdsanak” novelésével a reak-
cibsebesség csokken. A reakcidsebesség hémérsékletfiiggését az altalunk
fejlesztett héugrasos stopped flow késziilékkel széles hémérsékleti tar-
tomanyban vizsgéltuk. Eredményeink alapjan a pontmutaciék nincsenek
hatdssal a reakci6 aktivélasi energidjara (exponencidlis tag), viszont
erdsen befolyasoljdk a preexponencidlis tagot. Két mutanson megmértiik
a reakcié sebességi allanddjanak viszkozitasfiiggését is, melynek
extrapolaci6javal meghataroztuk ezen proteineknek az erre az dtmenetre
vonatkozo belsé viszkozitasat. Kisérleteink bizonyitottak, hogy pont-
mutaciokkal specifikusan szabédlyozni lehet a konforméciés atmenetek
sebességét meghatdrozé preexponencialis tagot a protein bels@ stirl6dasa-
nak (friction) megvaltoztatasaval.

P-79 Az RARo ligalasa fokozza a T-sejtek gliikokortikoidok
altal kivaltott apoptézisat és elGsegiti a glitkokortiko-
idreceptor medialta transzkripciés folyamatokat

Téth K., Buslig ]2, Fésiis L.!, Szondy Zs.'

DE, OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, ' MTA Apoptozis és

Jeldtuviteli Kutatécsoport, > Genomika Kozpont, Debrecen

A T-sejt-receptor indukciéja mellett a gliikokortikoidok a T-sejtek leghata-

sosabb sejthalal-induktorai. A sejthalalt donten a magba transzlokalodo

glukokortikoid-receptoron keresztiil véltjak ki, Gj sejthalalgének induk-
cidjan keresztiil. Az egyik ilyen gén a gliikokortikoid indukalta
leucinzipzér transzkripciés faktor (GILZ). Korabbi kisérleteinkben bemu-
tattuk, hogy az A-vitamin szdrmazékai, a retinsavak, szdmos ponton

befolyasoljak a T-sejtek sejthaldlprogramjat, tobbek kozott fokozzak a

glitkokortikoidok altal indukalt sejtelhalast is. Kisérleteinkben bemu-

tatjuk, hogy a glitkokortikoidok éltal indukalt sejtelhalds fokozdsaban az

RARai-receptor vesz részt. A receptor ligalt dllapotban a ligélt glitkokor-

tikoid-receptorhoz kotédik, és fokozza annak transzkripcids aktivitasat.

Ennek eredményeként a sejthaldl sebessége a glitkokortikoidok telitési

koncentrécidinal is fokozédik. A retinoidok gliikokortikoid-érzékeny

sejtvonalak apoptozisét is fokoztak, jelezve, hogy felhasznalhatok lehet-
nek T-sejt-eredetli rosszindulati daganatok kezelésében is. (OTKA

038069, T 022705, T 029528, ETT 100/2003)

P-80 Autoimmun limfoproliferativ szindréma (ALPS) diag-
nozisanak megerdsitése és molekuldris biolégiai hat-
terének felderitésére kidolgozott teszt

Téth R.', Szondy Zs.!, Marédi L.
DE, OEC, ' Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, * Infektologiai és
Gyermekimmunoldgiai Tanszék, Debrecen
Az autoimmun lymphoproliferativ szindroma (ALPS) ritka, gyermekkor-
ban jelentkezé betegség, klinikailag lymphoproliferdcié, lymphade-
nopathia és splenomegalia, valamint autoimmun folyamatok jellemzik.
Emellett a betegek fogékonyabbak malignus korképekre, elsGsorban lym-
phomaédkra. A benignus lymphoproliferacié, a periférids vérben keringé
nagyszamu és aranyt (> 1%) éretlen kettSs negativ (CD4-CD8-) o/} T-sejt,
és az autoimmun jelenségek jelenléte az apoptézis elmaradasdnak
kovetkezménye. A betegség lényege, hogy a T-limfocitdk aktivacio
indukdlta sejtelhaldsa (AICD) apoptézisa elmarad. Az AICD szerepe,
hogy az antigénre adott vélasz befejez$ szakaszaban elpusztitsa a mar
feleslegessé valt, potelcidlisan veszélyes aktivalt T-sejtet. Az AICD-t a
TNF receptorcsalddba tartozé sejthalalreceptorok (Fas/CD95, TNEFR,
DR4. DR5), illetve ezek megfelel§ ligandumai (FasL/CD95L, TNFa,
TRAIL) kozvetitik. Az ALPS pathogenetikai hatterében eddigi ismere-
teink szerint a Fas-kozvetitette apoptézist szabalyozé gének valame-
lyikének hibaja all. Négy csoportot kiilonboztetiink meg az ALPS-on
beliil: ALPS Ia: Fas gén mutacidja, Fas (CD95) vagy nem expresszalédik,
vagy olyan mutécié kovetkezik be, amely gatolja a receptor funkcidjat.
ALPS Ib: FasL gén hibdja. ALPS II: kaszpaz-10 gén hibéja. ALPS III: pon-
tos mutdcié még nem ismert, feltehetGen egyéb halalreceptorok vagy
apoptozis jelatviteli tt fehérjéinek génjei hibasak. Intézetiinkben az ALPS
diagnozisat megerdsits tesztet dolgoztunk ki. A tesztet periférids limfo-
citakon végezziik egy 6-napos tenyésztési periédus alatt, amely mimikal-
ja a szervezetben egy antigénre adott immuvélasz soran a T-sejtekben
lezajlo valtozdsokat. Mérjiik a Fas és FasL alap- illetve T-sejt-receptoron
keresztiili aktivacié hatdsara indukalddott sejtfelszini expresszidjat,
illetve ezek miikodSképességét funkcionalis teszteken. Tovabbé vizs-
géljuk az apoptozis érzékenységet. A tesztek dramldsi citometrias
méréseken alapulnak. Eddigiekben mintegy 13 ALPS-os betegen, 11 hoz-
zatartozon, 15 egészséges személyen végeztiik el a vizsgalatokat, ahol
tobb esetben sikertilt aldtimasztani a diagnozist a vizsgélt paraméterekre
kapott abnormalis értékkel.
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P-81 Kooperativitis a human dUTP4az homotrimerben

Varga B.!, Barabés O., Malnési-Csizmadia A? Tolgyesi F.°, Vértessy G. B.!
" MTA SZBK, Enzimoldgia Intézet, Budapest; > ELTE, Biokémia Tanszék,
Budapest, ° SE, Biofizika és Radiobilégia Intézet, Budapest

A dUTPaz a dUTP hidrolizisét katalizalja. Az enzim hidnyaban kialakulé
magas dUTP/dTTP-arany uraciltartalmi DNS-t eredményez, ami kro-
moszémafragmentalodashoz vezet (timinmentes sejthaldl). Létrehoztunk
egy hatékony tiltermeltetéses rendszert a humén enzim nukledris izofor-
méjanak elGallitdsara. A limitdlt tripszinolizis, és differencidlis pasztdzo
mikrokalorimetrids mérések azt mutattdk, hogy a human dUTPaz kevés-
bé rendezett és flexibilisebb, mint a prokariéta enzim. Mas szerkezeti
(nukleotidkotdés, izotermalis kalorimetria, cirkularis dikroizmus spekt-
roszkopia és egyéb spektroszkopiai médszerek), koztiik a fehérje nagy
felbontast, 3D kristalyszerkezetének megoldésa és kinetikai vizsgalatok,
nagy eltéréseket mutattak ki a human enzim aktiv helyeinek szerke-
zetében az E. coli dUTPé4zhoz képest. Ugy tiinik, a humén dUTP4z hdrom
aktiv helye egymast6l nem fiiggetlen médon mtkaodik. Jelenleg azt a
hipotézist vizsgéljuk, hogy mi a szerepe az allosztéridnak az enzim
fiziol6gids miikodésében.

P-82 A transzglutaminaz 2 coelidkiaepitépjainak vizsgalata
Vecsei Zs.!, Kiraly R.'?, Bagossi P.!, Korponay-Szab¢ 1.°, Fésiis L.*?

DE, OEC, ' Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, > MTA Apoptézis és
Jeldtvitel Kutatécsoport, > Gyermekklinika, Debrecen

A szoveti transzglutamindz (TG2) meghatdroz6 szerepet jatszik a coeli-
akia patomechanizmusaban, mint a legfontosabb autoantigén. Eddigi
adatok alapjan feltételezhetS, hogy a TG-specifikus, coelidkids antitestek
nagy része konformaciés epitdpok ellen termelédik, valamint hogy az
enzim N- és C-termindlis részén taldlhatoak a f6 epitépok. Ezen kiviil egy
237 aminosav hosszt, antigénként funkciondlé szakaszt is azonositottak a
mag (core) doménen. Célul tiiztiik ki, hogy korabbi mérési- és irodalmi
adatok alapjan szamitégépes modellezéssel azonositsunk bizonyos, a
dominans epitép felépitésében szerepet jatszhaté aminosavakat, majd
mutagenezissel megvaltoztassuk ezeket. Kisérleteinkben ezen mutaciokat
tartalmaz6 TG-k és coelidkids szérummintdk kozotti kolcsonhatést vizs-
géltuk hagyoményos anti-TG ELISA mddszerrel, valamint fibronektin-
kotott TG felhasznanédsaval (FBN-TG ELISA). Az egyes enzimmutansok
kiilonb6z6 aminosavceseréket tartalmaznak az L, illetve II. (core) doménen,
valamint deléciokat a molekula C-terminalisan. A hagyomanyos anti-TG
ELISA-ban a coelidkids antitestek cstkkent kotédést mutattak az egysze-
res mutdnsokhoz, amelyek vagy az I., vagy a IIl. doménen tartalmaztdk a
mutaciot (56-80%, ha a kotddés a vad tipushoz 100%). Amikor a tervezett
aminosavcserék egyszerre mindkét doménen szerepeltek (dupla muténs),
a kot6dés mértéke tovabb csokkent (20%). A dupla mutéciot tartalmazo
TG utols6 39 aminosavanak levagasaval tovabbi csokkent kotSdést
tapasztaltunk (9%). Hasonlé eredményre jutottunk, amikor az antitestek
kotddését a FBN-TG ELISA rendszerben vizsgéltuk, a dupla mutans
C-termindlisanak levdgdsaval a kot6dés 25%-ra csokkent (a CUB7402,
monoklondlis anti-TG antitest, kotédésére vonatkoztatva, vad tipus
100%). A kisérleteinkben vizsgalt coelidkids antitestek kozel azonos
kotédési mintdzatot mutattak, igy valdszintisithets, hogy egy dominans
epitop létezik. Ezen konformacids epitdp felépitésében szerepet jatszanak
az enzim I, II, illetve IV. doménjén taldlhaté, egymashoz viszonylag
kozel talalhat6 aminosavak is.

P-83 4-Hidroxi-kinazolin hatasa a cuprizone indukalta
kozponti idegrendszeri elvaltozasokra
Vet$ S.!, Acs P2, Berente Z.!, Solti 1!, Tucsek Zs.!, Németh V.!, Bognar E.',
ifj. Gallyas F.!, Komoly S.*
PTE, AOK, ' Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet; Neurologiai Klinika, Pécs
A degenerativ SM (sclerosis multiplex) modellje a cuprizone indukalta
demielinizécié. A cuprizone per os adagolva egér kozponti idegrendsze-
rében (legkifejezettebben a corpus callosumban és a pedunculus cerebel-
li superiorban) primer oligodendrocyta-degeneraciot, oedemat és hydro-
cephalust okoz. Korédbbi kisérletekben a hydrocephalus mértékét tudtak
csokkenteni, de az oligodendrocyta pusztuldst nem tudtdk megakada-
lyozni, igy jelen kisérleteinkben a poli-(ADP-rib6z)-polimerdz- (PARP)
gétlok hatdsat vizsgaltuk meg ezen a modellen. Kisérletiinkben csopor-
tonként 4 (a kisérlet kezdetekor 8-9 hetes) C57BL/6 him egérrel dolgoz-
tunk. Az egerekrdl altatdsban a harmadik kisérleti hétt6l minden héten
MRI késziilt a 6. hétig; T1 és T2 stilyozott 1 mm frontalis szeletek a bulbus
olfactoriustdl a gerincvels kezdeti szakaszaig. 6 hét kezelés utan transcar-
dialis 4% paraformaldehides perfundalds és fixdlas tortént, mely utdn
szovettani vizsgalatot végeztiink HE, Luxol fast blue festéssel és glia-
eziistozéssel. A cuprizone-kezelés hatdsara mar a 3. héten hydrocephalust




tapasztaltunk, amely a 6. hétig egyre fokozédott, tovabba, a 6. hétre kife-
jezett demielinizaci6 is megfigyelhetd volt. A demielinizaciot szovettani
festésekkel is igazoltuk. A PARP-gatl6 4-hidroxi-kinazolin gyakorlatilag
eltorolte ezeket a valtozasokat. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a
PARP-gatlok a sclerosis multiplex kezelésében is jelentSs, s6t attérd
szerephez juthatnak.

P-84 Toxinok hatasa az aktinfilamentumok dinamikai

és konformaciés tulajdonsagaira
Visegrady B., Hild, G., Somogyi B., Lérinczy D., Nyitrai M.
PTE, AOK, Biofizikai Intézet, Pécs
A daganatos beteségek terdpias eljarasainak kidolgozasaban fontos
szerepet jatszhatnak olyan hatéanyagok, amelyek a citoszkeletonra fejtik
ki hatdsukat. A kutatdsok sordn szamos esetben alkalmas modellrend-
szernek bizonyultak az aktinkotd toxinok. Vizsgalatainkban azt tanulma-
nyoztuk, hogy milyen hatést gyakorol a falloidin és a jasplakinolid — két
toxikus hexapeptid — az aktinfilamentumok konformaciés tulajdonsa-
gaira. Mind fluoreszcencia spektroszkopiai, mind kalorimetrids ered-
ményeink azt mutattak, hogy a két toxin hatdsédra az aktinfilamentumok
héstabilitdsa megnétt, a szerkezetitk merevebbé valt. A két toxin hata-
saban ugyanakkor eltéréseket is megfigyeltiink, amennyiben a jasplaki-
nolid stabilizalé hatdsa erdsebb volt, mint a falloidiné. Mind a két toxin
allosztérikus kolcsonhatasokon keresztiil modositotta az aktinfilamen-
tumokat. A szomszédos aktinmonomerek kozotti kolesonhatasok
mindségének a jellemzésére kidolgoztunk egy matematika modellt, s
alkalmazasaval megmutattuk, hogy mig a falloidin esetében egyetlen
toxinmolekula 7 aktinprotomer konforméciés allapotat befolyasolta, a jas-
plakinolid esetében az allosztérikus kolcsonhatdsok 13 monomerre ter-
jedtek ki.

P-85 Matematikai modell a cirkadidn 6ra és a sejtciklus
kapcsolatanak vizsgalatara
Zémborszky ].', C. I. Hong?, Csikdsz-Nagy A.'
" BME, Mezégazdasigi Kémiai Technologia Tanszék és BME-MTA Molekuldris
Halézatok Dinamikdja Kutatécsoport, Budapest; > Dept. of Genetics, Dartmouth
Medical School, Hanover, NH, USA
Szinte minden él6lényre hat a nappalok és az éjjelek valtakozasa. Szamos
molekula aktivitdsa/szintje fluktudl e napi ritmus szerint. Azonban
allando koriilmények kozott is megfigyelhetGek — a belsé cirkadian éra
altal indukalt — oszcillaciok. Periodikus kiilsé fény, hémérséklet-
ingadozasok allitjdk be ezt a belsé oszcillatort a Fold forgasdnak meg-
felel6 24-6ras periédusra. Masik meghatédrozo, sejten beliili molekularis
oszcillator a sejtciklus-szabélyzo hélézat motorja. A két rendszer kapcso-
latat mér a 70-es évek ota probaljak felderiteni, azonban molekularis rész-
leteit emlGssejtekben csak par éve fedezték fel. Eredményeiket figyelem-
be véve elkészitettiink egy matematikai modellt, mely tartalmazza az
emlGs-sejtciklusszabélyzo halozat részletes, tovabbfejlesztett modelljét, és
egy egyszertisitett cirkadidndra-szabalyzé modult. A kapott differencial-
egyenlet-rendszer Uj paramétereit optimalizaltuk, és a modellt
szamitégépes szimuldciokkal vizsgaltuk. Kiilonb6zd erdsségii kapesolt-
sag a két oszcillator kozott mas eredményeket adott. Erés kapcsoltsagnal
an. médusszinkronizaci6 1ép fel, azaz a sejtciklus hossza és a cirkadian
ora a legkisebb kozos tobbszorosiiknél dsszehangolddik. Sztochasztikus
szimuldciokkal vizsgéaltuk a sejtciklushossz- és sejtméreteloszlasokat a
kiilonboz6 erdsségti kapcsoltsagoknal, és megfigyeltiik, hogy erds kap-
csoltsag a legtobb esetben nagyobb szérashoz vezet a sejtméret és sejtcik-
lushossz eloszldsaban, kivéve, ha a sejtek tomegduplazodasi ideje kozel
all a cirkadidn 6ra altal diktalt 24 6rahoz. A végzett statisztikai analizis
kvantélt sejtciklushossz-eloszlast mutatott erds kapcsoltsdg esetében.
Ilyen kvantalt sejtciklusokat megfigyeltek éleszts- és emldssejtekben is,
de ezidaig nem tudtak azonositani molekuldris hatteriiket. Matematikai
analizisiink alapjan feltételezziik, hogy a cirkadidn 6ra hatasa a sejtciklus-
ra okozza ezt a viselkedést.

P-86 Immunanalitikai médszer kidolgozasa vitellogeninti-
pust feherjék kimutatisara endokrin zavaré hatasok
jelzéséhez

Bukovszkaja, O.', Blohin, Sz. *, Juracsek ].%, Fekete G.?, Adanyi N.*,

Székacs A’

' DoubleDelta Kft., Berettydiijfalu; > MTA NKI, Budapest; * KEKI, Budapest

Endokrin zavard hatdsok kimutatdsara szolgdlé immunanalitikai rend-

szerek kidolgozasaban vitellogenintipusu fehérjét kiilonitettiink el, hogy

azokra ELISA és immunszenzort fejlessziink. Az immunizaldsokhoz a

lipovitellin fehérjét (a vitellogenin elSalakjat) valasztottuk, mivel kimutat-

tuk, hogy az immunanalizis sordn a lipovitellin antitestjei nagy mérték-

ben specializaltak ugyanazon faj egyedei altal hordozott vitellogeninre, és
a vitellogenin fehérjével 95%-o0s keresztreakciét adnak. Immunogénként a
fehérje két izoalakjat ponty- (Cyprinus carpio) petefészekbdl izoldltuk.
A lipovitellin extrakciés kivondsdhoz az aktiv oogenezis stddiumaban
pontyovarium-mintikat gyjtottiink, s pufferes mosas majd homogeniza-
ci6 utén a lipovitellint tartalmazo frakciét tomény szervetlen sok (kétféle
Na-s6 és egy Mg-s0) oldataival vontuk ki. A terméket SDS-PAGE és ion-
cserél6 kromatografia segitségével DEAE-cellul6z oszlopon analizaltuk, s
kétkomponenstinek talaltuk (174 kDa, 24,8%; 140 kDa, 75,2%). A tisztitott
fehérjével 25 pg/kg dozissal vadas nyulakat immunizaltunk. A immun-
globulinra tisztitott vérszérumot mind versengd, immobilizalt antigén-,
mind pedig ,szendvics”, immobilizalt antitestalapt ELISA rendszerben
alkalmaztuk. Amennyiben a kapott eljarassal a vitellogenin mind anali-
tikai, mind biol6giai mintdkban jo érzékenységgel meghatarozhato, az
ELISA tesztet a tovabbiakban békavitellogeninre (pl. Bombinus orientalis)
is ki kivanjuk dolgozni. (NKFP 3A058-04, GVOP-3.1.1.-2004-05-0429/3.0,
MikroVakuum Kft.)

P-87  Linker nélkiili kismolekuldkbél l1étrehozott kémiai
chipek kidolgozasa és alkalmazasa fehérje-ligandum
kolcsonhatasok azonositdsira

Molnar E."?, Puskas L."*
! MTA SZBK, Funkciondlis Genomika Laboratérium, > Avicor Kft., Szeged
A kémiai chipek létrehozédsanak célja, hogy a feliiletiikon immobilizalt ve-
gyiiletekkel a gyogyszerkolesonhatésra és -fejlesztésre alkalmas célfehér-
jéket és egyben a kolcsonhaté kismolekuldkat azonositsuk. A kisér-
leteinkben hasznélt kémiai chip 17600 az Avicor Kft sajat kémiai
konyvtarabol szarmazo, nagy striiségben felkotott linker (tavtartd kar)
nélkiili molekulat tartalmaz egy altalunk kidolgozott, elagaz6 lancd
szerkezetet hordoz6 aktivaltiiveg-feliileten. A chipet — melynek el&allitasat
és minGség-ellendrzését is bemutatjuk — fluoreszcensen jel6lt szerin pro-
tedzzal inkubaltuk, majd a kapott mintézat alapjan szelektaltuk a fehérjé-
vel koélesonhaté molekuldkat, beleértve annak potencialis inhibitorait.
A fals pozitiv eredmények kisztirésére a jelolt protedzt a jeloletlen forma-
val, illetve egy a fehérje aktiv centruméba koté molekuldval egyiitt is
chipre vittiik. Mindkét esetben kevesebb jelolt fehérje kot6dott ki a speci-
fikus ligandumokhoz, ezéltal a fluoreszcencia intenzitasa az adott pontok-
ban kisebb lett, mint a csak jel6lt fehérjével végzett kisérletben. Az azonosi-
tott molekulak gatl6 tulajdonsdganak megerdsitése folyamatban van.

P-88 Komplex biolégiai mintak GSH-tartalmanak
meghatdrozasa ioncsapdas tomegspektrometria
segitségével

Németh V., Montské G., Solti 1., Vetd S., Tucsek Zs., Hocséak E., Mark L.
PTE, AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Kozismert, hogy az eukariéta sejtekben nagy mennyiségben megtalalhato
glutation (GSH) az egyik legfontosabb antioxidéns redox rendszer. A GSH
tripeptid (y-glutamil-ciszteinil-glicin), mely alapvet§ szerepet tolt be az
oxidativ gyokok elleni védekezésben. A redukdlt forma (GSH) képes oxi-
dativ dgenseket semlegesiteni, mikozben onmaga oxidalédik (GSSG).
A oxidélt format kiilonb6z6 SH-enzimek regeneréljak, igy djra muko-
déképes lesz. Ezek alapjan a GSH pontos koncentraciéjanak ismerete hoz-
zdjarulhat a molekuldk kozti interakcidk, antioxidans folyamatok tanul-
manyozasdhoz. Munkénk sordn egy olyan hatékony, gyors, érzékeny
tomegspektrometrids modszert fejlesztettiink ki, mely alkalmas komplett
biolégiai mintak GSH-koncentracidjanak meghatdrozaséra. Vizsgéalatain-
kat elektrospray és atmoszferikus nyomast kémiai ionizacios technikat
alkalmaz6 kvadrupol és ioncsapdés analizatorral ellatott tomegspek-
trométereken végeztiik. Mérési eredményeink szerint a moédszer altal
reprodukalhatéan biztositott kimutatdsi hatdr a pg tartomanyban van,
amely jobb, mint UV detektalas esetén. A technika tovabbi elénye, hogy
egyszerli mintaelGkészitést igényel, igy rutinszertien, kis koltséggel
elvégezhetd.

P-89 Taxol hatdsa a mitokondriumra és a szabadgyok-
képzddésre

Solti L', Bognar Z.!, Németh V., Bognar E.!, Vet6 S.", Hocsék E.’,

Nagyné Kiss Gy.', Szant6 A2, Varbir G., Stimegi B.!

PTE, AOK, ' Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Urolégiai Klinika, Pécs

Vizsgalatainkkal a mitokondrium Taxol indukalta citotoxicitdsban

betoltott lehetséges szerepét probéltuk bizonyitani, ennek kozvetlen

mitokondriélis hatasait vizsgaltuk. Percoll-gradiensen izolalt majmito-

kondriumokban a Taxol nagymértékd duzzadast indukalt, koncentracio-

fliggé médon a mikromolos tartoményban. A permeabilitdstranzicios

pérus megnyilasat, ezaltal a permeabilitdstranzicié bekovetkeztét ugy
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hatdroztuk meg, hogy vizsgaltuk a sértetlen membréan szamara imperme-
abilis matrixenzim-szubsztratumok bejutasat a mitokondriumba. A Taxol
indukélta a mitokondrialis membranpotencial (A¥) 6sszeomlasat, amit a
rodamin 123 festékfelszabaduldssal és a membrankézti térbdl torténd
citokrém ¢ enzimfelszabaduldssal hataroztunk meg. Megfigyeltiik, hogy
mindezen hatdsokat 2,5 ptM cyclosporineA gatolta. A Taxol szignifikansan
novelte a reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzdését mind a vizes, mind a
lipidfézisban, amit dihidrorodam 123 és rezorufinszarmazék segitségével
hatdroztunk meg. A citokrom oxiddz enzimet gatlé CN, azid és NO
megsziinteti a Taxol indukélta mitokondridlis ROS-képzSdést, mig mas
respirdcios komplexek gétloszerei és a cyclosporineA nem hat ra.
Igazoltuk, hogy a Taxol indukélta AY 6sszeomlasa és a ROS-képzSdés
indukci6ja bekovetkezik a BRL-3A sejtekben is. Végeredményben, a Taxol
indukdlja az AN-transzlokéz-ciklofilin komplex medialta permeabilitas-
tranziciot és a citokrom oxidaz medialta ROS-képzédést. Mind a citokrom
c felszabaduldsa, mind a mitokondrialis ROS-képzd&dés ongyilkos ttvo-
nalat indukdl, igy a Taxol kozvetlen mitokodrialis hatdsai hozzajarulnak a
citotoxicitdshoz.

P-90 A forminok szerepe az aktin citoszkeleton szaba-
lyozasaban
Bugyi B., Papp G., Ujfalusi Z., Barké Sz., Somogyi B., Nyitrai M.
PTE, AOK, Biofizikai Intézet, Pécs
A forminfehérjék aktinnukleacios faktorok, amelyek az eukariota sejtek
aktin-citoszkeletonjanak szabédlyozdsaban vesznek részt. A forminokat az
evolticié soran nagymértékben konzervalt régiéik, az tn. forminhomolo-
gia-domének (FH1, FH2 és FH3 domén) alapjan azonosithatjuk. Az FH2
domén meghatdroz6 szerepet tolt be az aktinnal val6é kolcsénhatas
kialakitdsaban. A prolinban gazdag FH1 domén kotShelyeket biztosit a
profilinnak és nélkiilozhetetlen a forminok processzivitdsdhoz. A formi-
nok egy alcsaladjat alkotjadk az tin. Diaphanous-rokon forminok (Dia).
Munkank sordn egér-mDia fehérjék kozponti FH2 doménjének és az azt
az FH1 doménnel 6sszekotS an. linker régidt is tartalmazoé fragmentuma-
nak az aktin polimerizaciés folyamatdra és az aktinfilamentumok
dinamikai tulajdonsagaira kifejtett hatasat vizsgéltuk in vitro kortilmé-
nyek kozott. Fluoreszcenciaspektroszképiai vizsgalataink eredményei
szerint a monomer kozponti FH2 domén a polimerizécié folyamatat
gatolja, mig a hosszabb, 6sszekotd régiot is tartalmazoé fragmentum ezen

régi6 révén képes dimereket alkotni, amelyek hatékonyan nukledljik az
aktinfilamentumokat. Hémérsékletfliggd fluoreszcenciarezonancia-ener-
giatranszfer modszer segitségével megmutattuk, hogy az mDial FH2
doménjének jelenlétében az aktinfilamentumok konformaciés allapota
megvaltozik. Az alkalmazott mDial-FH2-koncentraci6tol figgden két
kiilonb6z6 hatés volt megfigyelhetS. Az eredményeink alapjan megalko-
tott modell szerint a filamentumok szoges végéhez kotédé mDial-FH2
dimer hosszu hatétévolsagu alloszterikus kolcsonhatésok révén képes a
filamentumok szerkezetét fellazitani, mig a filamentumok oldaldhoz kap-
csol6dé mDial-FH2 dimerek a filamentumok szerkezetét stabilizaljk.
A forminok hatdsiara médosult konformacids allapotba kertilt aktinfila-
mentumok funkciondlis tulajdonsagai és mas fehérjékkel valé koleson-
hatdsuk is megvaltozott. A forminok altal fellazitott aktinfilamentumokat
a kofilin hatékonyabban depolimerizalja, mig a tropomiozin képes stabi-
lizalni azok szerkezetét.

P-91 A szivizom aktinjanak termodinamikai tulajdonségai:
a nukleotidok hatasa
Orbén J., Lérinczy D., Pozsonyi K., Somogyi B., Hild G.
PTE, AOK, Biofizikai Intézet, Pécs
Az emlsokben el6forduld aktinizoformak koziil a szivben és a vazizom-
ban fellelhet$ o-aktinok sszehasonlitdsat végeztiik el. Az izoelektromos
pontjuk és aminosavszekvenciajuk alapjan hasonlo fehérjéken differen-
cidlis pasztaz6 kalorimetrias (DSC) méréseket végeztiink: ADP-ko6tS akt-
inmonomerekbdl polimerizalt filamentumok termodinamikai tulajdonsa-
gait vizsgéltuk. Kalorimetrids mérésekkel kiilonbségeket mutattunk ki az
o-aktin szivizom- és vazizombeli izoformai kozott. Az vazizom esetében
megfigyelt magasabb dtmeneti hémérséklet (T,,) azt mutatta, hogy ADP
jelenlétében ez az aktinizoforma termodinamikailag stabilabb az sziv-
izombeli izoformanal. A meghatdrozott Van't Hoff entalpiaértékek és a
kapott h6denaturécids gorbék félértékszélessége alapjan azt is megallapi-
tottuk, hogy az vazizombeli izoforma szerkezete mutatott nagyobb foku
kooperativitast. Az aktinizoformak aranya eltér a szivizomban és a vazi-
zomban. Az izoformdk termodinamikai természetének eltérései hatassal
lehetnek az egyes izomszovettipusok funkcionalitdsara. A szivizomban
talalhaté természetes izoformaardny mechanikai- vagy patolégias hata-
sok kovetkeztében torténé megvaltozdsa a szivizomzat tj feltételekhez
valé akkomodacidjat vagy éppen miikodési elégtelenségét okozhatja.
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SIGMA-ALDRICH

Cégiink piacvezets szerepet tolt be a kutatasi vegyszerek gyartasa és forgalmazésa teriiletén.
A magyarorszagi leanyvéllalat

keres munkatarsat

Technikai szaktanacsado

munkakorbe

Feladat:

¢ Technikai tandcsadds szakmai kérdésekben
¢ telemarketing

¢ szakmai ismertetSanyagok készitése

Amit kinalunk:

Elvarasok:

¢ fels6foku biologus, biokémikus végzettség
e angol nyelvtudas

* kival6 szamitogépes ismeretek

¢ j6 kommunikécios képesség

e versenyképes jovedelem
e csapatmunka kivalo feltételekkel
e folyamatos szakmai fejlédés

Jelentkezéseket szakmai 6néletrajzzal, angolul és magyarul varunk.
Hataridé: 2006 szeptember 30.
Jelentkezési cim: Sigma-Aldrich Kft., 1399 Bp. Pf. 701/400 info@sigma.sial.hu

(8) SZRARABEUSZ

Szkarabeusz Kodrnyezetvédelmi és Kereskedelmi Kft.; Pécs, Nagy Imre u.148.
Vegyszerbolt, raktar: Pécs, Verseny u.17. Tel.: 72/532-828, Fax.: 72/532-829
skarab@axelero.hu  www.szkarabeusz.hu

SERVA

Electrophoresis

Fine Biochemicals

+ Gyogyszerkdnyvi mindségli anyagok: antibiotikumok, aminosavak,

+ Antibiotikumok: Cerulenin, Geldananycin, Nigericin, Rapamycin,
Trichostatin A, Vancomycin

+ Elektronmikroszképia: SPURR Embedding Kit

+ Fehérjekémia: 50 kiillonb6z6 Protedz inhibitor, inhibitor mixek

« Jelatvitel: 6 0j Protein kindz

Electrophoresis

+ SERVALYTE Blank PRECOTES

+ NetFix technoldgia; PreNets gél

+ SDS PreNets blotting kit

« dializishez: DiaEx Midi Kit

+ Protein Concentration Kit

+ Festékek

+ Fehérje: Standardok, Proteome Markers

+ Nukleinsav elektroforézis, Native PreNets

+ Submarine Electrophoresis

« Software: Digital Image Analysis System, Cell explorer

Life Sciences

+ DNase, RNase mentes reagensek, vegyszerek

+ Nukleotidok és keverékeik

+ Protoplaszt fizi6: Funcelase

Collagenase

+ Collagenase NB szdvettani felhasznalésra

lon exchange media

+ Serdolit, DOWEX, Servacel

Enzimek/koenzimek/inhibitorok

Panreac

Panreac Quimica SA.

Finomvegyszerek, reagensek
* Miszeres analizishez sziikséges termékek
HPLC oldészerek: GG, isokratikus, prep.
lon-par reagensek, olddszerek peszticid szermaradvany analizishez
Spekiroszkopids oldészerek (UV, IR)
GC standardok
« Vizmentes, szaritott oldészerek

* Deuterizalt anyagok NMR analizishez

+ Nyomelem-analizishez reagensek
Analpur (szennyez8anyag csak ppb tart.)
Hiperpur (szenny.a. kevesebb, mint 1 ppb)
Hiperpurplus (szenny.a. kevesebb, mint 100 ppt)
Alacsony Hg-tartalmu reagensek
AAS standardok, ICP standardok
+ Nagytisztasagu olddészerek: n-Hexan, Acetonitril, Aceton, Diklormetan,
Metilalkohol stb.
* Nagytisztasagu savak, reagensek: HCI, HNOg

CULTIMED Mikrobiol6giai termékek
CODEX: Gyogyszerkényvi mindségd alapanyagok

ADITIO: Elelmiszer-ipari min6ség(i alapanyagok
(antioxidansok, stabilizatorok, pH-szabalyozok, asvanyi sok stb.)
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