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Címlapkép: A Fus3 MAPK dokkoló kölcsönhatásainak szerkezeti analízise. A Fus3
enzim interakciós partnerei egy rövid, ~10–15 aminosavat tartalmazó
peptidmotívumon keresztül kötôdnek a dokkoló hasadékba. Az itt ki-
alakuló, az aktív helytôl független, fehérje–fehérje kölcsönhatások fontos
szerepet játszanak jelátviteli hálózatok felépítésében. A jobb oldalon
a Fus3/pepSte7 komplex kristályszerkezete, míg a bal oldalon felül
a dokkoló hasadék nagyítva látható. (A felület az elektrosztatikus poten-
ciáljának megfelelôen színezett). Ezeken az ábrákon jól megfigyelhetô 
a dokkoló peptid konszenzusa, (R/K)1-2X4-6LXL és a dokkoló hasadék
szerkezete közötti komplementaritás. Az alsó panel a Fus3 MAPK
dokkoló hasadékába kötôdô három különbözô interakciós partnerbôl származó dokkoló peptidek konformációját
szemlélteti (Ste7, kék; Msg5, bíbor; Far1, zöld). A Far1 peptidben jelen lévô, a Fus3 és Kss1 MAPK közötti
specificitásért felelôs prolin aminosavak pirosra vannak színezve. A Fus3 aktív helyét * jelzi (ld. a vonatkozó
közleményt az 42-46. oldalakon).
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Összefoglalás

A sejtbiológiai folyamatok egyik rejtélye, hogy kis
szubsztrátspecificitású enzimeket használó jel-
átviteli hálózatok hogyan építenek fel az organiz-
mus szintjén specifikusan mûködô jelpályákat.
Az utóbbi évek kutatásai alapján nyilvánvalóvá
vált, hogy fehérjekinázok ún. dokkoló kölcsönhatá-
sai, valamint vázfehérjék közremûködése kiemel-
kedôen fontos szerepet játszanak e jelpályák szelek-
tív mûködésében. Élesztôbôl származó mitogénak-
tivált protein kináz (MAP kináz, MAPK) enzimek
dokkoló és vázfehérjepeptidekkel alkotott komp-
lexein keresztül bemutatjuk, hogy ezek az újszerû,
aktív helytôl független fehérje–fehérje kölcsön-
hatási mechanizmusok miként hoznak létre nagy
specificitású jelátviteli hálózatokat. Érdekes módon
humán és élesztô eredetû MAPK-modulok szerve-
zôdése nagymértékû hasonlóságot mutat: az itt
bemutatott mechanizmusok kiterjeszthetôk a gyó-
gyászati szempontból fontos humán enzimeken
alapuló jelpályákra is.
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Summary

It is an intriguing problem in cell biology how one
can make up highly specific signaling networks
by using promiscuous components. Recently, it
has been discovered that protein kinases use
docking interactions and scaffold proteins to
build up selective routes for intracellular signal
flow. We have determined the structure of several
protein-peptide complexes in which a yeast mito-
gen-activated protein kinase (MAPK) is bound to
docking peptides or to a fragment of a classical
scaffold protein. These structures demonstrate
how these interactions are used to achieve selec-
tivity without the involvement of promiscuous
kinase active sites. The organization of MAPK
modules is conserved from yeast to human: the
described novel protein–protein interactions can
also be extended to human MAPKs. One day
these studies might serve as the foundation for a
more selective approach to modulate MAPK
activity in signaling related diseases.

Jelátviteli folyamatokban általános jelenség, hogy a
milliónyi környezeti inger sejten belüli feldolgo-
zásában a jelátviteli fehérjéknek csupán egy
meglepôen kisszámú csoportja vesz részt. A fehér-
jék aktivitását reverzíbilis foszforiláció révén sza-
bályozó fehérjekinázok és -foszfatázok például egy-
szerre több jelpálya köztes enzimei is lehetnek.
Ennek a problémának a szemléltetésére remek pél-
da a MAP kinázok (MAPK) csoportja [1]. Számuk
eukarióta organizmusokban meglepôen kicsi, bár 
a sejten belüli folyamatok szabályozásában szere-
pük sokrétû (pl. a Saccharomyces cerevisiae élesztô-

fajban 5, míg az emberben <15 MAPK fordul elô). 
A MAP kinázok a szerin-treonin kinázok csoportjá-
ba tartoznak, foszforiláció révén aktiválódnak, míg
ôk maguk szubsztrátfehérjéknek változatos palet-
táját foszforilálják. Utóbbiak mind tartalmaznak
MAPK foszforilációs motívumot (az ún. S/TP he-
lyet), mely a szubsztrátnak a kináz aktív helyéhez
való kötôdéséhez szükséges, és egyben a foszforilá-
landó szerin vagy treonin aminosavat is tartalmaz-
za. Érdekes módon ezek a szubsztrátspecificitásuk-
ban meglehetôsen „liberális” enzimek a sejtben élet
és halál urai: olyan alapvetôen eltérô folyamatok



regulátorai, mint például a sejtproliferáció vagy a
sejthalál [2]. A jelterjedés hûségének fontosságát
szem elôtt tartva az alábbi kérdés vetôdik fel: ho-
gyan lehetnek az ilyen széles szubsztrátspektrumú
fehérjekinázok jelátviteli pályák kulcsenzimei?

Napjainkban elterjedt nézet, hogy a protein kiná-
zok szubsztrátspecificitását általában az aktív
helyet határoló aminosavak befolyásolják. Ez azon-
ban a MAP kinázok estében nyilvánvalóan más-
képp van, hiszen egy, a foszforilálandó aminosavat
követô prolin aminosav mint konszenzusszekven-
cia nem elégséges követelmény a csoport egyes 
tagjai – például az emlôs eredetû ERK, JNK vagy
p38 MAP kinázok – szubsztrátspecificitásának
jellemzésére. Az utóbbi évek kutatásai alapján nyil-
vánvalóvá vált, hogy sok fehérjekináz az aktív
helytôl független mechanizmusokon keresztül vá-
lasztja ki célfehérjéit; nevezetesen ún. dokkoló vagy
vázfehérjékkel történô asszociációk révén (1. ábra)
[3–5]. A dokkoló kölcsönhatások olyan bináris fe-
hérje–fehérje kölcsönhatások, melyek a tranziens
természetû enzim/szubsztrát-kötôdésen felül, attól
eltérô módon segítik elô a kináz és a partnere kö-
zötti interakciót. Eredetileg ilyen kölcsönhatásokat

a kináz–szubsztrát párokra írtak le, ahol az enzim-
reakció KM értékének erôsítése révén a szubsztrát
foszforilációját teszik hatékonyabbá [6]. Ma már dok-
koló kölcsönhatások egyéb MAPK-partnerekre is
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Reményi Attila 1997-ben diplomázott az Eötvös Loránd Tudományegyetemen (ELTE) biológusként,
majd 2001-ben orvosbiológus mérnöki diplomát szerzett a Budapesti Mûszaki Egyetemen (BME).
Alapítástól kezdve évekig az ELTE Bolyai János Szakkollégium diákja. Egyetemi diplomamunkáját 
a Bristoli Egyetemen Angliában, míg PhD-munkáját az Európai Molekuláris Biológiai Laborató-
riumban végezte Heidelbergben és Hamburgban. PhD-diplomáját 2001-ben az ELTE Szerkezeti
Biokémia Doktori Iskolájában szerezte. 2002 óta a Kaliforniai Egyetemen San Franciscóban posztdok-
tori ösztöndíjasként jelátviteli pályák molekuláris logikájának felderítésén dolgozik. 2007 szeptem-
berétôl az ELTE Biokémiai Tanszék munkatársa.

2. ábra Élesztô és humán eredetû MAPK modulok. A MAP kinázok aktivitása egy háromszintû kinázkaszkádon keresztül szabályo-
zott. Ezek az ún. MAPK modulok sokféle jelpálya változatos bemenet–kimenet összefüggéseinek kapcsolóállomásai. Felépítésük nagy-
mértékû hasonlóságot mutat élesztôtôl az emberig. Sok esetben MAPK-modulok kinázkomponenseit (MAPK kináz kináz: MAPKKK;
MAPK kináz: MAPKK; valamint MAPK) vázfehérjék szervezik komplexekbe (pl. Ste5). Vannak olyan modulok is, melyek vázfehér-
jék nélkül mûködnek (pl. a filamentképzô pálya esetében), vagy melyekben az egyik kináz maga tölti be a vázfehérje szerepét (pl. Pbs2).
Ste5-szerû, analóg funkciót betöltô humán vázfehérjék szintén elterjedtek.

BIOKÉMIA, 31: 42–46 (2007)REMÉNYI ATTILA

1. ábra Fehérjekinázok kölcsönhatási mechanizmusai. A leg-
egyszerûbb esetben a foszforilálandó aminosav körüli régió kö-
tôdik a kináz aktív helyéhez, és ennek a régiónak a térbeli szer-
kezete határozza meg a szubsztrátspecificitást. Dokkoló köl-
csönhatások esetében a kináznak egy, az aktív helytôl külön-
álló felszíne (az ún. dokkoló hasadék) és a szubsztrátfehérjébôl
származó peptidrégió (ún. dokkoló peptid) biztosítja a kináz/
szubsztrátfehérje közötti kötôdés szelektivitását. Több esetben
azonban a szubsztrátfehérje és az azt foszforiláló kináz csak egy
harmadik fehérje (ún. vázfehérje) közremûködése révén lépnek
interakcióba. Ebben az esetben a kináz–szubsztrátfehérje pár
specificitása a vázfehérjével alkotott kölcsönhatásokban rejlik.



ismertek (például egy másik
kinázaktivátorhoz, egy de-
aktiváló foszfatázhoz vagy
akár vázfehérjékhez való kö-
tôdés esetében). A vázfehér-
jék viszont változatos inter-
akciós doménjeik révén ké-
pesek több kinázkomponenst
egyidejûleg kötni. Munkánk-
ban a dokkoló kölcsönhatá-
sok és a vázfehérjék pontos
szerepét szeretnénk felderí-
teni biokémiai és szerkezeti
biológiai módszerekkel. Az
alábbiakban három jelpályán
keresztül néhány érdekes
példát kiemelve mutatjuk be
ezeket a kölcsönhatásokat. 
A konjugációt, filamentkép-
zôdést és az ozmoregulációt
S. cerevisae (továbbiakban csak élesztô) esetében
különbözô MAP kinázok (Fus3, Kss1 és Hog1) sza-
bályozzák (2. ábra). Bár ezek a pályák alapvetôen
különbözô sejtes folyamatokat szabályoznak, a be-
menet és kimenet közötti jelfeldolgozás több eset-
ben ugyanazon a fehérjekinázon keresztül valósul
meg [7,8]. Például a Ste11 MAPKKK mindhárom
pálya esetében közös, míg a konjugációs és fila-
mentképzô pálya megfelelô MAP kinázának aktivá-
lása mindkét esetben a Ste7 MAPKK által történik.
Ennek a tanulmánynak a keretében a Fus3 és Kss1
MAPK pályák eltérô aktivációja mögötti moleku-
láris folyamatokat fogjuk ismertetni.

Dokkoló kölcsönhatások 
és szelektív fehérjehálózatok
Mivel a MAP kinázok központi jelátviteli enzimek,
kölcsönhatásaik más fehérjepartnerekkel szükség-
szerûen sokrétûek. Aktivitásuk a velük kölcsönha-
tásba lépô egyéb kinázok és foszfatázok közre-
mûködésével változik, míg információfeldolgozás
szempontjából egyfajta kimenetként szubsztrátfe-
hérjék (pl. transzkripciós faktoroknak, a citoszkele-
ton, transzport vagy éppen a sejtciklus fontos fe-
hérjéinek) foszforilációját idézik elô (3. ábra). Leg-
elôször azt vizsgáltuk, hogy a Fus3 MAPK hogyan
kötôdik a konjugációs pálya aktivitásában kulcs-
fontosságú szerepet játszó egyéb fehérjékkel. A Ste7
MAPKK a-típusú élesztôsejtekben a Fus3 enzimet

aktiválja egy α-típusú konjugációs partner (vagy α-
faktor) jelenlétében, az Msg5 foszfatáz a jelpálya
alapállapotba való visszatérésében fontos az inger
megszûnte után, a Far1 nevû citoplazmás fehérje
foszforilációja pedig a sejtciklus átmeneti felfüg-
gesztését eredményezi. Kísérleteinkben azt talál-
tuk, hogy mind a három eltérô funkciójú MAPK-
partner egy rövid peptidszekvencián keresztül lép
kölcsönhatásba Fus3 enzimmel. Ezek közös voná-
sa, hogy egy (R/K)1-2X4-6LXL konszenzusmotívumot
tartalmaznak, ahol egy vagy két, pozitív töltésû ami-
nosavat és egy hidrofób szakaszt változatos szek-
venciájú köztes régió választ el. Érdekes módon
ezek a rövid peptidmotívumok az élesztô MAPK-
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4. ábra  (lásd a címlapon) A Fus3 MAPK dokkoló kölcsön-
hatásainak szerkezeti analízise. A Fus3 enzim interakciós part-
nerei egy rövid, ~10-15 aminosavat tartalmazó peptidmotívu-
mon keresztül kötôdnek a dokkoló hasadékba. Az itt kialakuló,
az aktív helytôl független, fehérje–fehérje kölcsönhatások fontos
szerepet játszanak jelátviteli hálózatok felépítésében. A jobb ol-
dalon a Fus3/pepSte7 komplex kristályszerkezete, míg a bal
oldalon felül a dokkoló hasadék nagyítva látható. (A felület az
elektrosztatikus potenciáljának megfelelôen színezett). Ezeken
az ábrákon jól megfigyelhetô a dokkoló peptid konszenzusa,
(R/K)1-2X4-6LXL és a dokkoló hasadék szerkezete közötti komp-
lementaritás. Az alsó panel a Fus3 MAPK dokkoló hasadéká-
ba kötôdô három különbözô interakciós partnerbôl származó
dokkoló peptidek konformációját szemlélteti (Ste7, kék; Msg5,
bíbor; Far1, zöld). A Far1 peptidben jelen lévô, a Fus3 és Kss1
MAPK közötti specificitásért felelôs prolin aminosavak pirosra
vannak színezve. A Fus3 aktív helyét * jelzi.

MAP KINÁZ PÁLYÁK SZELEKTIVITÁSA

3. ábra Dokkoló kölcsönhatások szelektivitása az élesztô MAPK jelpályáira. A MAPK inter-
akciós partnerei általában tartalmaznak egy rövid (kb. 10-15 aminosavnyi) hosszúságú pep-
tidszakaszt, mely a kináz dokkoló hasadékába kötôdik. A fenti fehérje–fehérje interakció detek-
tálására alkalmas kísérlet bizonyítja, hogy a Fus3 MAPK három interakciós partnerébôl
(Ste7, Msg5 és Far1) származó rövid peptidmotívumok szelektív módon képesek bináris asz-
szociációkat létrehozni. (A peptideket GST-fúziós fehérjékként állítottuk elô, gyantához kötöt-
tük, és a három MAPK – Fus3, Kss1 és Hog1 – kölcsönhatásait SDS-PAGE segítségé-
vel követtük nyomon.)



hálózat logikájának megfelelôen lépnek interakció-
ba a három, már korábban ismertetett enzimmel
(Fus3, Kss1 és Hog1). Ste7 és Msg5 fehérjék Fus3-
és Kss1-aktivitását szabályozzák, és ennek megfele-
lôen a belôlük származó peptidek (Ste7_pep és
Msg5_pep) egyaránt kötik mindkét MAPK enzi-
met, míg a konjugációs pályára specifikus Far1
fehérjébôl származó peptid (Far1_pep) szelektív
módon kötôdik csak Fus3 enzimhez. A továbbiakban
meghatároztuk a Fus3 MAPK kristályszerkezetét a
fenti peptidekkel komplexet alkotva (4. ábra) [9]. 

A szerkezeti biokémiai munka a dokkoló hasadék
és a dokkoló peptid komplementaritásán túl szin-
tén fényt derített a Far1 peptid szelektivitásának
hátterére. A peptidszekvencia a köztes régióban két
prolin aminosavat tartalmaz, és ezek jelenléte egy
poliprolin II típusú hélixet generál, ami összefér-
hetetlen a Kss1 dokkoló hasadékával. Ste7 és Msg5
peptid köztes régiója viszont β-kanyar konformá-
ciót alkot, amely lehetôvé teszi mindkét MAPK
enzimmel való interakciót.

A Ste5 vázfehérje és a jelpálya-aktivitás 
modulációja
Már több mint egy évtizede, hogy az elsô vázfehér-
jét (Ste5) felfedezték [10]. Ennek az érdekes fehér-
jecsoportnak a pontos funkciója azonban még min-
dig nem teljesen ismert. Sokáig tartotta magát az a
nézet, hogy vázfehérjék csupán passzív módon se-
gítik a fehérjekinázok közötti információáramlást.
Mivel ezek a fehérjék a MAPK modul több kompo-
nensének kötésére alkalmas domént tartalmaznak,
így az egymást aktiváló fehérjekinázok lokális kon-
centrációját növelve segítik a jelterjedést. Nemrég
azonban sikerült bizonyítani, hogy vázfehérjék en-
nél sokkal érdekesebb módon is képesek jelpályák
aktivitását modulálni. Ennek a munkának a kereté-
ben elôször arra voltunk kíváncsiak, hogy a Ste5 fe-
hérje melyik része kötôdik a Fus3 MAPK enzim-
hez. In vitro fehérje–fehérje interakció detektálásán
alapuló kísérletekben azt találtuk, hogy egy kb. 30
aminosav hosszúságú Ste5 peptid (pepSte5) nagy
affinitással képes Fus3 enzimet kötni [11]. Érdekes
módon a peptid alloszterikus módon aktiválja a
Fus3 enzimet in vitro (5. ábra). A Fus3/pepSte5
komplex kristályszerkezete fényt derített ennek a
szokatlan jelenségnek a molekuláris mechanizmu-
sára is. A pepSte5 a kináz mindkét lebenyéhez egy-
idejûleg kötôdik, s valószínûleg a két lebeny közöt-

ti dinamikus mozgásokat módosítja oly módon,
hogy az a MAPK autoaktivációját eredményezi. 
A Fus3/pepSte5 kristályszerkezet birtokában lehe-
tôvé vált ennek a vázfehérje által generált allosz-
terikus jelenségnek az in vivo vizsgálata. A Ste5 gén-
jének megváltoztatása révén olyan élesztôtörzseket
állítottunk elô, amelyek a pepSte5 régióba bevitt
mutációk révén megszüntetik a Fus3/ pepSte5 in-
terakciót, így ezekben a törzsekben a Ste5 által köz-
vetített alloszterikus aktiváció hiányzik. Meglepô
módon α-faktor stimulációja után mégis lényege-
sen nagyobb konjugációs pályaaktivitást mértünk.
További kísérletekkel bebizonyítottuk, hogy a Ste5
vázfehérje által közvetített alloszterikus MAPK-
aktiváció egy, a konjugációs pályán belüli negatív
visszacsatolás (feedback) generálásában fontos. 
Ez a pályaaktivitást negatív módon befolyásolja, s
megszüntetése a mutáns törzsekben végsô soron a
teljes pályaaktivitás növekedését eredményezte.
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5. ábra  A Ste5 vázfehérje összetett szerepe a Fus3 enzim akti-
vitásának szabályozásában. A Ste5 – a Ste11 MAPKKK-kötô
régión kívül – két jól elkülöníthetô funkcióval rendelkezô kináz-
interakciós domént is tartalmaz: ezek a pepSte5 (jobbra) és a
Ste5_MS (balra). A pepSte5 alloszterikus módon növeli a Fus3
autoaktivitását, ami azonban a jelpálya aktivitását negatívan
befolyásolja in vivo (-) (lásd a szövegben). Ugyanakkor az
intakt Ste5_MS domén szükséges Ste7 általi hatékony Fus3
foszforilációhoz, ez a domén tehát a jelpálya aktivitását növeli
(+). (Az ábra alsó panelje Fus3 foszforiláció nyomon köve-
tésére alkalmas P32 autoradiogramokat mutat. Ezekben az in
vitro kináztesztekben tisztított rekombináns fehérjekompo-
nenseket kevertünk össze, majd a MAPK foszforilációját idôben
követtük nyomon. Az egyes fehérjék 1 µ M koncentrációban
voltak jelen. A Ste7EE a MAPKK egy konstitutívan aktív for-
mája, amely a Ste11 foszforilációjától függetlenül is aktív.)



MAPKK→MAPK információátvitel:
dokkoló kölcsönhatások és vázfehérjék
együtt
Legutóbbi munkánk a Ste5 fehérje MAPKK→
MAPK információátvitelben játszott szerepének
felderítésére irányul. Ez az a terület, ahol a dokkoló
és vázfehérjék által közvetített fehérje–fehérje köl-
csönhatások jelentôsége a pályák szelektív jelter-
jedésében talán a legjobban szemléltethetô. Már ko-
rábban említettük, hogy a filamentképzô és a kon-
jugációs MAPK pálya ugyanazt a MAPKK en-
zimet (Ste7) tartalmazza. Kísérletekkel bizonyítha-
tó, hogy Ste7-aktiváció után a filamentképzô
MAPK (Kss1) foszforilálása csupán intakt dokkoló
kölcsönhatást igényel, és vázfehérje jelenlétére
nincs szükség. Ez élesen különbözik a konjugációs
MAPK (Fus3) példájától: a Fus3 foszforilálásához
intakt dokkoló kölcsönhatás a Ste7 enzimhez nem
elégséges, de szükséges feltétel. A Ste7→Fus3 infor-
mációátvitel Ste5 jelenlétét is igényli. Ez genetikai
alapú in vivo kísérleteken kívül szintén bemutatha-
tó tisztított, rekombináns komponensekkel is in vit-
ro. Nemrégiben egy in vitro MAPK-aktivitás detek-
tálásán alapuló módszer segítségével megállapítot-
tuk, hogy a Ste7→Fus3 foszforiláció közvetítéséhez
szükséges Ste5 domén egy csupán ~200 aminosavat
tartalmazó strukturális elem (Ste5_MS: Ste5_Mini-
Scaffold) (5. ábra). Ennek a doménnek a szerkezetét
szintén meghatároztuk, és további kísérletek során
azt találtuk, hogy a Ste5_MS egyaránt képes Ste7 és
Fus3 fehérjékhez is kötôdni. A Ste7/Fus3/Ste5_MS
tehát egy olyan fehérjekomplex, amelyben dokkoló
és vázfehérje kölcsönhatások egymással együttmû-
ködve hoznak létre egy produktív MAPKK/
MAPK enzim/szubsztrát komplexet. Jelenleg en-
nek az izgalmas, hárommolekulás komplexnek a
biokémiai és szerkezeti analízisét végezzük.

Köszönetnyilvánítás
A szerzô köszönetet mond Gráf László professzor-
nak külföldi tanulmányai ideje alatt nyújtott ki-
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irat elkészítésében nyújtott segítségéért, valamint
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E1-01 Regulation and genetic application 
of transposable elements in vertebrates

Zs. Izsvák
Max Delbruck Center for Molecular Medicine, Berlin, Germany
Transposable elements are “jumping genes” with an ability to change
their genomic positions. Transposons make up significant fractions of
genomes; for example, about 45% of the human genome is derived
from transposon DNA. Transposons are self-regulated and interact
with cellular host factors without producing serious levels of genetic
damage. They are best viewed as molecular parasites that propagate
themselves using resources of the host cell. Despite their parasitic
nature, there is increasing evidence that transposable elements are a
powerful force in genome evolution. These elements offer a new
model to study DNA recombination in higher organism, as well as
host-parasite interaction. Transposons are natural gene delivery vehi-
cles that are being developed as genetic tools for several major areas
of vertebrate genomics applications, including germ line transgenesis,
somatic transgenesis (gene therapy), germ line insertional mutagene-
sis and somatic cell mutagenesis. My research follows two major lines
of research: i. molecular biology and cellular regulation of DNA trans-
position in vertebrate cells using an ancient vertebrate transposon,
member of the Tc1/mariner family, encoding a transposase protein
necessary and sufficient for transposition, the Sleeping Beauty (SB)
element as a research tool; ii. development of transposons as gene vec-
tors for genome research in vertebrate models and for human gene
therapy.

E1-02 Protein kinázok szelektivitása: 
kölcsönhatások az aktív helyen túl

Reményi A., 1,2, M. C. Good1, R. Bhattacharrya1, W. A. Lim1

1 Dept. of Cellular and Molecular Pharmacology, University of California, 
San Francisco, CA, USA; 2 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
Eukarióta jelátviteli folyamatokban a mitogénaktivált protein kinázok
(MAP kinázok) egy háromszintû kinázkaszkádon és változatos effektor
fehérjéken keresztül szabályozzák a sejt funkcióit. A kinázmodulok nagy
mértékû hasonlóságot mutatnak élesztôtôl az emberig. Érdekes módon 
a milliónyi környezeti inger hatására bekövetkezô válasz csupán kisszá-
mú MAP kinázon mint mediátoron keresztül valósul meg (a Saccharomyces
cerevisiae fajban 5, míg az emberben <15 MAP kináz fordul elô). A protein
kinázok szubsztrátspecificitását az aktív helyet határoló aminosavak be-
folyásolják, bár a foszforilálandó aminosav körüli szekvencia szigorú kon-
szenzust csak ritkán mutat. Sok protein kináz az aktív helytôl független
mechanizmusokon keresztül választja ki célfehérjéit; például ún. dokkoló
vagy vázfehérjékkel történô asszociációk révén. E kölcsönhatások alap-
vetô módon befolyásolják az általuk felépített jelpályák aktivitását és az
információáramlást a sejtmembrántól a sejtmagig. Az élesztôbôl szárma-
zó MAP kinázok dokkoló és vázfehérjepeptidekkel alkotott komplexeit
vizsgálva kimutattuk, hogy ezek az újszerû kölcsönhatási mechanizmu-
sok miként építenek fel változatos, de mégis nagymértékû specificitással
mûködô jelterjedési hálózatokat. Az aktív helytôl független kölcsönhatási
mechanizmusok újszerû stratégiát kínálnak MAP kinázok funkcióinak
modulálására, ahol a hangsúly nem a kináz katalitikus aktivitásának
gátlásán van, hanem a sokkal szelektívebb fehérje–fehérje interakciókon.
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Elôadás- és poszter-összefoglalók

E1 – Plenáris elôadások

E2 – Proteomika

E2-01 Fehérjeexpresszió vizsgálata 
pszichiátriai kórképekben

Janáky T.1, Szabó Z.1, Szeliné Szomor J.2,3, Szegô É.3, Kékesi K.4, 
Juhász G.4, Lévay Gy.5

1 SZTE ÁOK, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged; 2 Kromat Kft., Budapest; 
3 Dél-alföldi Neurobiológiai Tudásközpont, Szeged; 4 ELTE TTK, Anatómiai,
Sejt- és Fejlôdésbiológiai Tanszék, Budapest; 5 EGIS Gyógyszergyár Rt., Budapest
A pszichiátriai betegségek (szorongás, depresszió) az idegrendszeri meg-
betegedések jelentôs részét teszik ki. Az utóbbi évek eredményei alapján
tudjuk, hogy a sejteket érô külsô hatások nem szükségszerûen váltanak ki
azonos celluláris válaszokat, azaz a sejtek elôélete, más szóval molekulá-
ris hangolása erôsen megszabja a válaszok irányát és intenzitását. A pszi-
chiátriai betegségek egyik oka az idegrendszer sejtjeinek molekuláris
szintû kóros áthangolódása, azon belül is a genom és a proteom megvál-
tozása lehet. Ez részben a szignálrendszerek közvetítésével, részben
direkt génexpressziós hatásra következhet be. A betegség állatmodelljéül
egy sok generáción keresztül tenyésztett szorongó egértörzset választot-
tunk. Az elôadásban a betegség hatására bekövetkezô agyi fehérjeexp-
resszió-változás kimutatására alkalmas kvalitatív és kvantitatív proteomi-
kai módszereket, illetve azok eredményeit ismertetjük. Bemutatjuk a 2D
differenciál-gélelektroforézissel eltérô szintûnek talált fehérjék LC/MS
módszeren alapuló azonosítását, valamint a „Protein Expression System”
nanoUPLC-QTOF-MS rendszer (Waters) alkalmazását.

E2-02 BGP-15 kötôfehérjék azonosítása 
MALDI/TOF/TOF tömegspektrometriás úton

Sümegi B., Márk L., Ohmacht R.
PTE ÁOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Az O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-nikotinamid-oxim (BGP-15) védô
hatásúnak bizonyult számos betegségben, ugyanakkor ez idáig nem tud-
tuk meghatározni a konkrét intracelluláris célmolekulákat, melyek fele-

lôsek a citoprotektív hatásért. A tömegspektrometriás módszerek fejlô-
dése ugyanakkor lehetôvé tette, hogy azonosítsuk azokat a fehérjéket,
amelyek egy szöveti extraktumból kötôdnek az immobilizált BGP-15-mo-
lekulához. Megfelelô kontrollok alkalmazásával azonosítani tudtuk azo-
kat a fehérjéket, melyek kötôdése specifikus volt. Ezek közül jó néhány a
citoszkeletális rendszer tagja, mint például az α-aktin, miozin-1, miozin-
4, Miozin-8 polipeptidek, RCSD 69% CapZIP-homológ (AAS99235.1),
Kif21b (kinesin like protein), a kinezin nehéz lánc 5C izoformája és a mikro-
tubulinkapcsolt Ser/Thr kináz 4. Továbbá számos fehérjét azonosítot-
tunk, melyek szerepet játszhatnak a vezikuláris transzportban, mint pél-
dául a Rab34, Rab39, Rah, Rho-GTPázt aktiváló fehérje 7, a rhophilin-2
(RhoA-kölcsönható protein) és a Gbas-NIPSNAP2 (SNAP-25-homológ).
Ezek az adatok jelezték, hogy a BGP-15 befolyásolni tudja a citoszkeletális
rendszer mûködését, valamint a jelátvitelben és a vezikuláris transzport-
folyamatokban fontos G-fehérjék aktivitását. Ugyanakkor további funk-
cionális tesztek szükségesek annak bizonyítására, hogy milyen körül-
mények között mely fehérjén keresztül fejti ki a BGP-15 védô hatását.

E2-03 A C-faktor-szignálmolekula hatása 
az A-faktor-regulonra Streptomyces griseus fajban

Birkó Zs.1, Medzihradszky K.2, Buzás K.2, Szájli E.2, Kele Z.3, Penyige A.1,
Biró S.1

1 DE OEC, Humángenetikai Intézet, Debrecen; 2 MTA SZBK, Proteomikai
Kutatócsoport, Szeged; 3 SZTE ÁOK, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged
A Streptomycesek Gram-pozitív, fonalas növekedésû, szaprofita talajbak-
tériumok. Spóraképzéssel végzôdô összetett életciklusuk számos másod-
rendû metabolit termelésével jár együtt. S. griseus fajban a légmicélium-
képzést és az antibiotikumtermelést szabályozó regulációs kaszkádok
mûködésének bekapcsolásában kulcsfontosságú regulátormolekula a
mikrobiális hormonként ható A-faktor. A differenciálódás fehérjetermé-
szetû, extracelluláris regulátora az intézetünkben azonosított C-faktor,



mely szilárd táptalajon a C-faktort nem termelô S. griseus NRRL B-2682
vad típusú törzs légmicéliumot nem képzô (kopasz), A-faktort nem ter-
melô mutánsában légmicélium-képzést indukál, illetve befolyásolja a spo-
ruláció és antibiotikumképzés folyamatát. Jelenlegi munkánk során pro-
teomikai analízis keretében a fent említett vad típusú törzs, a kopasz mu-
táns és annak C-faktort kis kópiaszámban hordozó transzformánsának
extracelluláris expressziós mintázatát hasonlítottuk össze, annak kiderí-
tésére, hogy a C-faktor mely gének átírását szabályozza, melyek bekap-
csolása légmicélium-képzéshez és az antibiotikumtermelés fokozásához
vezet. A kísérlet során 50 fehérje került MALDI-TOF analízisre, de a S.
griseus-adatbázis hiánya miatt csak kilencet sikerült azonosítani; hat csak
a vad típusú törzsben és a transzformánsban volt kimutatható, míg a mu-
tánsból teljesen hiányzott. Az eredmények felvetették azt a kérdést, hogy
az A-faktor és a C-faktor a szignáltranszdukciós útvonalban milyen kap-
csolatban vannak egymással. A vad típusú törzs és a transzformáns folyé-
kony tenyészetében azonos mennyiségû A-faktort sikerült detektálni. Ez
azt jelenti, hogy a C-faktor hatására a mutánsban helyreállt az A-faktor
bioszintézise. A C-faktor tehát képes a S. griseus fajban kulcsfontosságú 
A-faktor termelését befolyásolni annak ellenére, hogy a gén az adott
törzsben nem mutatható ki. A morfológiai és az ezzel összefüggô fizioló-
giai differenciálódás bekapcsolásában, illetve az ezt követô folyamatok
szabályozásában valószínûleg több, egymással kapcsolódó és egymásra
ható regulációs rendszer mûködik közre.

E2-04 Glikoproteomika alkalmazása 
a rákos megbetegedések vizsgálatában

Krenyácz J.1, Ozohanics O.1, Kremmer T.1, Drahos L.1, Ludányi K.2, 
Vékey K.1

1 MTA Kémiai Kutatóközpont, Budapest; 2 SE, Gyógyszerészeti Intézet, Budapest
A bioanalitikai eszközök napjainkban egyre nagyobb szerepet töltenek be
a klinikai kémiában. Számos proteomikai marker ismert, amelyek döntô
többsége glikozilált fehérje (glikoprotein). A különbözô glikoformok bio-
lógiai szerepe, szerkezete, változatossága azonban nem vagy csak alig is-
mert. Kutatásaink célja egy szérum glikoprotein (AGP) glikozilezôdési
mintázatának meghatározása és annak vizsgálata, hogy a mintázat rákos
megbetegedés esetén milyen változásokat mutat. A vizsgálathoz külön-
bözô személyektôl származó AGP-mintát használtunk fel, melyek
egészséges, ováriumtumoros, bôrrákos, illetve limfómás betegektôl szár-
maznak. A glikoproteint tripszinnel emésztettük, és a képzôdô glikopep-
tideket folyadékkromatográfiával kapcsolt tömegspektrometria és tan-
dem tömegspektrometria segítségével azonosítottuk. Sokváltozós statisz-
tikai módszerek alkalmazásával megállapítottuk, hogy az oligoszachari-
dok az egyes mintákban (egyedi minták) jellemzô és egymástól eltérô
eloszlást mutatnak. Megvizsgáltuk, hogy az oligoszacharideloszlás mi-
lyen mértékben jellemzi a szervezet állapotát. Megállapítottuk, hogy da-
ganatos betegségekben az AGP-molekula szénhidrátszerkezetetében
malignus folyamatokra utaló változások mutathatók ki, a glikozilezôdés
a betegségre jellemzô mintázatot mutat. (OTKA T062727, MediChem2
NKFP 1/A/005/04, Jedlik Ányos pályázat, Bolyai János Ösztöndíj)

E2-05 Szérumimmunprofil meghatározása antigén 
microarray chipen történô komplementaktiváció
segítségével

Papp K.1, Végh P.1, Erdei A.1,2, Prechl J.2

1 ELTE TTK, Immunológiai Tanszék, Budapest; 2 ELTE-MTA Immunológiai
Kutatócsoport, Budapest

A nagy sûrûségû fehérjearray-rendszerek megjelenése lehetôvé teszi
antigén–ellenanyag kapcsolatok százainak vagy ezreinek egyidejû vizs-
gálatát. A humorális immunrendszernek, mely a plazmaproteom legna-
gyobb változatosságú rendszere, microarray alapú vizsgálata lehetôvé te-
szi az adaptív immunitás összetettségének hatékonyabb jellemzését és
megértését. Az ellenanyagok – és mellettük más felismerô molekulák – az
immunrendszer ôsibb, veleszületett enzimkaszkádját, a komplement-
rendszert is aktiválják. Ennek eredményeképpen kovalensen kötött
komplementkomponensek jelölik meg az aktiváció környezetében talál-
ható molekulákat. Az ellenanyagprofil meghatározásának hagyományos
módszereit módosítva kialakítottunk egy, a komplementrendszer
mûködésének egyidejû mérésére is alkalmas microarray alapú technikát.
Megfelelô szérumgyûjtéssel és -alkalmazással a microarray felszínéhez
kapcsolódó komplement C3 fragmentumai fluoreszcens ellenanyagokkal
kimutathatók. A rendszert komplementgátló szerek, komplementhiányos
állatok, valamint különbözô immunológiai állapotú emberi szérummin-
ták felhasználásával is jellemeztük. Az ellenanyagok kötôdésének és a
komplementfragmentumok lerakódásának együttes mérése és értelme-
zése részletesebb, funkcionális képet ad a szérumban zajló kölcsönhatá-
sokról. A microarray chipen történô komplementaktiváció segíthet a komp-
lementrendszer kölcsönhatásainak proteomikai szintû meghatározásá-
ban, valamint az adaptív immunrendszer funkcionális jellemzésében.

E2-06 Biomarkerek kutatása antitest alapú 
proteomika segítségével

Kádas J., Guttman A., W. S. Hancock, W. Hempel, M. Kuras, N. Tardieu,
A. Jullien, C. Malderez, Élesné Tóth K., B. L. Karger, Takács L.
BioSystems International Kft., Budapest
Új, betegségspecifikus fehérje-biomarkerek felfedezése és hasznosítása új
lendületet adhat a klinikai diagnosztikának, illetve a betegségek kezelé-
sének, valamint felgyorsíthatja a komplex gyógyszerfejlesztéseket és -va-
lidálási eljárásokat. A betegség bizonyos elôrehaladottsági stádiumainak
megfelelôen megjelenô biomarkerek lehetôvé teszik a betegségek kimu-
tatását korábban, mint ahogy a tüneteknek megfelelôen, valójában azok
láthatóvá válnak. Mindemellett hasznos eszközként szolgálnak új gyógy-
szerjelöltek hatásának rövidebb idô alatti és sokkal olcsóbb vizsgálatában,
mint a jelenleg alkalmazott klinikai kipróbálások. Napjainkban a megfe-
lelô validációs eljárással is kapcsolt hatékony biomarker-kutató platform
hiányában ezek a törekvések meglehetôsen visszafogottak. Habár a rend-
szeresen használt MS-profilozáson és rendszer-biológiai megközelíté-
seken alapuló eljárások képesek lényeges betegségspecifikus jelölteket
kimutatni, ezek a markerek általában abundáns fehérjék kimutatásán ala-
pulnak, megfelelô specificitás hiányában vannak, ezért ritkán konver-
tálhatók megfelelô klinikai tesztekké. Elôadásunkban egy olyan, új bio-
marker-kutatási eljárásról lesz szó, amely magában foglal egy nagy át-
eresztôképességû monoklonális antitest alapú teljes, betegségspecifikus
plazmaszûrési technológiát, valamint a kísérletben használt 10 000 mono-
klonális antitestet. Egy olyan nagy komplexitású, betegségspecifikus
monoklonálisantitest-könyvtár elôállítását mutatjuk be, amely a megfele-
lô biomarkerek keresése során többször szûrhetô, nagy áteresztôképes-
ségû ipari vagy szabványos klinikai laboratóriumi körülmények között
konvencionális ELISA technika vagy antitest alapú microarray segítsé-
gével. Ilyen méretben e betegségspecifikus monoklonális antitestek hoz-
záférhetôsége a bizonyított diagnosztikus potenciállal együtt jelentôsen
lerövidíti a biomarkerek felfedezése és a klinikai diagnosztika közötti
átfutási idôt.
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E3-01 A ciklinfüggô kinázok mûködését 
szabályozó mechanizmusok

Dudits D.
MTA SZBK, Növénybiológiai Intézet, Szeged
A sejtosztódási ciklus folyamatának szabályozásában a ciklinfüggô kiná-
zok (CDK-k) kiemelt szerepet játszanak. A lucernával végzett génizolálási
kísérletek növényspecifikus CDK enzimeket tártak fel. Ezek a kinázok nö-
vényekre jellemzô ciklinkötô hellyel rendelkeznek. A szinkronizált sej-
teken végzett génexpressziós vizsgálatok tanúsága szerint a Medicago
Cdc2MsF (Medsa; CDK2;1) aktivitása a mitotikus sejtekben mutatható ki.
A 360 bázispár hosszúságú promóterrégió részletes vizsgálata azt mutat-
ta, hogy ebben a szabályozó elemben egyaránt megtalálható az M-fázist
szabályzó aktivátor elem, illetve az etilén és a sebzés hatásait érzékelô cis
elemek. A sejtosztódás hormonális szabályozásában új szereplôként
jelenik meg a nitrogén-monoxid, amely serkentheti az auxinfüggô sejt-

osztódást és embriogén sejtek képzôdését, amelyek kapcsolódnak a CDK-
aktivitás emelkedéséhez. A regulációs szerepet betöltô fehérjefoszforilá-
ciós állapot kialakításában a foszfatázok is meghatározó szerepet játsza-
nak. A PP2A-foszfatáz-gátlás a mitotikus kinázaktivitást specifikusan nö-
velte, és ezzel megszûnt a koordináció a mitotikus fonalak szervezôdése
és a kromoszómakondenzáció között. A CDK fehérjék mûködését köz-
vetlenül befolyásolhatják gátló fehérjék. A KIP-szerû fehérje (KRP) gén-
jének izolálása lucernából lehetôvé tette annak bizonyítását, hogy az in-
hibitorfehérje foszforilációja növelheti a gátló funkciót. Ezt a foszforilációt
a kalciumfüggô fehérjekináz végezheti, és így egy új kapcsolati rendszer
igazolható a kalcium-jelátvitel és a sejtciklus-szabályozás között. A lucer-
na CDK-komplexek szubsztrátumai között találjuk a retinoblasztoma-
szerû fehérjéket. Érdekes megfigyelés, hogy egyszikû fûfélékben kétféle
retinoblasztoma-fehérje jelenléte igazolható, a kétszikû fajokban pedig
csak egyetlen RBR-gén jelenlétét mutatják ki a vizsgálatok. Összegezve
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megállapítható, hogy bár a növények esetében is rendszertanilag kon-
zervált folyamatok szabályozzák a sejtek osztódását, egyre növekszik 
a kísérleti bizonyítékok száma a növényspecifikus folyamatokat illetôen.

E3-02 A végbôl a kezdetbe
Sipiczki M.
DE TEK-TTK, Genetikai és Alkalmazott Mikrobiológiai Tanszék, Debrecen
A sejtciklus önkényesen fázisokra osztott, bonyolult folyamatának befeje-
zô eseménycsoportja a citokinezis és a sejtszeparáció. Állati sejtekben e
kettô lépés egynek látszik, de a sejtfallal rendelkezô élôlényeknél külön is
válhatnak. A citokinezis során a sejt két – esetleg több – biológiai értelem-
ben független utódsejtté válik szét, amelyek fizikailag még együtt marad-
hatnak. Összetartja ôket a citokinezis során képzôdô válaszfal vagy szep-
tum. Fizikai szétválásukra akkor kerül sor, amikor az elválasztó sejtfal/
szeptum kettéhasad. A hasadási folyamat az M-fázis eseményeivel össze-
hangoltan történik, számos transzkripciós faktor és az általuk szabályozott
gének mûködésének köszönhetôen. A biztonságos hasításhoz szükség van
a sejtváz megfelelô átszervezésére, valamint a szekréciós folyamatok
polarizálására is. A sejtszeparáció részben átfed a következô sejtciklus
indulásával, teljes befejezôdése elhúzódhat az S-fázis kezdetéig is. A sok-
sejtû szervezetekben (növényekben, fonalas gombákban) el is maradhat.
Az utódsejtek szétválásának eseményeit a Schizosaccharomyces pombe fajban
sikerült a legalaposabban megismerni. A részletek feltárását a komplex
kísérleti megközelítés tette lehetôvé, amelyben kombinálódtak a fluoresz-
cens, immunfluoreszcens és elektronmikroszkópia, valamint a konvencio-
nális és molekuláris genetika és a genomika módszerei. Az elôadás átte-
kinti a legutóbbi kutatási eredményeket, és kísérletet tesz a szintézisükre.

E3-03 Az APC-komplex szerkezete és mûködése
Drosophila melanogaster fajban

Deák P.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged
Az eukarióta sejtek sejtciklus-szabályozása gyakran a szabályozó fehérjék
ubiquitinfüggô lebomlásán keresztül valósul meg. A sejtosztódásban szere-
pet játszó, ubiquitinfüggô proteindegradációs rendszer központi eleme az
anafázisgyorsító komplexnek (APC) nevezett ubiquitin-protein ligáz. Az
APC az eddig ismert legbonyolultabb felépítésû ubiquitin ligáz, amely lega-
lább egy tucat alegységbôl áll. Az alegységek többsége evolúciósan kon-
zerválódott, így strukturális és funkcionális homológjaikat kimutatták az
élesztôktôl, a magasabbrendû eukariótákon át, egészen az emberig. Noha

ismerjük az APC fô funkcióját és szabályozásának néhány elemét, számos
fontos kérdés még megválaszolatlan a felépítésével és mûködésével kap-
csolatosan is. Munkánk célja az volt, hogy azonosítsuk az APC alegységeit
kódoló géneket, és elôállítsuk ezek mutáns alléljait egy genetikailag jól
kezelhetô kísérleti rendszerben, a Drosophila melanogaster fajban. P-elem-in-
zerciós mutagenezis, transzgenikus-RNS-interferencia és homológrekom-
binációs módszerekkel sikerült elôállítani egy olyan kísérleti rendszert,
amelyben elôször nyílik lehetôség az APC funkciójának részletes genetikai
analízisére egy soksejtû eukarióta organizmusban. A mutáns és RNS inter-
ferenciavonalak fenotípusából, valamint az alegységek biokémiai vizsgá-
latából következtetni lehet az APC-komplex felépítésére, valamint az egyes
alegységek szerepére. A mutánsok és a mitotikus szabályozó gének közötti
genetikai interakciók természete pedig utal a sejtciklus szabályozásának
eddig rejtett részleteire. Az elôadás eddigi eredményeinket foglalja össze.

E3-04 A sejtciklus zavarai daganatokban
Kopper L.
SE, I. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézet, Budapest
A sejtek keletkezése és osztódás útján történô megszûnése közötti sza-
kasz a sejtciklus (ami egy sejtre vonatkoztatva nem, csak az egész populá-
ciót tekintve ciklikus jelenség). A sejtciklus egyirányú utca, melyben rövi-
debb-hosszabb idôre a sejt megállhat, differenciált sejtek esetében ez sok-
szor végleges leállást jelent. A sejtciklus szabályozásának pozitív elemei a
ciklinek és a ciklinfüggô kinázok, negatívok pedig az e kinázokat gátlók.
Zömmel ezeken keresztül mûködik az az ellenôrzés, amely azt biztosítja
elsôsorban, hogy „hibás” genetikai állomány ne kerüljön a leánysejtekbe,
a hiba az osztódás elôtt még kijavításra kerüljön, vagy sikertelenség
esetén a sejt pusztítsa el önmagát. Az ellenôrzôpontok elégtelensége a
génhibák felhalmozódásához, genomikai vagy kromoszóma-instabili-
táshoz, a daganatkeletkezés esélyének jelentôs növekedéséhez vezet.
Gyakorlatilag nincs olyan emberi daganat, amelyben a sejtciklus szabá-
lyozási zavarával ne találkoznánk. Az egyik legkritikusabb eseménysor
az osztódás során megy végbe, és nem csoda, hogy ennek elemei terápiás
célpontként is szerepelhetnek. A mikrotubulusokra ható szerek – vinca al-
kaloidok, taxánok – mellett elôtérbe kerültek a kinezinek, az Aurora-kiná-
zok és a polo-szerû kinázok. Ezek mûködésérôl és gátolhatóságukról is
szólunk. A sejtek osztódási képessége, ezzel összefüggôen sok esetben az
ôssejtek vagy daganatsejtek (vagy daganatos ôssejtek) halhatatlansága
természetesen más tényezôktôl is függ, ilyenek például a telomerek
hosszát befolyásoló molekulák.
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E4 – Genommetabolizmus és -dinamika: in silico és in vitro megközelítések

E4-01 Maszkírozott egyszál-folytonossághiányok 
az eukarióta genomban

Székvölgyi L.1, Rákosy Zs.2, Bálint B. L.3, Kókai E.4, Vereb Gy.1, Bacsó Zs.1,
Balázs M.2, Dombrádi V.4, Nagy L.3, Szabó G.1

DE OEC, 1 Biofizikai és Sejtbiológiai Intézet, Debrecen; 2 Megelôzô Orvostani
Intézet, Debrecen; 3 Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen; 
4 Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
A 30-150 kb méretû DNS-régiókat formáló hurkok a kromatin szerkezeti
hierarchiájának izgalmas, számos funkcionális relevanciával bíró, de fel-
táratlan szintjét alkotják. Közvetlenül megfigyelhetôk az ún. halo-kísérle-
tek során, és kromatinfragmentációs jelenségek kapcsán is, mind apopto-
tikus sejtek, mind – intenzív proteolitikus körülmények között – normál
sejtek esetében. Utóbbiakból kiindulva, az ionos detergens és proteáz,
valamint kelátor jelenlétében izolált DNS ~50 kb átlagos méretû, szemben
az agarózblokkban lizált sejtekbôl származó DNS megabázisos méretével,
és ez feltehetôen a hurkok rögzítési pontjainál történô törés/hasadás
eredménye. Az agarózmátrix nem pusztán a pipettázás stb. során bekö-
vetkezô mechanikai töredezôdéstôl védi meg a DNS-molekulákat, hanem
– elsôsorban – megakadályozhatja a deproteinizáció nyomán egyébként
bekövetkezô letekeredést. Az itt bemutatott, közlés alatt álló adataink
alapján feltételezzük, hogy egyszál-folytonossághiányok (nick) határolják
a hurkokat, és ezen, mindkét szálon a hurkok határánál halmozódó nuk-
leinsav-szakadások mentén ds-fragmentáció következik be, amint meg-
szûnik a kromatinba szervezett állapot. A DNS fragmentálódását követni
tudjuk mezôinverziós gélelektroforézissel (FIGE), illetve a FIGE és a comet-
assay kombinációjával. Utóbbi kísérletekben ~50 kb átlagos méretû DNS-
szakaszokat magában foglaló granulumok figyelhetôk meg. A hasadási
pontokat in situ nick-transzláció segítségével még a mag lízise elôtt (a sejt
permeabilizálása után) megjelölve, szintén a hurkok átlagos méretének
megfelelô számú fluoreszcens pöttyök által alkotott pontmintázat tehetô
láthatóvá. Egy ~500 kb hosszúságú szondával FISH kísérleteket végezve

megállapítottuk, hogy a szomatikus rekombinációs forrópont, az MLL bcr
diszkrét módon fragmentálódik a haloképzôdés során, hurokméretû sza-
kaszokat formálva. A fragmentáció mértéke más a gént átrendezôdött
konfigurációban tartalmazó ML-1 sejtek esetében, illetve centromerikus
szonda esetén, a különbségek azonban nem a nick-gyakorisággal, hanem
ribonukleoprotein-struktúrák általi maszkírozottságuk epigenetikusan
meghatározott különbségeivel függnek össze.

E4-02 A növényi NMD rendszer mûködése 
és az eukarióta NMD rendszerek evolúciója

Silhavy D.1, Kerényi Z.1, Mérai Zs.1, Kertész S.1, Gyula P.2, Barta E.1, Nagy F.2

1 MBK, Gödöllô; 2 MTA SZBK, Növénybiológiai Intézet, Szeged
Az ún. nonsense-mediated mRNS decay (NMD) egy eukarióta minôségbiz-
tosítási rendszer, mely a korai stopkodont (PTC) tartalmazó mRNS-eket
bontja le, ezáltal megakadályozza a csonka fehérjék képzôdését. Az NMD
a hibaelhárító funkció mellett számos vad gén szabályozásában is sze-
repet játszik. Az NMD Drosophila fajban, egérben és növényekben is 
létfontosságú. A UPF1, 2 és 3 fehérjék élesztôben és emlôsökben is nélkü-
lözhetetlenek az NMD mûködéséhez, ugyanakkor az emlôsök NMD-folya-
matához a UPF faktorokon kívül az SMG-1, 5, 6 és 7 fehérjék, illetve az exon
junction komplex (EJC) fehérjéi is szükségesek. Az NMD cisz elemei élesztôk-
ben és emlôsökben eltérôek: élesztôkben a hosszú 3’-UTR, míg emlôsökben
a 3’-UTR-ban található intronok váltanak ki NMD-folyamatot. Bár az élesz-
tô- és humán-NMD rendszer jól jellemzett, a növényi NMD mûködésérôl
szinte semmit sem tudunk. Csoportunkban kidolgoztuk a növényi NMD
tesztrendszereit, majd kimutattuk, hogy növényekben a hosszú 3’-UTR,
illetve az intron alapú NMD is aktív. Kidolgoztuk a vírus indukálta gén-
csendesítésen alapuló, az NMD transz faktorainak gyors azonosítására is
alkalmas géninaktivációs rendszert. Igazoltuk, hogy a UPF1, 2, 3 fehérjék,
illetve az SMG-7 növényi ortológjai szükségesek mind a hosszú 3’-UTR
alapú, mind az intron alapú NMD folyamatához. Bizonyítottuk, hogy az



Y14 EJC faktor csak az intron alapú NMD kiváltásához szükséges. Kimu-
tattuk, hogy a növényi NMD autoregulált folyamat. Eredményeink alapján
valószínû, hogy az eukarióták közös ôsében már egy komplex, autoregulált
NMD rendszer mûködött, amely mind a hosszú 3’-UTR, mind az intron
alapú NMD-folyamatra képes volt. Adataink alátámasztják azt az elméleti
modellt, amely szerint az eukarióta ôsben az intronok gyors elszaporodását
az NMD-folyamatban játszott cisz faktor szerepük tette lehetôvé.

E4-03 A humán dUTPáz enzimatikus mechanizmusa
Tóth J.1, Varga B.1, Kovács M.2, Málnási-Csizmadia A.2, Vértessy G. B.1

1 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest; 2 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék,
Budapest
A humán dUTPáz mechanizmusát nagy idôfelbontású oldatfázisú kine-
tikai módszerekkel vizsgáltuk, hogy a már ismert atomi szerkezetekkel
együtt értelmezve részletes képet kapjunk e minden sejtben nélkülözhe-
tetlen enzim mûködésérôl. A dUTPáz a dUTP pirofoszforolízisét katali-
zálja, és ezzel szabályozza a sejtekben az uracil DNS-be való beépülé-
sének arányát. A DNS-ben lévô uracil olyan káros DNS-javítási útvona-
lakat indít el, amelyeknek a végeredménye sejthalál is lehet. A dUTPáz
biológiai, illetve rákkutatásban felmerült szerepét tekintve fontos tehát
megértenünk, hogy az enzim hogyan tölti be sejtbéli funkcióját. Kísér-
leteinkben számos gyorskinetikai és egyensúlyi módszert alkalmaztunk.
Rekombináns dUTPázba triptofánszenzort építettünk, és ennek segítségé-
vel detektáltuk a szubsztrát kötésével és a dUMP, PPi termékek felszaba-
dulásával járó konformációváltozásokat fluoreszcens megállított áramlá-
sos (stopped-flow) rendszerben. A protonfelszabadulást – szintén hidrolí-
zistermék – pH-indikátor abszorbanciaváltozásával követtük egyensúlyi
állapotbeli és megállított áramlásos mérésekben. A ciklus kémiai lépését
kioltásos áramlásos (quench-flow) módszerrel γ-32P-dUTP szubsztrátot
használva detektáltuk. Az eredmények jelenlegi szintézisében egy olyan
mechanizmus bontakozik ki, amelynek fôbb tulajdonságai: i. gyors (dif-
fúziólimitált) szubsztrátkötés; ii. lassú, irreverzíbilis és sebességmegha-
tározó hidrolízislépés (kobs = 3-8 s -1 = kcat); iii. a termékek gyors (700 s -1)
disszociációja az enzimrôl. A reakcióciklusban az aktív helyre záródó és a
kötött nukleotiddal kölcsönhatásban lévô „kar” olyan konformációválto-
zásokon megy keresztül, amelyek a dUTP hidrolíziséhez és/vagy a ter-
mékfelszabaduláshoz nélkülözhetetlenek. Jelenleg folyó kísérleteink a
karban helyet foglaló aminosavak szerepének tisztázására irányulnak.
(EMBO, HHMI, GVOP, EU-FP6)

E4-04 A specifikus DNS-felismerés kezdeti szakaszának
vizsgálata számítógépes módszerekkel

Tóth-Petróczy Á., Simon I., Fuxreiter M.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A DNS-sérülések/-szakaszok specifikus felismerése, a hibák eltávolítása
létfontosságú a sejtek számára. Ezen összetett folyamat kulcslépése a
szubsztrát DNS-szekvencia azonosítása. A kiválasztást nehezíti, hogy a
megfelelô DNS-helyet/-szakaszt a hozzá hasonló szekvenciák óriási fe-
leslege mellett kell megkötni. A specifikus fehérje–DNS-komplexek létre-
hozásában a fehérjeoldalláncok és a DNS-bázisok között kialakuló hidro-
génkötés-mintázat mellett fontos szerepet játszanak a DNS torzulásai,
valamint a kötôdés során felszabaduló ionok és vízmolekulák is. A felis-
merés kezdeti szakasza kísérleti módszerekkel nehezen vizsgálható, ezért
számítógépes szimulációk segítségével tanulmányoztuk azokat a mole-
kuláris tényezôket, melyek a specifikus DNS-helyek kiválasztásának
korai fázisát vezérlik. Elemeztük i. a fehérje–DNS-határfelületen elhe-
lyezkedô víz; ii. a DNS-szekvenciák flexibilitásának; valamint iii a kétér-
tékû fémionoknak a szerepét. A BamHI restrikciós endonukleázon, GU
bázispárt javító uracil-DNS glikozilázon, valamint timin dimert hasító
endonukleázon végzett számítások alapján arra következtettünk, hogy
DNS körül elhelyezkedô vízmolekulák ún. „hidratációs ujjlenyomatként”

szolgálnak a felismerô fehérje számára. Kimutattuk, hogy a bázishibák
azonosításában azok kitüntetett flexibilitása játszik döntô szerepet. Kvan-
tumkémiai számítások segítségével értelmeztük a Mg2+- és Mn2+-ionok el-
térô viselkedését a DNS-szekvenciák kiválasztásában. Mindezek alapján
javaslatot tettünk a specifikus DNS-felismerés korai szakaszának
általános modelljére.

E4-05 A restrikciós endonukleázok hasítási 
mechanizmusának vizsgálata szimulációs 
módszerekkel

M. Letif, P. Kulhanek, Simon I., Fuxreiter M.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A restrikciós endonukleázok a baktériumok védekezô rendszerének
részei, melyek feladata az idegen (vírus) DNS-szekvenciák felismerése és
hasítása. A PD...D/ExK családba tartozó enzimek alacsony szekvenciaho-
mológiájuk ellenére hasonló harmadlagos szerkezettel rendelkeznek, és
mûködésük kétértékû fémionok jelenlétét igényli. Krisztallográfiai és
biokémiai eredmények alapján nem egyértelmû azonban, hogy a fosz-
fodiészter-kötés hidrolízisének katalíziséhez hány fémion szükséges, és
mi ezeknek a kofaktoroknak a pontos szerepe a reakció során. A restrikci-
ós endonukleázok egységes katalitikus modelljének kidolgozásához
szükséges meghatározni az egyes fémionok hozzájárulását az aktiválási
gát csökkentéséhez, valamint azonosítani a nukleofil generálásában szere-
pet játszó csoportokat. A különbözô mechanizmusok katalitikus haté-
konysága számítógépes szimulációkkal vizsgálható hibrid kvantumké-
miai/molekulamechanikai módszerek alkalmazásával. Munkánk során a
BamHI enzim DNS-hasítási reakciójának lehetséges útvonalait tanulmá-
nyoztuk: i. általános bázis közremûködésével; ii. a támadó nukleofillal
hidrogénkötésben lévô szomszédos vízmolekula bevonásával; valamint
iii. a tömbfázisból érkezô nukleofilt alkalmazva. Vizsgáltuk a BamHI
enzim specifikus DNS-szubsztráttal képzett komplexében megfigyelt két
fémion stabilitását. Megállapítottuk, hogy a támadó nukleofillal kapcso-
latban lévô fémion kevésbé mozgékony, mint a távozó csoporthoz kötôdô,
ami eltérô katalitikus hozzájárulásukra utal. Hipotetikus, egy fémiont
tartalmazó enzimekben meghatároztuk a hasítási reakció energiagátját és
ennek alapján az egyes fémionok katalízishez történô hozzájárulását is. 
A fémionok szerepének kísérleti vizsgálatához, fémion-helyettesítéses
mérésekhez kiszámítottuk a fémionok kötôdési szabadentalpiáit is a
BamHI aktív centrumában. Mindezek alapján javaslatot tettünk a BamHI
enzim katalitikus mechanizmusára.

E4-06 Az LCR16a genetikai elem szerepe 
a kromoszomális evolúcióban

Symmons O., H. de Boussac, Váradi A., Arányi T.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A genomevolúció és a fenotípusváltozások közötti összefüggések felde-
rítésének egyik eszköze a mendeli betegségének vizsgálata. Kísérleteink
során ezért a monogénes betegségekért felelôs ABCC6 és PKD1 géneket és
ezek pszeudogénjeit vizsgáltuk, amelyek a 16-os kromoszóma rövid kar-
ján találhatók. Célunk a pszeudogének kialakulásának, valamint a gén-
duplikáció következményeinek felderítése volt. Kimutattuk, hogy ABCC6
pszeudogének más fôemlôsben is megtalálhatók, de ezek a humán válto-
zatoktól függetlenül alakultak ki. Megállapítottuk, hogy mindegyik psze-
udogén az LCR16a genetikai elemmel asszociált. Az LCR16a a 16-os kro-
moszóma leggyakoribb duplikációja, és feltételezhetô, hogy felelôs a
pszeudogének keletkezéséért. Az így létrejött duplikációk humán speci-
fikus transzkriptumok kialakulását eredményezték. Adataink továbbá
arra utalnak, hogy az ABCC6 és PKD1 pszeudogénjei génkonverzió révén
mutációkat okoznak a funkcionális génekben, illetve nagyobb léptékû
kromoszomális átrendezôdéseket közvetítenek. Eredményeink hozzájá-
rulnak a humán genom jelenleg is zajló evolúciójának jobb megértéséhez.

50

K
O

N
F
E

R
E

N
C

IA

E5 – Szerkezeti biológia

E5-01 Az aminosav-összetételek szerepe 
a fehérje-térszerkezetek meghatározásában

Simon I., Dosztányi Zs., Fuxreiter M., Tusnády E. G.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A genom projektek alaposan megváltoztatták a fehérjék térszerkezetérôl
alkotott elképzelésünket. Elôször azzal leptek meg, hogy azok a fehérjék,
amelyek csak membrán jelenlétében, azon egyszer vagy többször áthalad-
va képesek feltekeredni, a kódolt fehérjék több mint egynegyedét teszik
ki. Késôbb kiderült, hogy a „vízoldható” fehérjék igen jelentôs része csak
egyéb makromolekulák, fehérjék, nukleinsavak felszínén képesek felven-

ni térszerkezetüket. Sôt, egy sor fehérje anélkül fejti ki aktivitását, hogy
idôben állandó térszerkezetet venne fel, és igen sok globuláris fehérje tar-
talmaz gyakran igen hosszú, rendezetlen szegmenseket. Úgy látszik, a
régóta megoldatlan kérdés, hogyan határozza meg a szekvencia a tér-
szerkezetet, tovább bonyolódott, de a különbözô szerkezeti osztályok –
mint a vízoldható rendezett, rendezetlen, részlegesen rendezett, transz-
membrán fehérjék – szerkezetszervezôdésével kapcsolatos közös eleme-
ket figyelembe véve közelebb kerülhetünk a megoldáshoz. Az elôadás
arra igyekszik bizonyítékokat mutatni, hogy az elsôdleges szerkezet nem
közvetlenül határozza meg a térszerkezet legfontosabb sajátosságait, ha-



nem a polipeptidlánc, annak szegmensei, illetve nem összefüggô részhal-
mazai aminosav-összetételein keresztül, míg a részletes szekvenciainfor-
mációra csak a végsô finom részletek meghatározásánál van szükség.

E5-02 Rend és rendezetlenség: fehérjék atomi szintû 
vizsgálata NMR-spektroszkópiával

Perczel A.1,2, Bodor A.1, Gáspári Z.2

ELTE TTK, 1 MTA Fehérjemodellezô Kutatócsoport, Budapest; 
2 Kémiai Intézet, Budapest
A fehérjék atomi szintû térszerkezete szorosan összefügg azok biológiai
funkciójával. A XX. század utolsó évtizedétôl kezdve az NMR-spektro-
szkópia elôretörésével egyre több kísérleti adat mutatja, hogy a szerkezet
mellett a fehérjék dinamikus viselkedése is elengedhetetlen az eredmé-
nyes és hatékony mûködéshez. Legújabban egy olyan egységes kép kezd
kibontakozni, melyben az ismert fehérjék a jól feltekeredett téralkattól a
mozgékonyabb doméneken át egészen a napjainkban elôtérbe került, ún.
rendezetlen fehérjékig egy teljes „mozgékonysági” skálán helyezhetôk el.
Az elôadás az NMR-spektroszkópiát mint a szerkezet, a dinamika és a
feltekeredés atomi szintû vizsgálatára alkalmas módszert mutatja be saját
kutatásainkból vett példákon.

E5-03 A „PAF” antifungális fehérje 
NMR-szerkezete és -dinamikája

Batta Gy.1, Sándor Sz.1, U. Binder2, Kövér E. K.3, Gáspári Z.4, Barna T.1,
Leiter É.5, Pócsi I.5, F. Marx2

1 DE TEK-TTK, Biokémiai Tanszék, Debrecen; 2 Innsbruck Medical University,
Biocenter, Div. of Molecular Biology, Innsbruck, Austria, 3 DE TEK-TTK,
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Debrecen; 4 ELTE Kémiai Intézet,
Budapest; 5 DE TEK-TTK, Mikrobiális Biotechnológiai és Sejtbiológiai Tanszék,
Debrecen
A Penicillium chrysogenum által termelt, kis molekulatömegû (6,2 kDa),
ciszteinben gazdag, bázikus, antifungális fehérje (PAF) gombaellenes ha-
tásmechanizmusának megértése új gombaellenes gyógyszerek fejleszté-
séhez vezethet. Mivel a PAF kristályosítása eredménytelen volt, az oldat-
fázisú térszerkezetet NMR-módszerekkel határoztuk meg. Két- és három-
dimenziós nitrogénlecsatolt, illetve editált TOCSY és NOESY spektrumo-
kat mértünk 250 µl térfogatú, 1,6 mM koncentrációjú 15N-jelölt natív PAF-
mintán. Ez 100%-os fôlánc- és mintegy 80% oldallánc-NMR-jelhozzáren-
delést eredményezett. A 3JNH,Hα spin–spin csatolásokat a 2D 15N-HSQC,
míg a 13Cα jelek azonosítását – természetes izotópgyakoriságban – a 2D
13C-HSQC spektrumból nyertük a másodlagos struktúra meghatározásá-
hoz. A térszerkezet meghatározását a 2D NOE csúcsok ATNOS/CANDID
programmal végrehajtott automatikus asszignálása után a CYANA 2.0
NOE szerkezetszámító szoftverrel végeztük. Ezt követôen a NOE és a 
15N-relaxációs dinamikából nyert S2-értékekbôl a MUMO módszerrel
valósághû ensemble szerkezeteket kaptunk. Az 1AFP antifungális fehér-
jével a mindössze 47% szekvenciaazonosság ellenére a PAF meglepô ha-
sonlóságot mutat: öt antiparallel β-redôt alakít ki: β-hordót, amit diszul-
fidhidak stabilizálnak. A jól ismert 15N-relaxációs kísérletekbôl 3 ns globá-
lis korrelációs idô származtatható, ami kompakt, monomer szerkezetre
utal. Az 1H és 15N CSA/DD relaxációsinterferencia-jelek és a víztelítés-
átviteli kísérletek jól azonosítják a PAF β-redôit összekötô flexibilisebb
linker régiókat. (OTKA TO 42567, EU-NMR Contract #RII3-026145 /
CERM13 projekttámogatások: 700 MHz-es mérések)

E5-04 A rendezetlenség szerepe 
fehérje–fehérje kölcsönhatásokban

Tompa P.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
Az utóbbi néhány évben bebizonyosodott, hogy a klasszikus szerkezet– 
funkció paradigma nem általánosan érvényes, mivel számos fehérje jól de-
finiált 3D szerkezet nélkül funkcionál. A rendezetlenség általánosan elter-
jedt jelenség, a rendezetlen fehérjék számos létfontosságú sejtfolyamatban
alapvetô szerepet töltenek be, legnagyobb mennyiségben jelátviteli és
transzkripciós szabályozó folyamatokban fordulnak elô. A rendezetlen fe-
hérjék funkciójukat leggyakrabban molekuláris felismerés révén látják el: a
partnerhez való kötôdéskor részleges vagy teljes rendezôdésen mennek ke-
resztül. Munkánkban a rendezetlenség fehérje–fehérje kölcsönhatásokban
játszott szerepét tettük részletes vizsgálat tárgyává. Kimutattuk, hogy a fe-
hérjék rövid lineáris felismerô motívumai (SLM) gyakran lokálisan rende-
zetlen régióba esnek, ami kölcsönhatási hálózatokban hatékony evolúciós
kapcsolókat biztosíthat. A kötô motívumok a kötôdés során rendezetté vál-
nak, másodlagos szerkezeti elemzésük azt mutatja, hogy gyakran a szek-
venciájukban kódolt, és nem a partner által meghatározott módon. A ren-
dezetlen szakaszok felismerô motívumként való használatának elônyeit az

is mutatja, hogy a rendezetlenség lényegesen magasabb a nagyszámú part-
nerrel kölcsönhatásba lépô fehérjék (hub-ok), mint a kölcsönhatási hálóza-
tok egyéb fehérjéi esetében. A kölcsönható felszínek atomi szintû elemzése
azt mutatja, hogy a rendezetlen fehérjék sajátos felismerési stratégiát alkal-
maznak, amennyiben hidrofób aminosavaikat exponálják, nem feltekere-
désre, hanem a partner kötésére használják. Eredményeink összességükben
arra utalnak, hogy a rendezetlenség evolúciós elôretörésére alapvetôen a
fehérje–fehérje kölcsönhatásban betöltött szerepe szolgálhat magyarázatul.

E5-05 Intramolekuláris kölcsönhatás-hálózatok feltárása
egy proteázinhibitor fehérjében kombinatorikus
mutagenezissel és fágbemutatással

Szenthe B.1, Patthy A.1, Gáspári Z.2, Kékesi K.3, Gráf L.1, Pál G.1

ELTE TTK, 1 Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 Kémiai Intézet, Budapest; 
3 Élettani és Neurobiológiai Tanszék, Budapest
A pacifastin család ciszteinben gazdag, ~35 aminosavas proteázinhibitor
motívumát ízeltlábúakban fedezték fel. A család két rokon alcsoportra
osztható, a belsô mag szerkezete szerint. Az I. csoportban a motívum a
Lys10-Trp26, míg a II. csoportban a Phe10-Ala26 aminosavpárok köré
szervezôdik. Az I. típusú inhibitorok különös taxonspecifitással bírnak: 
az idetartozó ízeltlábú-tripszininhibitorok szinte inaktívak magasabb ren-
dûek tripszinjein. Az I. típusú SGPI-1 taxonszelektív, míg a II. típusú
SGPI-2 nem. Egyedi mutációkkal nem sikerült feltárni ennek pontos okát.
Egy teljes körû kombinatorikus mutagenezis sémával és fágbemutatással
sikerült megtalálnunk a magyarázatot. Egyetlen kísérletben elôállítottuk
az összes lehetséges SGPI-1/SGPI-2 kimérát. Ezt a könyvtárat fágon jele-
nítettük meg, és szilárd fázisra kötött szarvasmarha- és ráktripszinen sze-
lektáltuk. A szelektált klónok szekvenciaanalízise kimutatta, hogy az
SGPI-1 taxonszelektivitását a Lys10-Trp26 magnak egy felszíni hurokkal
létrejövô intramolekuláris kölcsönhatása okozza. A hurok 3 aminosavjá-
nak SGPI-2 típusra cserélésével olyan inhibitort hoztunk létre, mely meg-
ôrzi a jellegzetes „taxonszelektív” magot, de egyformán aktív ízeltlábú és
gerinces fajok tripszinjein. Eredményeink megkérdôjelezik azt a széles
körben elterjedt nézetet, miszerint a proteázinhibitorok szelektivitását
egyedül a proteázzal kölcsönható felszíni hurkok biztosítanák. Emellett
fontos, új és általános törvényszerûségeket tártunk fel egy olyan moleku-
latípus szerkezeti–funkcionális összefüggéseivel kapcsolatban, mely
típus méretét és dinamikai tulajdonságait tekintve a peptidek és a fehér-
jék határmezsgyéjén létezik.

E5-06 A dUTPáz enzimcsalád szerkezeti, 
funkcionális és élettani jellemzése

Barabás O., Németh-Pongrácz V., Békési A., Muha V., Zagyva I., Varga
B., Takács E., Kovári J., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
Az élôvilág egyik érdekes paradoxona, hogy a genetikai információ stabil
tárolásáért és hûséges továbbadásáért felelôs nukleinsav makromolekula
kémiailag reaktív, és normál élettani körülmények között is számos muta-
gén módosulást szenved el. Egyes DNS-hibák megelôzésében kulcssze-
repet játszik a dUTPáz enzimcsalád, mely megakadályozza az uracil DNS
molekulába való beépülését. Az enzim hiánya timinmentes sejthalált
okoz, és gátlása antimikrobiális és rákellenes terápiák újszerû stratégiáját
kínálja. Csoportunkban a szerkezeti és a sejtbiológia kiterjedt módszerta-
nára támaszkodva prokarióta, retrovirális és eukarióta (fonalféreg, ecet-
muslica és humán) modelleken vizsgáljuk az enzim élettani szerepét és
katalitikus mûködésének részletes molekuláris mechanizmusát. Azono-
sítottuk az enzim szabályozásáért felelôs hálózat több szintjének elemeit.
Szerkezet–funkció összefüggés-vizsgálataink tisztázták a reakció indítá-
sáért felelôs nukleofil ágens kilétét, a reakció mechanizmusát, az enzimfe-
hérje térszerkezetét és feltekeredésének folyamatát. A fehérje izoformái-
nak fejlôdési állapottól függô szabályozása és sejtbeli lokalizációja poszt-
transzkripcionális modulációra és egyedi nukleáris transzportra utal.
Rendszer-biológiai eszközökkel térképezzük a dUTPáz kölcsönhatási fe-
hérjehálózatát. Antagonisták szûrôvizsgálatával újszerû vezérmolekulák
azonosítására törekszünk. (HHMI, GVOP, EU FP6)

E5-07 Terhelésfüggô mechanizmus teszi lehetôvé 
a nem izom miozin 2 hatékony mûködését

Sarlós K.1, K. Thirumurugan2, P. J. Knight2, J. R. Sellers3, Kovács M.1,3

1 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 Institute of Molecular and Cellular
Biology and Astbury Centre for Structural Molecular Biology, University 
of Leeds, Leeds, UK; 3 Laboratory of Molecular Physiology, National Heart,
Lung and Blood Institute, Bethesda, MD, USA
A mechanikai erôhatások fontos szerepet játszanak a molekuláris mo-
torok mûködésének szabályozásában és koordinációjában. A nem izom
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miozin 2 izoformák a gerincesek szöveteiben a sejtosztódás és -differen-
ciáció nélkülözhetetlen motorjai. A nukleotidkötés és -disszociáció terhe-
lésfüggésének méréséhez azt az intramolekuláris feszültséget használtuk
fel, amely mindkét fejükkel aktinhoz kötött miozin 2 molekulákban kelet-
kezik. Azt találtuk, hogy a nem izom miozin 2A és 2B izoformákban az
ADP-felszabadulás kinetikája erôsen terhelésfüggô, míg az ATP és ADP
kötése nem mutat terhelésfüggést. A terhelésfüggô változásokat az okoz-
za, hogy a mechanikai erôhatások befolyásolják a különbözô erôkar-ori-
entációjú aktomiozin–ADP-állapotok közötti egyensúlyokat. A külsô erô

ezáltal markáns változásokat okoz ezen miozinok terhelési arányában
(azaz az aktinkötött állapotok részarányában), valamint ATPáz cikluside-
jében is. E sajátság az alapja annak, hogy a nem izom miozin 2 energia-
hatékony módon tudjon hosszú távon erôt kifejteni anélkül, hogy a
gyorsabb miozinok (például simaizom-miozin) által hajtott kontrakciót
akadályozná. Míg a kontrakció irányába ható erôk gyorsítják a miozin
ciklusát, addig a visszafelé irányuló erôk növelik a terhelési arányt és a
mindkét fejjel aktinkötött, hatékony erôfenntartó miozinállapotok
részarányát.
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E6 – Fehérjeexpresszió és -funkciók szabályozása

E6-01 Növényi RNS-csendesítés-szuppresszorok 
mûködési mechanizmusának jellemzése

Lakatos L., Csorba T., Pantaleo V., Burgyán J.
MBK, Gödöllô
Kidolgoztunk egy olyan in vitro és in vivo tesztrendszert, amelynek segít-
ségével az RNS-csendesítés szuppresszorainak mûködési mechanizmusát
vizsgálhatjuk. In vitro vizsgálatainkat Drosophila-embrió RNS-csendesítési
rendszerben végeztük, míg in vivo rendszerünk mikro-RNS (miRNS) és
virális szekvenciákat tartalmazó szenzorkonstrukciók infiltrálásán alapul.
In vitro és in vivo tesztrendszerünk alkalmas annak a kérdésnek a meg-
válaszolására, hogy egy adott RNS-csendesítés-szuppresszor az RNS-in-
dukált csendesítési komplex (RISC) kialakulását vagy az aktív RISC-fo-
lyamatot gátolja-e. Vizsgálataink alapján megállapítottuk, hogy az ismert
kettôsszálú siRNS-kötô szuppresszorok, mint a tombuszvírusok p19 és a
répasárgaság-vírus (BYV) p21 fehérjéje a RISC kialakulását gátolja, azon-
ban az aktív RISC-folyamatra nincsenek hatással. Ebben a jól kidolgozott
rendszerben megvizsgáltuk a dohánycsíkosság-vírus (TEV) HC-Pro RNS-
csendesítés-szuppresszorát is, amirôl korábban azt gondolták, hogy gá-
tolja az aktív RISC-folyamatot. Összehasonlító vizsgálataink eredményét
mutatjuk be.

E6-02 Az ABCG2 multidrogtranszporter-fehérje 
közvetlen plazmamembránból történô 
drogtranszportjának kimutatása

Homolya L., Seres L., Orbán T., Sarkadi B.
MTA Membránbiológiai Kutatócsoport, Budapest
A 48 humán ABC transzporteren belül különleges helyet foglalnak el 
az ún. multidrogtranszporterek: az MDR1 (P-glikoprotein), az MRP1 és
az ABCG2 (MXR/BCRP) fehérjék. Ezek a transzporterek nagyon széles
szubsztrátfelismerô képességgel rendelkeznek, és a legkülönbözôbb
szerkezetû, sokszor erôsen hidrofób karakterû anyagok transzportját
végzik. Mai elképzelésünk szerint élettani szerepük a detoxifikálásban,
a különbözô endo- és xenobiotikumok szervezetbôl való eltávolításá-
ban van. Daganatos sejtekben expresszálódva viszont megakadályoz-
hatják a hatékony kemoterápiás kezelést azáltal, hogy keresztreziszten-
ciát okoznak a legkülönbözôbb citosztatikumokkal szemben a drogok-
nak a tumorsejtekbôl való kipumpálása révén. Hosszú évtizedekre 
visszanyúlik az a vita, hogyan magyarázható ezen fehérjék széles 
szubsztrátfelismerô képessége. Az egyik elképzelés szerint (amelyet
„hidrofób porszívó” modellnek neveznek) a transzporter közvetlenül 
a membránból veszi a szubsztrátját, míg a másik („klasszikus transz-
porter” modell) értelmében a citoplazmából történik a transzport. Szá-
mos kísérlet született ezen hipotézisek igazolására, azonban közvetlen
bizonyító erejû eredmény a mai napig nem látott napvilágot. A jelen
bemutatott munkában az ABCG2 GFP-címkével ellátott változatát fel-
használva, konfokális mikroszkóp segítségével követtünk egy fluoresz-
cens citosztatikum, a mitoxantron felvételét a GFP-ABCG2 gént exp-
resszáló sejtekben. Ez a kísérleti elrendezés lehetôvé tette a drogfelvé-
tel kinetikájának meghatározását a plazmamembránban és a sejten be-
lül. Elkészítettük a különbözô transzportmechanizmusokra vonatkozó,
a drogfelvétel folyamatát leíró kinetikai modelleket, majd összevetet-
tük a kapott kísérleti eredményeinket a modellek által mutatott vi-
selkedésformákkal. Kísérleteink számos vonatkozásban a „hidrofób
porszívó” modellt igazolják, és cáfolják a „klasszikus transzporter”
modellt.

E6-03 A kationos aminosav-transzporter kötési 
specifitásának vizsgálata makrofágokban

Hrabák A.1, Erôs D.2, ôrfi L.2, Kéri Gy.1,2

1 SE, Orvosi Vegytani, Molekuláris Biológiai és Pathobiokémiai Intézet,
Budapest; 2 Vichem Kft., Budapest

A kationos aminosav-transzporter (CAT) fontos szerepet játszik a makro-
fágok arginin-anyagcseréjében, így az NO-szintáz és az argináz szubszt-
rátellátásában is. A három izoenzim közül a makrofágokban a CAT-2 van
jelen. A fehérje szubsztrátspecifitását korábban is vizsgálták, azonban
szisztematikus, nagyszámú vegyületre kiterjedô vizsgálatot nem végez-
tek. Kísérleteinkben egérbôl származó peritoneális makrofágok arginin-
felvételét vizsgáltuk, közel 80 különbözô aminosav, illetve aminosav-
származék mint lehetséges gátlószer felhasználásával. A transzportot 3H-
arginin 5 perces felvétele alapján adtuk meg. Elôzetesen több vegyület
vizsgálata alapján megállapítottuk, hogy a gátlások kevert jellegûek. A ve-
gyületek gátló hatását IC50 értékük alapján jellemeztük. A kapott értéke-
ket számos leíróval (szerkezeti tulajdonságok) jellemeztük, és kvantitatív
szerkezet–hatás összefüggés-vizsgálat (QSAR) felhasználásával kíséreltük
meg megállapítani, melyek azok a tulajdonságok, amelyek lényeges szere-
pet játszanak a kötésben. A vegyületeket elôzetesen gátló hatásuk erôssége
alapján három csoportba soroltuk. A modellépítéshez az ANN (mester-
séges neuronhálózat) módszer bizonyult a legjobbnak. A modell szerint az
alábbi 11 tulajdonság a legfontosabb a kötésben: az oldallánc szénatomszá-
ma, pKs-értéke, az L-, illetve D-konfiguráció, a van der Waals-térfogat, az
általános „hasonlóság”, a hidrofobicitás, az α-aminosavjelleg, α-karboxil-
csoport jelenléte, a vegyület bázikus vagy neutrális jellege. A modell he-
lyességét egy, a modell felállításában nem szerepelt, 19 vegyületbôl álló
validáló csoporton teszteltük: 17 esetben pontosnak bizonyult a predikció,
2 esetben eltért. Hasonló elv alapján megpróbáltuk az arginin beépítése
alapján az argininaktiváló enzim specifitását is jellemezni, azonban ezt
egyetlen vizsgált vegyület sem gátolta. Ez azzal magyarázható, hogy en-
nek az enzimnek az arginin iránti affinitása több nagyságrenddel megha-
ladja bármely másikét, mert ez biztosítja a genetikai kód fehérjébe történô
hibátlan átírását. Eredményeink alapján a különbözô argininfelhasználó
rendszerek szubsztrátspecifitása összehasonlítható.

E6-04 A Jon-proteázok tisztítása 
és biokémiai jellemzése ecetmuslicában

Lipinszki Z., Pál M., Kiss P., Klement É., Udvardy A.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged
Ma egyetlen olyan jól jellemzett mechanizmust ismerünk eukariótákban
(ERAD), amely az endoplazmatikus retikulumban keletkezô sérült és irre-
verzíbilisen denaturálódott fehérjéket képes felismerni, majd prezentálni
az ubiquitin–proteaszóma rendszernek. Felmerül tehát a kérdés, milyen,
az ERAD-hoz hasonló biokémiai rendszerek léteznek a sejt más kompart-
mentumaiban keletkezô szabálytalan térszerkezetû fehérjék eltávolításá-
ra. Ha létezik ilyen, akkor az csak és kizárólag a sérült, denaturálódott
fehérjéket kötheti meg, esetleg bonthatja le, míg azok natív formáját telje-
sen intaktan kell hagynia. Kutatásaink során találtunk egy proteázcsalá-
dot ecetmuslicában, amelynek tagjai egyénileg vagy komplexet alkotva
részt vehetnek a denaturált fehérjék proteolízisében. A szerintípusú endo-
peptidázokhoz tartozó, extrém fiziko-kémiai tulajdonságokkal rendelke-
zô „Jon” család két tagját, kromatográfiás eszközökkel homogenitásig
tisztítottuk, majd azonosítottuk, végül pedig cDNS-ét expressziós vek-
torokba klónoztuk. Meghatároztuk mindkét gén fejlôdésistádium-speci-
fikus kifejezôdésének mintázatát, amely összeegyeztethetô volt az ugyan-
azon fejlôdési stádiumokban kimutatott degradációs aktivitással. A pre-
diktált szignálpeptid ellenére hörcsög-testisejtekben kimutattuk a fehér-
jék intracelluláris lokalizáltságát, bizonyítva, hogy ha be is kerül a szekre-
torikus transzportláncba, nem jut ki a sejtbôl. A továbbiakban szeretnénk
meghatározni az interakciós partnereiket, lokalizációjukat a sejtben, va-
lamint a túltermeltetésük hatására bekövetkezô celluláris változásokat.
Végsô célunk megérteni a mûködésük filozófiáját egy szélsôségesen de-
naturáló/reduktív környezetet is toleráló, szigorúan szabályozott int-
racelluláris denaturáltfehérje-függô proteolízisben, amelynek fontos gyó-
gyászati és/vagy biotechnológiai jelentôsége lehet.
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E7 – Oxidatív stressz

E7-01 A Duox NADPH oxidáz enzimek mûködése
Geiszt M., Donkó Á., Orient A.
SE, Élettani Intézet, Budapest
A fagocita sejtek reaktív oxigénmetabolit-termelésének kiemelkedô sze-
repe van a szervezet védekezô mechanizmusai között. Régóta ismert tény,
hogy reaktív oxigénmetabolitok más sejtekben is képzôdnek, és fontos
szerepük van olyan alapvetô biológiai folyamatokban, mint az oxigén-
érzékelés, a hormonszintézis, az értónus-szabályozás, a programozott
sejthalál vagy a megtermékenyítés. A reaktiv oxigénmetabolitok szinté-
zise neutrofil granulocitákban a szuperoxid anionból (O2

-) indul ki. A szu-
peroxid termelését a sejtek plazmamembránjában található NADPH oxi-
dáz enzim végzi. A NADPH oxidáz egy több alegységbôl álló enzim-
komplex, amely elektront továbbít a NADPH molekuláról a molekuláris
oxigénre. Az elmúlt években a fagocita oxidáz számos homológját fe-
dezték fel különbözô emlôssejtekben, tehát nemcsak a granulocitákban,
hanem más sejtekben is mûködnek a NADPH oxidáz enzimek. Nem vilá-
gos azonban, hogy a különbözô NADPH oxidáz homológoknak mi a pon-
tos élettani funkciójuk, és az enzimek szabályozásáról is igen keveset
tudunk. Jelen elôadás témája a Duox (dual oxidase) NADPH oxidáz en-
zimek mûködése és lehetséges funkcióik.

E7-02 Oxidatív stressz az endoplazmás retikulumban
Bánhegyi G.
SE, Orvosi Vegytani, Molekuláris Biológiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
Az endoplazmás retikulum (ER) stresszének és az azt követô apoptózis-
nak a leggyakoribb oka az ER-lumen redox homeosztázisának felboru-
lása. A redox hatások károsítják az oxidatív fehérjefeltekeredés mechaniz-
musát, helytelen konformációjú fehérjék intraluminális felhalmozódá-
sához vezetnek, s végül kiváltják a selejtfehérje-választ (unfolded protein
response). A folyamatban számos luminális redox rendszer részvétele is-
mert (glutation, aszkorbát, FAD, tokoferol, K-vitamin, piridinnukleotidok).
A sejtet érô oxidatív stressz által okozott glutationoxidáció, illetve -deplé-
ció érinti az ER-lumen glutationját is. Redukált glutation hiányában a
helytelenül kialakult diszulfidhidak izomerizációja nem történik meg, így
ER-stressz alakul ki, és a selejtfehérje-válasz elindul. Kísérleteinkben az
ER redox egyensúlyának megbomlását acetaminofennel (AAP) váltottuk
ki, in vivo. Az AAP-mérgezés felelôs az akut májkárosodások túlnyomó
részéért, s mechanizmusában az oxidatív stressz központi szerepet ját-
szik. Az AAP hatásmechanizmusát vizsgálva azt találtuk, hogy már egy
órával az AAP-adás után az ER glutationkészlete oxidálódott. Késôbb 
az ER-stressz jelei is megjelentek. Az ER-beli oxidoreduktázok (ERp72, 
protein diszulfid izomeráz) redox állapota oxidált irányba tolódott. Az
ER-stressz-reszponzív transzkripciós faktor ATF6 és az ER-stressz-függô
GADD153/CHOP proapoptotikus transzkripciós faktor aktiválódott. Az
ER-rezidens prokaszpáz-12 átmeneti aktiválódása és az eIF-2 foszforilá-
ciója is megfigyelhetô volt. Az AAP-kezelt állatok májában a parenchy-
masejtek fokozott apoptózisát észleltük. Eredmények szerint az AAP által
okozott oxidatív hatások tehát ER-stresszhez és apoptózishoz vezetnek.
További kérdés, hogy milyen összefüggés van az ER-stressz és a késôbb
kialakuló hepatocelluláris nekrózis között.

E7-03 Az Akt- és ERK-aktiváció univerzális szerepe 
a poli-(ADP-ribóz)-polimeráz-inhibitorok, 
Ca2+-csatorna- és ββ-blokkolók kardioprotektív
hatásában

Szabó A., Kovács K., Bognár E., N. Kiss Gy., Sümegi B., ifj. Gallyas F.
PTE ÁOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Célkitûzésünk két eltérô szerkezetû PARP-gátló, illetve egy-egy Ca2+-csa-
torna- és β-blokkoló kardioprotektív, valamint Akt- és ERK1/2-aktiváló
hatásának összevetése volt ischaemiareperfúzió során. Langendorff-per-
fundált izolált patkányszívekben az energiametabolizmus, valamint szív-
funkciós paraméterek helyreállását monitoroztuk 25 perccel a globális
ischaemiát követô, 45 percig tartó reperfúzió során. Az Akt, GSK-3β és
ERK1/2 aktivációját foszforilációspecifikus antitesttel immunblot techni-
kával a szívhomogenátumokból határoztuk meg. Eredményeink azt mu-
tatják, hogy PARP-gátlók (Verapamil és Metoprolol) egyaránt javították a
kreatin-foszfát-, ATP- és pH-szintek helyreállását, a funkcionális szív-
paraméterek (dp/dt, RPP és LVDP) normalizálódását, és csökkentették az
elhalt terület méretét. Továbbá csökkentették a lipidperoxidációt és a fe-
hérjeoxidációt, valamint aktiválták az Akt, a GSK-3β és az ERK1/2 kiná-
zokat. Mindezen vonatkozásokban a PARP-gátlók szignifikánsan jobbak
voltak, mint a másik két vegyület. Az Akt LY294002 inhibitorral és az
ERK1/2 PD98059 inhibitorral történô gátlása lerontotta az összes vegyü-

let pozitív hatásait, ami azt bizonyítja, hogy ezen kinázok aktiválása szig-
nifikánsan hozzájárult a vegyületek védô hatásához. A PARP-gátlók tehát
a Ca2+-csatorna- és β-blokkolóknál hatékonyabban védik a szívet, való-
színûleg azért, mert erôteljesebben aktiválják az Akt1 és az ERK1/2 ki-
názokat. A PI-3-kináz-Akt- és az ERK1/2-útvonalak aktiválása mind a
PARP-gátlók, mind a Ca2+-csatorna- és β-blokkolók esetében új hatásme-
chanizmust jelent, amely egyben az ischaemiás szívbetegségek terápiá-
jában új gyógyszercélpontként is szerepelhet.

E7-04 Egyes poli-(ADP-ribóz)-polimeráz-gátlók 
kardioprotektív hatásának és a posztischaemiás szív
glükóz-anyagcseréjének néhány összefüggése

Berente Z., N. Kiss Gy., Bognár E., Sümegi B.
PTE ÁOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
A poli-(ADP-ribóz)-polimeráz gátlószereirôl már hosszabb ideje ismert,
hogy ischaemiareperfúziót követôen javítják az energiametabolizmus
visszatérését a normoxiás állapot irányába; a mögöttes molekuláris me-
chanizmus tisztázására máig komoly erôfeszítéseket tesznek világszerte.
Jelen vizsgálatunk tárgyává a PARP-gátlóknak az ún. metabolikus védô
hatással való kölcsönhatását választottuk. A metabolikus védô hatás konk-
rét modellünkben (akut globális ischaemiát követô reperfúzió Langen-
dorff szerint perfundált patkányszíveken) azt jelenti, hogy az ischaemiát
követôen a szív az energiát a normoxiás állapothoz képest sokkal inkább
glükózból és sokkal kevésbé zsírsavakból nyeri. Kísérleteink során vizsgál-
tuk az izolált szív glükózfelvételét, és monitoroztuk a szív energiametabo-
lizmusát in situ 31P NMR-spektroszkópiás úton, a glükóz sorsát 13C-jelölt
glükóz alkalmazásával követtük szívextraktumokban különféle in vitro
NMR-kísérletekkel, illetôleg több jelátviteli útvonal aktiválódását vizsgál-
tuk Western blot módszerrel. Azt találtuk, hogy egyes PARP-gátlók fokoz-
zák a glükózfelvétel sebességét, és ebben kulcsszerep jut a PARP-gátlók
AMP-függô protein kinázt (AMPK) aktiváló hatásának. Az elôadásban
ezeken túlmenôen a glükóz sorsát kutató kísérleteink által felvetített to-
vábbi hipotézisekrôl és perspektívákról is szó lesz.

E7-05 A miofibrilláris rendszer oxidatív és nitrozatív
károsodása humán kamrai szívizomsejtekben

Hertelendi Z., Tóth A., Borbély A., Galajda Z., Vaszily M., Édes I., 
Papp Z.
DE OEC, Kardiológiai Intézet, Klinikai Fiziológiai Tanszék, Debrecen
Célunk humán, szíveredetû kontraktilis fehérjék oxidatív és nitrozatív ká-
rosodásainak elemzése volt. Bal kamrai izommintákból nyert membránper-
meabilizált szívizomsejteket a szulfhidrilcsoport (SH) specifikus oxidáns,
2,2’-ditiodipiridin (DTDP) vagy peroxinitrit (PN) jelenlétében in vitro inku-
báltunk. Az inkubációk elôtt és után izometriás kontraktúrákat váltottunk
ki (pCa: 4,75), a kialakuló izomerôt (Fo) és az aktin-miozin-ciklus sebességét
(ktr,max) mértük. A kapott mechanikai válaszokat több SH-specifikus redu-
káló ágenst (ditiotreitol (DTT), glutation (GSH), N-acetil-L-cisztein (NAC))
használva igyekeztünk revertálni. Az SH-oxidáció mértékét Ellman-reakció
segítségével követtük. Mind a DTDP, mind a PN koncentrációfüggô módon
csökkentette a miofibrilláris erôt (EC50,DTDP = 2,73 mM; EC50,PN = 26,2 µM).
A DTDP okozta teljes funkcióvesztéshez valamennyi miofilamentális fehér-
je teljes SH-oxidációja társult. Amikor az izomerôt 1 mM PN segítségével
számoltuk fel, az SH-oxidáció mértéke csak részlegesen nôtt (0% → 31 ± 6%).
2,5 mM DTDP hatására a ktr,max 1,05 ± 0,05 1/sec értékrôl 0,78 ± 0,05 1/sec
értékre csökkent, míg 50 µMPN nem befolyásolta azt. Továbbá, a 2,5 mM
DTDP hatására létrejövô Fo- és ktr,max-csökkenéseket 10 mM DTT teljesen
visszafordította, míg az 50 µM PN hatására kialakuló Fo-csökkenés csak
részben volt megfordítható (a kontroll 58 ± 4%-áról 69 ± 4%-ra). 10 mM
GSH vagy 10 mM NAC képtelen volt az Fo-csökkenés helyreállítására
DTDP-kezeléseket követôen, míg a NAC és a DTT egyformán effektív volt
PN-alkalmazások után. Eredményeink szerint a humán szívben, a DTDP
vegyülettel szemben, a PN-kezelésre kialakuló mechanikai funkcióbeli vál-
tozások csak kismértékben rendelhetôk SH-oxidációhoz. A mechanikai
hatások visszafordíthatóságát az oxidáló és redukáló ágensek molekuláris
tulajdonságai messzemenôen befolyásolják. (ETT 449/2006)

E7-06 A koleszterindús diéta rontja a szívfunkciót 
apoB100 transzgenikus egerekben: az oxidatív 
és nitrozatív stressz szerepe

Csont T.
SZTE ÁOK, Biokémiai Intézet, Kardiovaszkuláris Kutatócsoport, Szeged
A hiperkoleszterinémia igen fontos rizikófaktor a kardiovaszkuláris
megbetegedésekben. Kísérleteinkben a koleszterindús diéta direkt ha-



tását vizsgáltuk a szívre, valamint a szívben kifejlôdô oxidatív stresszre
vad típusú és apoB100 transzgenikus egerekben, melyeket 18 hétig 2%
koleszterinnel dúsított táppal etettünk. A szívmûködést izolált dolgozó
szívperfúzió során jellemeztük. Nem tapasztaltunk szignifikáns különb-
séget a szív mûködését jellemzô aortaátáramlásban a normál diétán tar-
tott vad típusú, illetve apoB100 transzgenikus egerek esetében (0,24 ±
0,02, illetve 0,26 ± 0,02 ml/min/g testtömeg). Azonban a koleszterindús
diéta az apoB100 transzgenikus egerek szívében szignifikánsan csökken-
tette, míg a vad típusúakban nem befolyásolta az aortaátáramlás értékét
(0,14 ± 0,03 és 0,22 ± 0,02 ml/min/g testtömeg, p < 0,05). A miokardiális
szuperoxidanion-képzôdést lucigenin-kemilumineszcenciával határoz-
tuk meg. A koleszterindús diéta fokozta a szuperoxid-termelést az
apoB100 transzgenikus egerek szívében (23 ± 9 cpm/mg értékrôl 73 ± 19
cpm/mg értékre, p < 0,05), azonban a vad típusú egerek szívében nem
befolyásolta azt (22 ± 7 és 26 ± 5 cpm/mg). A szöveti spincsapdázást
követôen ESR-spektroszkópiával meghatározott miokardiális nitrogén-
monoxid mennyisége nem változott az egyes csoportokban. A peroxi-
nitrit bomlását elôsegítô vegyület, FeTPPS (2x20 mg/kg i.p.), normalizál-
ta az aortaátáramlást (0,23 ± 0,02 ml/min/g testtömeg) a koleszterindús
diétán tartott apoB100 transzgenikus egerekben. A koleszterindús diéta
fokozza a miokardiális oxidatív és nitrozatív stressz mértékét, s ezáltal
szívfunkciós károsodáshoz vezet az apoB100 transzgenikus egerek szí-
vében.

E7-07 Testedzés és a DNS védelme
Radák Zs.
SE, TSK, Budapest

Az emberi sejtben több mint egymillió szabad gyök keletkezik naponta,
ezért a DNS-molekulák jelentôs támadásnak vannak kitéve. A felhalmo-
zott DNS-sérülések nekrózist, apoptózist, mutációt, felgyorsult öregedést
és a sejt homeosztázisának teljes felborulását eredményezheti. Ezért a sej-
tek nagyon hatékony, sérülést javító rendszert fejlesztettek ki, és az oxi-
datív sérülés javításáért elsôsorban a báziskivágásos javító enzimek (BER)
a felelôsek, melyek a sejtmagban és a mitokondriumban is megtalálhatók.
Ismert, hogy az oxidatív stresszel kapcsolatos betegségek vagy az örege-
dés megváltoztatja a DNS-sérülések mértékét s a DNS-sérülést javító en-
zimek aktivitását. Az egyszeri, szokatlan nagyságú fizikai terhelés emeli
a DNS-sérülések nagyságát, míg a rendszeres terhelés csökkenti azt. Érde-
kes módon ez a jelenség nyomon követhetô abban a szövetben (vázizom),
ahol az oxigénfelhasználás a nyugalmi érték százszorására nô, s abban is,
melyben a negyedére csökken (máj). Az egyszeri intenzív testedzés vagy
a nagymértékû terhelés szignifikánsan emeli a DNS-sérülés nagyságát.
Eredményeink szerint a 8-oxodG javításáért felelôs OGG1 enzim aktivi-
tása a teljes sejtextraktumban emelkedik az egyszeri és rendszeres test-
edzés hatására is. Amikor azonban megvizsgáltuk a sejtmagi és mito-
kondriális OGG1-aktivitást, azt találtuk, hogy edzés hatására a sejtmag-
ban nô és a mitokondriális extraktumban pedig csökken az enzim akti-
vitása. Ezután megvizsgáltuk az OGG1 fehérje mitokondriális transz-
portjának hatékonyságát, és azt figyeltük meg, hogy a fizikai inaktivitás
jelentôsen csökkenti az OGG1 transzportját a mitokondriális mátrixba, a
testedzés azonban jelentôsen javítja azt. Elképzelhetô tehát, hogy a rend-
szeres testedzés a DNS hatékony védelmével kedvezôen hat a sejtek via-
bilitására, és ez szerepet játszik a testedzés preventív hatásaiban, bele-
értve például a rákos betegségek elleni prevenciót is.
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E8 – Jelátvitel

E8-01 A receptor-oligomerizáció szerepe 
az AT1-angiotenzinreceptorok mûködésében

Hunyady L., Karip E., Süpeki K., Turu G.
SE, Élettani Intézet, Budapest
Számos adat utal arra, hogy a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerek
vagy oligomerek formájában vannak jelen a sejtek plazmamembrán-
jában. A heterooligomerizációval kapcsolatba lépô receptorok képesek
befolyásolni egymás expresszióját, jelátvitelét, internalizációját, illetve
farmakológiai tulajdonságait. Kísérleteinkben az 1-es típusú angioten-
zinreceptort (AT1R) vizsgáltuk, mely az angiotenzin II legfontosabb élet-
tani és kórélettani hatásait közvetítô, G-fehérjéhez kapcsolt receptor.
Sárga fluoreszcens fehérjéhez, illetve renilla luciferázhoz kapcsolt AT1R-
ok együttes expresszióját követôen biolumneszcencia-rezonancia-ener-
giatranszfer (BRET) módszerrel igazoltuk, hogy a sejtekben létrejön a re-
ceptorok homooligomerizációja. Ennek funkcionális jelentôségét az álta-
lunk létrehozott, receptorantagonistát (candesartant) nem kötô, S109Y
mutációt tartalmazó AT1R, valamint egy G-fehérjét nem aktiváló mutáns
receptor (DRY/AAY) segítségével vizsgáltuk. E fehérjéket HEK 293 sej-
tekben koexpresszálva azt találtuk, hogy a candesartan gátolja az inozi-
tol-foszfát-választ, annak ellenére, hogy azt a candesartant nem kötô
S109Y mutáns receptor hozta létre. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
candesartan kötôdése a homodimerizált receptorban lévô egyik recep-
torhoz a másik receptor aktiválódását is gátolja. Mivel a koexpresszált
receptorok angiotenzin-II-kötése candesartan jelenlétében is megtartott,
a hatásért nem az S109Y mutáns receptor angiotenzin-II-kötésének
gátlása felelôs. Adataink alapján arra következtethetünk, hogy bár a re-
ceptorok oligomerizációja angiotenzin II hormontól függetlenül jön 
létre, az összekapcsolódó receptorok képesek befolyásolni egymás mû-
ködését. (OTKA T-046445, ETT 447/2006, NKTH Jedlik Ányos program
1/010/2005)

E8-02 A foszfatidil-inozitol-3-kináz-izoformák
mûködésének eltérô szabályozása 
a katalitikus alegység foszforilációjával

Sipeki Sz., Faragó A.
SE, Orvosi Vegytani, Molekuláris Biológiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
HepG2 humáni-hepatomasejteken végzett vizsgálataink alapján a PI 3-ki-
náz p110α/p85, illetve p110β/p85 izoformái mûködésének finom szabá-
lyozása jelentôsen eltér egymástól a különbözô tirozinkinázreceptorok-
ról aktiválódó jeltovábbító rendszerekben. A p110α katalitikus alegységet
a protein kináz C (PKC) foszforilálja, és ilyen módon csökkenti a p110α/p85
PI 3-kináz lipidkináz-aktivitását. Ennek a mechanizmusnak a HGF/scat-
ter faktor jelpályájában van jelentôsége, ahol a PKC a PI 3-kináz aktivá-
lódásának idôtartamát csökkentve, a sejtszóródás negatív visszacsatolás

regulátoraként mûködik. In vitro a PKC képes foszforilálni a p110β/p85 ka-
talitikus alegységét is, ez a foszforiláció azonban nem vezet a lipidkináz-
aktivitás csökkenéshez. A foszforilált treoninoldallánc helyének meghatá-
rozása után sikerült kifejleszteni egy olyan poliklonális antitestet, amelyik
csak a p110β foszforilált formáját ismeri fel. Ezen antitest segítségével ki-
mutattuk, hogy sejten belül a p110β/p85 izoforma katalitikus alegysége
foszforilálódik, majd gyorsan defoszforilálódik, az intracelluláris foszfori-
lációt azonban nem a PKC katalizálja. Inzulin hatására a p110β/ p85 PI 3-
kináz az inzulinreceptor-szubsztrát (IRS) foszfotirozin dokkoló helyéhez
kötôdik, de a katalitikus alegység foszforilációjának gátlása csökkenti az
enzim képességét az IRS-sel történô kapcsolódásra. A p110β foszforiláció-
jának, úgy tûnik, pozitív modulátor szerepe lehet az inzulin-jelpályában.

E8-03 A Caskin-1 és Abi-2 fehérjék kapcsolatának 
vizsgálata idegsejtekben

Balázs A., R. Udupa, Solti Z., Buday L.
SE, Orvosi Vegytani, Molekuláris Biológiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
Az elmúlt években nyilvánvalóvá vált, hogy a fehérjék jelentôs része do-
ménszerkezetû. Az adapter-, illetve az állványfehérjék számos ilyen funk-
cionális egységet tartalmaznak, így segítségükkel a jelátvitelben fontos
multiprotein-komplexek jöhetnek létre. Az állványfehérjék különösen
fontos szerepet töltenek be a szinapszisokban, ahol a nagyobb fehérje-
komplexek a pre- és posztszinaptikus jelátviteli útvonalak kulcsszereplôi.
Az egyik ilyen, szinapszisban elôforduló állványfehérje a Caskin-1. A Cas-
kin proteint elsôként a Cask nevû fehérjével való kölcsönhatása alapján
írták le. Szerkezetét tekintve N-terminális ankirinismétlôdésekbôl,
SH3-doménbôl, az azt követô SAM-doménekbôl, prolingazdag régióból
és egy rövid C-terminális doménbôl áll. A Caskin – lévén állványfehérje –
számos fehérje–fehérje kölcsönhatásban vehet részt, ugyanakkor inter-
akcióját eddig csak a Cask proteinnel írták le. Kísérleteink célja volt, hogy
azonosítsuk más proteinekkel való kapcsolatát, ezért élesztô-kéthibrid-
tesztben vizsgáltuk embrionális humán agyi cDNS-könyvtár felhasz-
nálásával. Sikerült számos lehetséges kötô partnert azonosítanunk, majd
az adott fehérjék közül az Abi-2 proteinnel való interakcióját tanulmá-
nyoztuk részletesen. Az Abi fehérjéket az Abl és Arg tirozin kinázok
szubsztrátjaiként azonosították, melyek az Abl proteinek transzformáló
képességét szabályozzák. Az Abi-2 ubiquiter fehérje, legnagyobb meny-
nyiségben az agyban fejezôdik ki. Expressziója, hasonlóan a Caskinhoz,
az embrionális idôszak utolsó harmadában jelenik meg a differenciálódott
neuronokban. Egy olyan fehérjekomplex tagja, amelynek – az aktin
citoszkeleton szabályozásában fontos – Wave fehérjére gátló hatása van.
Az idegrendszerben betöltött funkciója még nem tisztázott, de újabb kí-
sérletek arra utalnak, hogy fontos szerepe lehet annak kialakulásában és
fejlôdésében.



E8-04 A foszfolipáz Cγγ2 szerepe 
az autoimmun ízületi gyulladás kialakulásában

Jakus Z., Simon E., Németh T., Mócsai A.
SE, Élettani Intézet, Budapest
A különbözô fehérvérsejtek, köztük a neutrofil granulociták, központi
szerepet játszanak az autoimmun gyulladásos betegségek kialakulásában.
A neutrofil granulociták sejtfelszíni receptorai közül mind a β2-integrinek,
mind az Fcγ -receptorok részt vesznek a gyulladásos folyamatokban, de
mindmáig ismeretlen, hogy ehhez milyen intracelluláris jelátviteli folya-
matokat alkalmaznak a receptorok. Kísérleteinkben elôször in vitro körül-
mények között vizsgáltuk a neutrofil granulociták jelátvitelét. A neutro-
filek Ca2+-depléciója mind az integrin-, mind az Fc-receptor-mediált
sejtválaszokat kivédte. Az intracelluláris Ca2+-szint növelésének egyik le-
hetséges mechanizmusa a sejten belüli raktárak IP3-mediált kiürítése, me-
lyet a foszfolipáz C (PLC) különbözô izoformái közvetíthetik. Génhiányos
egereken végzett kísérleteinkben ezek közül a PLCγ2 szerepét sikerült
igazolnunk, mivel a PLCγ2–/– egerekben mind az integrinfüggô, mind az
Fcγ -receptorfüggô sejtválaszok teljesen megszûntek. A hatás specificitását
mutatja, hogy más receptorokon (például a G-fehérje-kapcsolt formil-
peptid-receptoron) keresztül kiváltott sejtválaszokat nem befolyásolta a
PLCγ2 hiánya. További kísérleteinkben in vivo körülmények között vizs-
gáltuk a PLCγ2 szerepét egy autoimmun ízületi gyulladás, a K/BxN szé-
rumtranszfer-artritisz segítségével. Míg a vad típusú egerekben az artri-
tiszt kiváltó szérum adása súlyos ízületi gyulladást és a végtagfunkció kö-
vetkezményes károsodását eredményezte, a PLCγ2–/– egerekben sem az
ízületi gyulladás, sem a funkcióvesztés nem jött létre. Eredményeink arra
utalnak, hogy a foszfolipáz Cγ2 elengedhetetlen a neutrofil granulociták
integrineken és Fc-receptorokon keresztüli aktivációjához, valamint az
autoimmun ízületi gyulladás létrejöttéhez.

E8-05 TbPTP1: A Trypanosoma brucei 
életciklus-szabályozásának kulcsa

Szöôr B.1,2, J. Wilson2, H. McElhinney1,2, L. Tabernero2, K. Mathews1

1 Institute for Immunology and Infection Research, Asworth Laboratories,
University of Edinburgh, UK; 2 Faculty of Life Sciences, University 
of Manchester, UK
Az afrikai álomkór közel 60 millió ember életét fenyegeti Afrika szubszaha-
rai részében. A megbetegedések száma becslések alapján évi 500 ezerre tehe-
tô. Az álomkór kórokozója, az ostoros egysejtû Trypanosoma brucei, összetett
életciklusa során bonyolult fejlôdési folyamaton megy keresztül különbözô
gazdaszervezetekben, így az emlôs vérében és a cecelégy emésztôszervében.
Az általunk azonosított trypanoszómaprotein tirozin foszfatáz (TbPTP1) a T.
brucei 10. kromoszómáján található, mRNS-szintje a parazita fejlôdése során
jelentôs ingadozást mutat. A rekombináns enzim eukarióta tirozin foszfatá-
zokhoz hasonló sebességgel defoszforilál különbözô foszfotirozin-szubszt-
rátokat, aktivitását ismert tirozinfoszfatáz-inhibitorok gátolják. A TbPTP1
enzimaktivitása reverzíbilis oxidációval szabályozott, és savas pH-tarto-
mányban maximális értéket mutat. Figyelemreméltó, hogy a TbPTP1 enzim-
aktivitás gátlása a vérben jelen lévô fejlôdési alakban spontán átalakulást
eredményez az úgynevezett prociklikus sejtformává, amely természetes kö-
rülmények közt csak a cecelégyben fordul elô. Ezt az emlôs gazdaszervezet
immunrendszere felismeri és elpusztítja. Az enzimaktivitás gátlása mind
RNS-interferenciával, mind kémiai gátlószerekkel kiváltható volt. Eredmé-
nyeink alapján új modellt javasolunk a trypanoszómák fejlôdésének meg-
értésére és a fertôzés terjedésének csökkentésére. A gazdaszervezetben a
paraziták prociklikus alakká való átalakulását a TbPTP1 akadályozza meg. 
Ez a gátlás külsô inger hatására megszûnik, így lehetôvé válik a parazita új
fejlôdési formába való alakulása. Célunk ennek az ingernek és a hozzá kap-
csolodó jelátviteli útnak az azonosítása, valamint specifikus PTP1B-gátló-
szerek használatával, a parazitának az emlôsbôl a légyvektorba való átke-
rülésének megakadályozása, mely meggátolhatja az álomkór terjedését.

E8-06 Toll-like receptoros jelátvitel 
a plazmacitoid dendritikus sejtekben

Magyarics Z., Bácsi A., Rajnavölgyi É.
DE OEC, Immunológiai Intézet, Debrecen
A plazmacitoid dendritikus sejtek (pDS-ek) – mint nagymennyiségû I-es tí-
pusú interferonokat termelô sejtek – fontos szereppel bírnak a vírusok elle-
ni immunválaszban. Effektor funkciójuk mellett az aktiválást követô érés
után professzionális antigénprezentáló sejtekként képesek – a naiv T-limfo-
citák stimulálása révén – az adaptív immunválasz elindítására. Sokáig is-
meretlen volt a sejtek funkcionális kettôsségének és egyedülálló mértékû
interferontermelésének háttere. Korábban az interferonszabályozó faktor-7
(IRF-7) állandóan magas expressziójának tulajdonították ezt a képességet, a
közelmúlt eredményei alapján azonban úgy tûnik, hogy a pDS-ek egyedi

jellegzetességeit egy sajátos, tér- és idôbeli szabályozás biztosítja. Ebben a
folyamatban meghatározó jelentôségû az ún. Toll-like receptor (TLR) – li-
gandum – adaptorfehérje-komplexnek az endoszomális visszatartása, mely
kizárólag ebben a sejttípusban valósul meg. A TLR-eknek a különbözô típu-
sú ligandumokkal való kapcsolódása eltérô intracelluláris kompartmentek-
ben történik meg, és különbözô jelátviteli utak aktiválódását indukálhatja.
Eredményeink szerint az aktiválást követô érés során a pDS-ek fenotípusa
nagyban függ az aktiváló TLR ligandumok tulajdonságaitól, és egyazon
receptor ligandumai is eltérô hatással bírnak a pDS-ek fenotípusára és
funkciójára. A TLR-9 szintetikus agonistái közül az A-típusúak a pDS-ek
citokinszekrécióját segítik elô inkább, míg a B-típusúak a sejtek érését és
antigénprezentáló funkcióját. Ennek a különbségnek az oka az egyazon re-
ceptorról induló, eltérô jelátviteli utak aktiválása. Ezeket a különbségeket a
késôbbiekben a pDS-ek modulációján alapuló terápiás próbálkozások so-
rán lehet kihasználni, mivel a megfelelô TLR-ligandumok alkalmasak
lehetnek az interferontermelô effektor funkció és az antigénprezentáló
funkció elkülönítésére, azaz a szelektív immunmodulációra.

E8-07 A protein kináz C szerepe a humán szívizomsejtek
kontraktilitásának fenntartásában

Molnár A., Borbély A., Szilágyi Sz., Hertelendi Z., Pásztorné Tóth E., 
K. Jaquet, Vaszily M., Galajda Z., Papp Z., Édes I., Tóth A.
DE OEC, Kardiológiai Intézet, Klinikai Fiziológiai Tanszék, Debrecen
A protein kináz C (PKC) enzimek részt vesznek a szívizom-kontraktilitás
szabályozásában, azonban az élettani hatások és biokémiai mechanizmu-
sok még nem minden részletükben feltártak. Saját vizsgálatainkban megfi-
gyeltük, hogy a humán szívizom kontraktilitásának fenntartásában szere-
pet játszhatnak citoszolikus PKC enzimek (maximális kontraktilis erô 10
perces, félmaximális kontraktúrát követôen: izolált miofibrillum: 65 ± 3%,
miofibrillum + citoszol: 100 ± 3%, miofibrillum + citoszol + PKC-inhibitor:
87 ± 6%). A humán szívizomzat PKC izoenzim expressziós mintázatát vizs-
gálva a PKCα expresszálódott legnagyobb mennyiségben (expresszió: PKCα:
189 ± 31, PKCδ: 7 ± 3 , PKCε: 7 ± 2 ng/mg protein). A lehetséges biokémiai
folyamatokat tanulmányozva azt találtuk, hogy a Ca2+-függô PKCα izoen-
zim az inkubációk során a citoszolból a miofibrilláris rendszerhez transz-
lokálódott (a miofibrillumokhoz kötôdô PKCα mennyisége a nyolcszorosá-
ra nôtt Ca2+-ionok jelenlétében). A transzlokáció Ca2+-függése (EC50) 645 nM
értékûnek adódott (összevetésül a félmaximális kontrakciót kiváltó Ca2+-
koncentráció 1260 nM). A PKCα-kötô miofibrilláris fehérjék kimutatására
overlay assay eljárást használtunk, mellyel legalább öt fehérjéhez mutattuk
ki a PKCα kötôdését. A kötôfehérjék molekulamérete alapján feltételeztük,
hogy ezek egyike a troponin-I (TnI). Ezt megerôsítette, hogy sikerült kimu-
tatni a PKCα Ca2+-függô kötôdését tisztított, rekombináns TnI fehérjéhez.
Immunhisztokémiai eredmények szerint a humán szívizomban is megfi-
gyelhetô a TnI és PKCα kolokalizációja. Végül, in vitro foszforilációs kísér-
letekben igazoltuk, hogy a PKCα számos miofibrilláris fehérjét képes fosz-
forilálni. Összefoglalva, kimutattuk, hogy a PKCα szerepet játszhat a hu-
mán szívizomsejtek kontraktilitásának fenntartásában. (OTKA F48873)

E8-08 A dexametazonkezelés a felszíni szialiláltság
csökkentésével fokozza a humán makrofágok 
fagocitáló képességét

Mádi A.1, Májai Gy.2, Vámosi Gy.3, C. Koy4, Szántó A.2, M. O. Glocker 4,
Fésüs L.1,2

1 MTA Apoptózis és Genomika Kutatócsoport, Debrecen; 2 DE OEC, 
Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen; 3 MTA Sejtbiológiai 
és Jelátviteli Kutatócsoport, Debrecen; 4 Proteome Center, University of Rostock,
Rostock, Germany
A szervezetben nagy mennyiségben keletkezô apoptotikus granulociták
eltakarítása alapvetô fontosságú a gyulladásos folyamatok megelôzésében.
A gyulladásgátló glükokortikoidok jelentôsen növelik a makrofágok fagoci-
táló képességét. A glükokortikoidkezelés segíti a fagocitózishoz szükséges
citoszkeleton-átrendezôdést; de eddig nem ismert, vajon át is alakítja-e a
makrofágok felszínét. A plazmamembránban lévô glikolizált fehérjék fon-
tos szerepet játszanak a sejtek közötti kapcsolatok alakulásában. Munkánk
során ezért dexametazon (DXM) hatására bekövetkezô fehérjeexpressziós
változásokat vizsgáltunk humán makrofágokban, különbözô szénhidrát-
részekre specifikus lektinek felhasználásával. Az alkalmazott lektinek kö-
zül az alfa 2-6 glikozidos kötésben lévô sziálsavra specifikus Sambucus nigra
agglutinin (SNA) segítségével kimutattuk, hogy DXM-kezelés hatására a
kezeletlen sejtekhez képest 51,4 ± 4,7%-ra csökken a felszíni szialiláltság,
mely elsôsorban a foszfatidil-szerint kötô annexin2 fehérjét és egy MHC-
molekulát érint. Emellett, a kezelt sejteken belül a β-haptoglobin jelenik
meg szialilált állapotban. Fagocitózisméréseinkben a kezeletlen makrofá-
gok 22,8 ± 2,61%-a, míg a kezeltek 48,9 ± 4,3%-a fagocitált apoptotikus
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neutrofileket. A felszíni sziálsavakat lefedô SNA hatására a kezeletlen sej-
tek fagocitózisa 39 ± 5,3%-ra nôtt, míg a kezeltekét nem befolyásolta (45,8 ±
3,6%). Eredményeink szerint az egyes sziálsavas csoportok eltûnése a mak-
rofágokról elôsegítheti az elhaló sejtek felszínén megjelenô foszfatidil-
szerin kötôdését, növelve a makrofágok fagocitálóképességét.

E8-09 A retinoidok az RARγγ-receptoron keresztül 
apoptózist váltanak ki, az RARαα-receptoron
keresztül pedig fokozzák az egértimociták 
glükokortikoid indukálta apoptózisát

Tóth K. Á., R. Rühl, Kiss I., Kiss B., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A retinoidok az A-vitamin (retinol) származékai. Régóta ismert, hogy az
A-vitamin hiánya immundeficienciát okoz. E vitaminhiány transz-retin-
sav adásával pótolható. Kísérleteinkben azt vizsgáljuk, hogy a retinsav
receptorainak ligálása befolyásolja-e a T-sejtek apoptózisprogramját. Ko-

rábban bizonyítottuk, hogy a retinoidok gátolják a T-sejtek negatív szelek-
cióját. Elôadásomban bemutatom, hogy a retinoidok az RARγ-receptor
ligálásán keresztül a Nur77 sejthalált kiváltó transzkripciós faktor induk-
cióján keresztül váltanak ki apoptózist. Azt is bemutatom, hogy a retinoi-
dok az RARα ligálásával fokozzák a timociták glükokortikoid-hormon
által indukált apoptózisát. Ez utóbbi a két receptor ligandumfüggô inter-
akcióján alapul, és a glükokortikoidreceptor fokozott transzkripciós akti-
vitását eredményezi. Emellett a két receptor együtt transzlokálódik a
mitokondriumba is, ami egyes tanulmányok szerint szükséges a glüko-
kortikoidreceptor apoptózist kiváltó hatásához T-sejtekben. Bemutatom
azt is, hogy retinol van a tímuszban, és a transz-retinsav retinolból történô
szintéziséhez szükséges gének kifejezôdnek a születést követô tímuszfej-
lôdés során. Ennek ellenére nem transz-retinsav keletkezik. Adataink arra
utalnak, hogy a tímuszban egy alternatív retinoid-anyagcsere zajlik, és
hogy e még meghatározandó termék(ek) a retinoidreceptorokon keresztül
modulálhatják a timociták szelekciós programját. (OTKA T049445)
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P – Poszterek

P-01 Az Arabidopsis PP6 protein foszfatáz szerepe 
az abiotikus stresszválasz szabályozásában

Ábrahám E.1, Cseh É.2, Szabados L.1, Koncz Cs.1,3, Dombrádi V.2, Farkas I.2

1 MTA SZBK, Növénybiológiai Intézet, Szeged; 2 DE OEC, Orvosi Vegytani
Intézet, Debrecen; 3 Max-Planck-Institut für Züchtungsforschung, Köln, Germany
A szerin/treonin-specifikus foszfoprotein foszfatázok (PPP-k) minden eu-
kariótában megtalálhatók. Az új típusú növényi PPP enzimek funkciója
alig ismert; szerepükre a nullmutáns növények fenotípusa alapján pró-
bálunk következtetni. Arabidopsis thaliana fajban két PP6 protein foszfatáz
enzim található. Egy Arabidopsis T-DNS-inzerciós mutánsgyûjteményt
génspecifikus és a T-DNS-határszekvenciáira specifikus primerpárral,
polimeráz láncreakcióval szûrve azonosítottuk a PP6At1/AtFYPP1 gén-
ben inzerciót hordozó mutáns vonalat (atfypp1). Fenotípus-vizsgálat céljá-
ból a T2 generációban homozigóta mutáns növényeket választottunk ki.
A mutánsok DNS-ének Southern blot analízise szerint T-DNS más génbe
nem épült be. RT-PCR vizsgálat alapján az atfypp1 nullmutáns. Az atfypp1
A. thaliana mutáns felépítése és növekedése nem tért el a vad típusú
növénytôl a szokásos tenyésztési körülmények között. Csírázási tesztek-
ben hiperszenzitív volt nagy koncentrációjú nátrium-kloridra, mannitolra
és abszcizinsavra (ABA). Gyengült a prolinfelhalmozó képessége, és csök-
kent benne a prolin bioszintézisét reguláló, stressz- és ABA-indukált
P5CS1 gén expressziója. Ismeretes, hogy a növényekben az abiotikus
stresszhatások (nagy sókoncentráció, szárazság, hideg) különféle fizioló-
giás és biokémiai reakciókat váltanak ki, többek között növelik a prolin-
felhalmozódást. A túlélés érdekében ABA-függô vagy -független útvona-
lakon indukálódik a stressztûrésben szerepet játszó gének expressziója.
Eredményeink szerint a PP6At1 foszfatáznak szerepe lehet az ABA által
mediált metabolikus válaszok szabályozásában. (OTKA T038324)

P-02 Új típusú protein foszfatázok vizsgálata 
Drosophila fajokban

Ádám Cs.1, Miskei M.1, Nagy O.2, Pál M.2, Deák P.2, Friedrich P.3, Dombrádi V.1

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 2 MTA SZBK, Biokémiai Intézet,
Szeged; 3 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest

A sejtek életében jelentôs szabályozó szerepet tölt be a fehérjék protein ki-
názok általi foszforilációja és protein foszfatázok általi defoszforilációja. 
A Ser és Thr oldalláncra specifikus foszfoprotein foszfatázok csoportjába
tartoznak a molekuláris biológiai módszerekkel azonosított „új típusú”
protein foszfatázok, melyek szerkezetük alapján átmenetet mutatnak a
„klasszikus” foszfatázokhoz képest. Genomszekvencia-analizáló progra-
mok felhasználásával megállapítottuk, hogy a Pp1-szerû, új típusú protein
foszfatázok csak a Drosophilidae család melanogaster fajcsoportjában talál-
hatók meg. Közülük a PpN és PpY génekrôl rendelkezünk a legtöbb iro-
dalmi adattal, mindkét gén herespecifikus expressziót mutat és a második
kromoszómán lokalizálódik. A PP1-Y1 és PP1-Y2 az Y kromoszóma he-
terokromatin régiójában, a PpD5 és PpD6 pedig a második kromoszómán
található. Az utóbbi négy gén expressziójára vonatkozólag nem közöl-
tek kísérletes eredményeket. A melanogaster fajcsoport genomszekvencia-
adatbázisából hiányzott néhány új típusú protein foszfatáz jelenlétét iga-
zoló adat. Ezért a gének kódoló szekvenciáira specifikus primerpárokat
terveztünk a közeli rokon fajok szekvenciái alapján, majd PCR módszer
segítségével kimutattuk az új típusú protein foszfatázok jelenlétét a
kérdéses esetekben. RT-PCR eljárással megvizsgáltuk az új típusú protein
foszfatázok expresszióját a D. melanogaster különbözô egyedfejlôdési stá-
diumaiban, és azt találtuk, hogy mRNS-ük fôképp bábban és kifejlett hím
egyedekben mutatható ki. A PP1-Y1 génrôl bebizonyosodott, hogy here-
specifikus expressziót mutat. Eredményeink arra utalnak, hogy az új típu-
sú foszfatázok kb. 10 millió évvel ezelôtt jelentek meg a melanogaster faj-
csoport fajaiban. Hímspecifikus expressziójuk alapján feltételezzük, hogy
a fertilitásban játszanak szerepet. (OTKA 60723)

P-03 Az ABCA1 aktív transzporter szerepe 
a szfingozin-1-foszfát exportjában

Baksa A.1, Kasza I.2, Hegyi Z.2, Szabó K.1, Liliom K.1

1 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest; 2 OGYIK, Budapest
A szfingozin-1-foszfát (S1P) sejtélettani szempontból fontos lipidmediá-
tor, amely korábban a szfingolipid-anyagcsere metabolitjaként volt is-
mert. A S1P számos sejtélettani funkciót szabályoz, így a sejtosztódást,

BSD-01 A C1-inhibitor térszerkezete: a polianionok 
moduláló hatásának és egy konformációs betegség
mechanizmusának atomi szintû magyarázata

Beinrohr L.1, Harmat V.2, Dobó J.1, Lôrincz Zs.1, Gál P.1, Závodszky P.1

1 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest; 2 ELTE TTK, Elméleti Kémiai
Tanszék, Szerkezeti Kémia és Biológia Laboratórium, Budapest
A humán C1-inhibitor a komplement és kontakt rendszerek proteázait
gátló szerpin típusú inhibitor. Specificitásának köszönhetôen széles körû
gyulladásgátló hatással rendelkezik. A C1-inhibitor deficienciája poten-
ciálisan halálos öröklôdô betegséget okoz (örökletes angioödéma, HAE).
A C1-inhibitor terápiás alkalmazását más, gyulladással járó megbete-
gedésekben is sikeresen tesztelték (szepszis, szervátültetés, infarktus).
A C1-inhibitor atomi felbontású térszerkezete eddig ismeretlen volt, noha
az elmúlt évtized(ek)ben számos kutatócsoport próbálkozott röntgen-
krisztallográfiás szerkezetmeghatározásával. A világon elsôként sikerült
meghatároznunk a C1-inhibitor térszerkezetét. A szerkezet ismeretében új
mechanizmust javasoltunk arra, hogyan aktiválják a polianionok a C1-

inhibitort, és hogyan modulálják a proteázgátlás specificitását. A szelektív
moduláció a C1-inhibitor felszínén kialakuló szokatlan töltésszeparáció-
nak köszönhetô: az egy helyen csoportosuló pozitív töltések – a célproteá-
zok töltésétôl függôen – vonzó vagy taszító hatást fejtenek ki a proteá-
zokra. A terápiás szempontból fontos, negatív töltésû polianionok (pél-
dául heparin) kötôdnek a C1-inhibitorhoz, leárnyékolják ezeket a pozitív
töltéseket, így megfordítják a kölcsönhatás elôjelét. Ezzel megmagya-
rázható, hogy a polianionok egyes esetekben miért növelik meg akár
százszorosára a gátlás sebességét, más esetekben pedig miért csökkentik
azt. Az eddig ismert, a természetben elôforduló, körülbelül 180, beteg-
séget okozó mutáció közül számossal kapcsolatban a mutáció hatásának
molekuláris mechanizmusa is megérthetôvé vált: a szerkezet megmutat-
ta, hogy a C1-inhibitor reaktív része mélyen be tud ágyazódni a fehérje-
testbe, emiatt nem hozzáférhetô a proteázok számára. Szerkezeti eredmé-
nyeink alapján a már létezô terápiás célú fehérjepreparátumok tovább-
fejlesztésére is lehetôség nyílt.
(Szponzor: Bio-Science Kft.)
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túlélést, sejtalakot, migrációt, valamint a Ca2+-homeosztázist. Ezen funk-
cióit elsôdleges hírvivôként sejtfelszíni G-fehérjével kapcsolt receptorok
aktiválásával fejti ki (S1P1-5). A S1P intracellulárisan keletkezik szfingo-
zinból (Sph) a szfingozin-kinázok (SK) általi foszforilációval. A keletke-
zett S1P tipikusan autokrin vagy parakrin módon hat az említett sejtfel-
színi receptorokon keresztül. A S1P exportja a sejtekbôl azonban nem tisz-
tázott. Amíg a Sph lipidoldékonyságánál fogva képes diffúzióval átjutni 
a membránon, addig a S1P nagyméretû töltött fejcsoportja miatt nem.
Feltételezhetô, hogy egy vagy több aktívtranszport-fehérjének (ABC 
transzporterek) szerepe van ebben a folyamatban. Az irodalomból ismert,
hogy az ABCA alcsaládba tartozó ABCA1 szubsztrátuma a koleszterin és
bizonyos foszfolipidek, illetve ez a transzporter szerepet játszik a vérben
a nagy sûrûségû lipoproteinek (HDL) összeszerelésében. Az is ismert,
hogy a vérben mindig megtalálható S1P a HDL-formákban koncentráló-
dik. Feltételezésünk szerint a S1P exportjában szerepet játszhat az ABCA1
transzporter is, mely hipotézisünket vad típusú és mutáns ABCA1 fehér-
jéket expresszáló emlôssejtvonalakon (humán B-limfocita, MDCK,
HEK293) teszteljük. Tríciált Sph alkalmazását követôen idôben követjük a
jelölôdött S1P mennyiségét a sejtben és a médiumban. Az ABC transz-
porterek különbözô inhibitorainak alkalmazásával tanulmányozzuk azt
is, hogy mely egyéb ABC transzporterek játszhatnak szerepet a S1P ex-
portjában.

P-04 Multidrogrezisztens HIV-1 proteinázok 
jellemzése és összehasonlítása

Bander P., Bagossi P., Boross P., Tôzsér J.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A HIV-1 proteáz (PR) egy 11 kDa molekulatömegû aszpartil enzim, mely
homodimer formában aktív. Az enzim nélkülözhetetlen a retrovírus élet-
ciklusában, a fertôzôképes vírusrészecskék kialakulásában, éppen ezért
az egyik fô terápiás célpont. Napjainkban már számos proteinázinhibitor
klinikai használatban van, de problémát okoz a magas mutációs ráta. A
megjelenô mutáns formák esetében az inhibitorok hatékonysága nagy-
ságrendekkel csökken, vagy hatástalanná válik a kezelés. Ezért különösen
fontos a megjelenô mutációk, illetve a mutáns enzimek részletes tanul-
mányozása. Munkánk során antivirális terápiában részt vevô betegekbôl
izolált, több proteinázinhibitorra is rezisztens HIV-1 proteinázokat kíván-
tunk vizsgálni. A fehérjék expressziója pMalC2-H6 vektorrendszerben
történt, mely imitálja a HIV-1 PR prekurzor formáját, ezért a vizsgálata a
poliprotein formában lévô proteolitikus enzimforma tulajdonságairól ad-
hat felvilágosítást. Tisztítás után elvégeztük a vad típusú és mutáns HIV-1
fúziós proteinek enzimatikai jellemzését és a kapott adatok összehason-
lítását. A vizsgálatok során kapott specificitási eredményeket az enzimek
molekuláris modelljeinek figyelembevételével értelmeztük. (OTKA
T43482, T34479)

P-05 Fehérjetermelô in vitro transzlációs 
vektorok fejlesztése

Bardóczy V.1, Géczi V.1, Mészáros T.2

1 BME, Alkalmazott Biotechnológiai és Élelmiszertudományi Tanszék, Budapest;
2 SE, Orvosi Vegytani, Molekuláris Biológiai és Pathobiokémiai Intézet,
Budapest
A proteomikai kutatások egyik gyakori limitáló lépése a kérdéses fehérje
megfelelô mennyiségben és minôségben történô elôállítása. Napjaink ál-
talánosan elterjedt fehérjetermelô eljárásai élô sejtek alkalmazásán alapul-
nak, minek következtében a sejtek fiziológiáját kedvezôtlenül befolyásoló
fehérjék termeltetése különös problémát jelenthet. Az eukarióta fehérjék
elôállításával kapcsolatos további nehézség, hogy döntô részük E. coli ter-
melôszervezetben nem veszi fel a megfelelô másodlagos, harmadlagos
szerkezetet, így ezek termelése során költség- és idôigényesebb eukarióta
sejtes rendszereket kell alkalmazni. A búzacsíra-sejtkivonaton alapuló in
vitro fehérjetranszláció mentes a fenti hátrányos tényezôktôl, ily módon
ígéretes alternatívája a hagyományos fehérjetermelô rendszereknek.
Munkánk során búzacsíra-sejtkivonatra optimalizált in vitro transzlációs
vektorokat fejlesztettünk tovább. A létrehozott vektorcsalád tagjai a ligá-
lásfüggetlen klónozás (LIC) alkalmazásával lehetôvé teszik a kívánt gént
hordozó vektorok gyors és egyszerû elôállítását. A transzlációs reakcióval
szintetizált fehérjék affinitástisztításra alkalmas motívumhoz fuzionáltak,
a fehérjék elválasztását követôen a tisztításra használt motívumok pedig
proteázhasítással eltávolíthatók. A vektor funkcionálási tesztje során az in
vitro fehérjetranszlációval szintetizált fehérje kinázaktivitása nagyságren-
dekkel nagyobbnak adódott, mint az E. coli szervezetben termelté. A to-
vábbfejlesztett vektorok ezen tulajdonságai következtében megfelelnek a
modern proteomikai kutatások követelményeink, lehetôvé teszik nagy-
számú fehérje általános lépések alkalmazásával történô, gyors elôállítását.

P-06 Nod-like receptorok és funkcionális partnereik 
konstitutív és UV-B indukálta expressziója 
humán korneális epitélsejtekben

Benkô Sz.1, Tôzsér J.2, Miklóssy G.2, Kádas J.2, Csutak A.3, Berta A.3,
Rajnavölgyi É.1

DE OEC, 1 Immunológiai Intézet, Debrecen; 2 Biokémiai és Molekuláris
Biológiai Intézet, Debrecen; 3 Szemészeti Klinika, Debrecen
A Nod-like receptorok (NLR) családjának tagjai olyan citoszolikus fehér-
jék, melyek szerkezetileg hasonlítanak a természetes immunválasz ki-
alakításában szerepet játszó Toll-like receptorokhoz (TLR), illetve a nö-
vényi rezisztenciáért felelôs R-fehérjékhez. Speciális komplexek (például
inflammaszóma, szignaloszóma) részeként képesek érzékelni a patogén
vagy saját károsodott struktúrákat, IL-1b vagy IL-18 gyulladásos
citokinek termelését és/vagy az NFkB/MAPK-útvonal szabályozását be-
folyásolhatják. A korneális epitélsejtek az immunrendszer elsô védelmi
vonalaként a mikroorganizmusok elleni védekezés mellett fontosak a reti-
na traumával és stresszfaktorokkal (például UV sugárzással) szembeni
védekezésében. Míg a TLR expressziója már széles körben tanulmányo-
zott, az NLR fehérjék expresszióját eddig még nem vizsgálták humán
korneális epitélsejtekben. Munkánk során összehasonlítottunk immortali-
zált humán korneális epitélsejtvonal (HCE-T) és szemkorrekciós mûtétek-
bôl származó (PRK) humán primer korneális epitélsejtek NLR mRNS-
expresszióit Q-PCR technika segítségével. Ezen kívül vizsgáltuk, hogy
UV-B sugárzás hatására hogyan változik a korneális epitélsejtvonalban az
NLR-ek génexpressziója és citokintermelése. Eredményeink szerint a su-
gárzást követô 6. órában az általunk vizsgált NLR-ek mRNS-szintje csök-
kent. A sugárzást követô 24. órában azonban, míg a komplexeket alkotó
adaptorok (ASC, Cardinal) és enzimek (kaszpázok) szintje továbbra is
alacsony volt a kezeletlen mintákhoz képest, addig a Nalp-szenzorok
mRNS-szintjei a kontrollhoz képest nem változtak vagy indukálódtak. 
Ez felveti azt a lehetôséget, hogy UV sugárzás hatására a szenzorok érzé-
kelhetik a károsodott molekulákat, a csökkent adaptor- és kaszpázszin-
tek miatt viszont nem áll össze funkcionális inflammaszóma, nem indul
gyulladási folyamat.

P-07 Sejtfelszíni tiolfunkciót gátló nukleotid, 
s4UMP antiproliferatív hatása tumorsejtvonalakon 
és primer tumorsejteken

Berényi E.1, Benkô I.2, Beck Z.3, Tárkányi I.4 Kovács P.2, Kiss A.5, Fésüs L.1,
Aradi J.1

DE OEC, 1 Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen; 
2 Farmakológiai és Farmakoterápiai Intézet, Debrecen; 3 Orvosi Mikrobiológiai
Intézet, Debrecen; 4 III. sz. Belgyógyászati Klinika, Debrecen; 
5 II. sz. Belgyógyászati Klinika, Debrecen
A 4-tio-uridilát (s4UMP) tRNS-ekben elôforduló természetes pirimidin-
nukleotid. Hajlamos keto-enol tautomeriára, így enol formája a 4-es pozí-
cióban egy reaktív tiolcsoportot hordoz. Ez a vegyület 2–20 µg/ml kon-
centrációban számos tumorsejtvonal viabilitását csökkenti (MTT assay).
Különösen aktív leukémiák és kissejtes tüdôkarcinóma-sejtekkel szem-
ben, de más eredetû malignus sejtvonalak proliferációját is gátolja. In vivo,
egérben intravénásan adva 1000 mg/kg koncentrációban sem mutatható
ki toxikus hatása. Akut mieloid leukémiás beteg elsô diagnosztikus csont-
velôi blastsejtjeinek kolóniaképzô aktivitását azonos koncentrációban job-
ban gátolja, mint a sejtvonalak proliferációját (~10 µg/ml). Elôzetes kísér-
leti adatok azt jelzik, hogy az s4UMP apoptózist indukál, de a pontos
szignálútvonal nem ismert. Nukleotid lévén, az s4UMP nem juthat be a
sejtekbe. Reaktív tiolcsoportja sejtfelszíni eseményeket befolyásolhat,
reakcióba lépve fehérjék tiolcsoportjaival, ezáltal gátolva a sejtfelszíni oxi-
doreduktív folyamatokat, tiolfunkciókat. Fontos támadáspontja lehet a
sejtfelszíni protein diszulfid izomeráz és tioredoxin. Ezzel jó összhangban
van az, hogy gátolja a glicerinaldehid-foszfát dehidrogenáz enzimet,
melynek aktív centrumában esszenciális tiolcsoport található. Az s4UMP
ígéretes, potenciális tumorellenes ágens, melynek szabadalmi bejelentése
megtörtént, a szabadalom tulajdonosa a Debreceni Egyetem Orvos- és
Egészségtudományi Centruma lesz (PCT/HU2007/000004). Az s4UMP
elôállítását a Biomer Kft. végezte.

P-08 Magreceptorok- és koregulátoraik kölcsönhatásának
vizsgálata in vivo fluoreszcenciamikroszkópiával

Brázda P.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A magreceptorok az általuk befolyásolt folyamatok révén a többsejtû
szervezet mûködésének gyakorlatilag minden területére hatással vannak,
beleértve az embriogenezist, a homeosztázis fenntartását, a szaporodást,
valamint a sejtek növekedését és halálát. Olyan transzkripciós faktorok,
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melyek ligandumfüggô módon képesek szabályozni célgénjeik átíródá-
sát. A magreceptorok fehérjecsaládjába tartoznak a szteroidreceptorok –
például az ösztrogénreceptor és a progeszteronreceptor – és a retinoidre-
ceptorok is. Utóbbi csoportba tartozik a reténsavreceptor (RAR) és a reti-
noid-X-receptor (RXR). A mûködésüket leíró általános modell alapján li-
gandum hiányában korepresszor komplex kötôdik hozzájuk, s a transz-
kripció ekkor gátolt. Agonista ligandum hatására a lezajló konformáció-
változások nyomán koregulátorcsere történik, melynek eredményeként a
receptordimerhez koaktivátor kapcsolódik. A célgén transzkripciója ek-
kor aktív. A területen zajló intenzív kutatások ellenére számos alapvetô
kérdés vár még megválaszolásra. Munkám során a receptor–receptor-,
illetve a receptor–koregulátor-molekulák kölcsönhatását, annak dinami-
káját és ligandumkezelés hatására történô változását tanulmányozom.
Ehhez fluoreszcens mikroszkópiás eszközöket alkalmazok. Fluoreszcens
korrelációs spektroszkópiával (FCS) lehetséges fehérje–fehérje kölcsön-
hatások in vivo tanulmányozása. Így tehát a módszer segítségével élô
sejtekben tanulmányozhatók a receptordimerek és a koregulátorkomple-
xek kialakulása és mobilitása. A kísérletekhez zöld, illetve vörös fluoresz-
cens fehérjével (GFP, mRFP) fuzionált RXR, RAR magreceptor, DRIP,
ACTR koaktivátor- és SMRT korepresszorklónokat hoztam létre. A konst-
ruktumok HeLa- és COS-1-sejtekbe történô tranziens transzfekciója után
lehetséges autokorrelációs mérésekkel a fehérjék mobilitásának vizsgála-
ta, FRET és FCS alkalmazásával pedig a kialakuló kölcsönhatások tanul-
mányozása.

P-09 A poli-(ADP-ribóz) polimeráz-2 aktivitásának 
kimutatása a zsírsejt-differenciáció során

Brunyánszki A.1, Sipos A.1, A. Huber3, V. Schreiber3, Kiss B. K.2, 
Gergely P.1, Virág L.1, Bai P.1

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 2 Bôrgyógyászati Klinika,
Debrecen; 3 Strasbourg School of Biotechnology, University Louis Pasteur,
Illkirch, France
A poli-(ADP-ribóz) polimeráz-2 enzimnek (PARP-2) kiemelkedô szerepe
van a DNS-javító mechanizmusokban, bizonyos stresszfaktorok által ki-
váltott nekrózisban és több más folyamatban. Elôzetes munkánk során
kimutattuk, hogy a PARP-2 a zsírsejt-differenciációt szabályzó peroxiszó-
ma proliferátor aktivált receptor-γ (PPARγ) fontos kofaktora. A zsírsejtek
fejlôdése és differenciálódása in vitro modellekkel vizsgálható. A differen-
ciálódás folyamata két fázisra bontható. Az elsô fázist klonális expanzió-
nak nevezzük (1–2 nap). Ekkor a sejtek számos sejtosztódáson esnek át. 
A második szakasz a terminális differenciáció, ekkor a differenciálódó
sejtek citoplazmája lipidcseppekkel telítôdik (3–6 nap). Vizsgálatainkban
3T3-L1 sejtek differenciációja során vizsgáltuk a PARP-2-expresszió vál-
tozását, illetve a PARP-2-aktivitás megjelenését. A 3T3-L1 sejtek indu-
kálása után a PARP-2 expressziója megemelkedik a klonális expanzió
során, ám lecsökken a terminális differenciációban. Indukció után a
sejtekben egy kb. 70 kDa molekulatömegû, nukleáris, poli-ADP-ribozilált
sáv jelenik meg. A differenciáció 3. napjától megjelenik egy kb. 110 kDa
sáv, mely a poli-(ADP-ribóz) polimeráz-1 (PARP-1) autómodifikációjának
tekinthetô, miközben a 70 kDa sáv intenzitása folyamatosan csökken.
PARP-2-/- egérembrió-fibroblasztsejtekben (MEF) a 70 kDa sáv intenzitása
jelentôsen csökken a vad típushoz képest, vagyis a PARP-2 aktivitásához
köthetô a 70 kDa molekulatömegû fehérje módosítása, a PARP-1-/- MEF-
sejtekben nem tapasztaltunk változást a 70 kDa sáv megjelenésében. A 70
kDa sáv poli-ADP-ribozilálása specifikus PARP-inhibitorral gátolható. 
A PARP-aktivitás elsô két napon történô gátlása csökkentette a 3T3-L1
sejtek differenciálódását. A PARP-2 a zsírsejt-differenciációt tehát nem-
csak a terminális differenciáció fázisában szabályozza, hanem már az ex-
panziós fázisban is szükséges. Kísérleteink alapján különbözô jelátviteli
útvonalak játszanak szerepet a PARP-2 aktiválódásában. (FEBS Long
Term Fellowship, ETT 12/2006, OTKA K60780, Bolyai ösztöndíj, CNRS,
ULP, EDF, CEA, ARC, Ligue Contre la Cancer, ANR)

P-10 A TIMAP fehérje a tüdôendotélium 
gátfunkcióját pozitívan szabályozza

Czikora I.1,2, Oláh G.2, A. D. Verin2, Csortos Cs.1,2

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 2 Dept. of Medicine, 
Div. of Biological Sciences, University of Chicago, Chicago
A TIMAP (TGF β-inhibited membrane-associated protein) fehérje expresz-
sziós szintje az endotélsejtekben igen magas más sejttípusokhoz viszo-
nyítva. Szerkezetébôl adódódóan a MYPT család tagja, így azt feltéte-
lezik, hogy a PP1c egy regulátor alegysége az endotélsejtekben. Rekom-
bináns GST-TIMAP fehérjét állítottunk elô és pull-down assay segítségével
vizsgáltuk humán tüdôartéria endotélsejtjeinek (HPAEC) PP1c α- és β-
izoformáival való kölcsönhatását. A TIMAP a PP1c β-izoformájához

kötôdik, az α-izoformához viszont nem. A TIMAP endotéliumban
betöltött fiziológiás szerepének vizsgálatához siRNS módszert használ-
tunk. Csökkentett (<10%) TIMAP-tartalmú monorétegen mértük a sejtek
elektromos rezisztenciáját különbözô effektorok jelenlétében. A kontroll-
hoz képest a gát (barrier) funkciót erôsítô szfingozin-1-foszfát és ATP
hatása lecsökkent, míg a gátdiszfunkciót kiváltó ágenseké, thrombin és
nokodazol, megemelkedett. Ebbôl arra következtetünk, hogy a TIMAP a
gátfunkciót pozitívan szabályozza. Immunfluoreszcenciás módszerrel
kolokalizációt mutattunk ki a TIMAP és a moezin (ezrin-radixin-moesin
(ERM) fehérjecsalád tagja) között HPAEC-ben. Ezt a kölcsönhatást im-
munprecipitációval is meg tudtuk erôsíteni, így feltételezzük, hogy a
TIMAP az ERM fehérjék foszforilációs szintjének szabályozásán keresztül
fejtheti ki védô funkcióját. A HPAEC cAMP-szintjét forskolinnal meg-
emeltük, majd vizsgáltuk az ERM fehérjék foszforilációs szintjét további
kezelés nélkül, illetve thrombin adása után. A forskolin-elôkezelés a
thrombin által kiváltott gátdiszfunkciót kivédte, nem jelentek meg aktin
stresszkábelek, az ERM fehérjék foszforilációja sem emelkedett meg.
siRNS-sel kezelt sejteknél a forskolin ugyanezen hatását nem tapasztal-
tuk, amibôl arra következtetünk, hogy a TIMAP ERM fehérjéket szabályo-
zó funkciója protein kináz A-aktivitás által kontrollált. (OTKA T043133 és
az NIH HL067307, HL58064)

P-11 A szöveti transzglutamináz 
neutrofilgranulocita-differenciálódásban 
betöltött szerepének vizsgálata

Csomós K., Balajthy Z., Zahuczky G., Fésüs L.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A mieloid eredetû neutrofil granulociták differenciálódása a csontvelôben
kezdôdik, majd az innen kijutó elôalakok a keringésben válnak érett
funkcióképes sejtekké. A csontvelôi osztódó promielocitasejtek nem tar-
talmaznak szöveti transzglutaminázt (TG2), azonban a differenciálódá-
suk során az enzim indukálódik és az érett sejtek citoplazmájában és sejt-
magjában nagy mennyiségû aktív enzim mutatható ki. Az TG2 neutrofil
granulocitasejtekben betöltött szerepének megismerése érdekében két
modellrendszert vizsgálunk. Egyrészt rendelkezésünkre áll a TG2-kiütött
egértörzs, másrészt az NB4 promielocita-sejtvonal, melybôl all-transz-
retinsavas (ATRA) kezeléssel egy, a természetes neutrofil granulocita
állapothoz közeli alak differenciáltatható. Lentivirus alapú shRNS-vektor
felhasználásával az eredeti NB4 sejtvonalból létrehoztunk egy stabil TG2-
kiütött sejtvonalat, mely az ATRA-kezelés után is csak mintegy 15%-ban
képes a TG2 enzimet expresszálni. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy
amennyiben a sejtek differenciációja TG2 hiányában (KO egér), illetve
csökkentett expresszió (kiütött NB4) mellett zajlik, több, a neutrofil funk-
cióban szerepet játszó gén expressziója megváltozott indukciót mutat.
Eredményeink felvetik a sejtmagi transzglutamináz génexpressziót mo-
duláló szerepét. Annak kiderítése érdekében, hogy a TG2 mely gének
expresszióját befolyásolja a neutrofil granulociták differenciálódása
során, teljes génexpressziós vizsgálatot végeztünk DNS-microarray techni-
ka alkalmazásával. Összehasonlítva a TG2-kiütött NB4 sejtek differen-
ciálódására jellemzô génexpressziós mintázatot a normál NB4 sejtekével
100 körüli gént találtunk, amelyek legalább háromszoros expressziós
növekedést vagy csökkenést mutattak a TG2-kiütött sejtekben. A kivá-
lasztott gének mRNS-szintjének változását TaqMan low density array
használatával erôsítettük meg. Az azonosított gének között több neutrofil
funkcióval kapcsolatos gén, a sejtproliferáció, valamint az apoptózis
folyamatában szerepet játszó gén szerepel.

P-12 A humán szöveti transzglutamináz 
szubsztrátspecificitásának tanulmányozása 
in silico módszerekkel – a rendezetlen régiók
szerepe a szubsztrátfelismerésben

Csôsz É.1, Bagossi P.2, Dosztányi Zs.3, Simon I.3, Fésüs L.1

1 DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen; 2 Apoptózis
Kutatólaboratórium, Debrecen; 3 Retrovirális Biokémiai Laboratórium,
Debrecen; 4 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A transzglutaminázok (TG) a fehérjék Ca2+-függô poszttranszlációs
módosítását katalizáló enzimek, amelyek ε-(γ-glutamil)-lizin-keresztkö-
téseket hoznak létre a polipeptidláncok glutamin- és lizinoldalláncai kö-
zött. Továbbá részt vesznek a glutaminoldalláncok deamidálásában (pél-
dául gliadin, RhoA), az ε-(γ-glutamil)-lizin-keresztkötés és bizonyos ész-
terek (például p-nitrofenil-acetát) hidrolízisében és észterkötések létreho-
zásában. A TG2 és TG3 esetében kimutatták az enzim GTPáz aktivitását;
GTP jelenlétében, a TG2 G-fehérjeként a szignalizációban vesz részt. A TG2
transzamidácós szubsztrátspecificitása jelenleg nem ismert, a szubsztrát-
ként felhasznált aminosavak a fehérje felszínén helyezkednek el. Mun-
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kánk során a TG2 szubsztrátfehérjéket egy adatbázisba rendszereztük
(http://www.fuel1.biochem.dote.hu/TRANSDAB), és a kristályszerkezettel
rendelkezô fehérjékben a glutamin, illetve a lizin 3D környezetét vizsgál-
tuk. Továbbá a szekvencia alapján, az IUPred, DISPROT, VL3H predik-
torok segítségével megjósoltuk a fehérjékben a rendezetlen régió-
kat. A számos, eddig azonosított TG2-szubsztrát közül néhány fehérje tel-
jesen rendezetlen szerkezetet mutat (például β-kazein, α-szinuklein, osz-
teopontin, citokróm C stb.), míg más fehérjék esetében (például troponin
I, α-B-krisztallin, fibrinogén stb.) a szubsztrát glutamint, illetve lizint tar-
talmazó régiója rendezetlen. Az eredményeket összefoglalva feltételezhet-
jük, hogy a rendezetlen régiók fontos szerepet játszanak a TG2 szubsztrát-
specificitásának kialakításában.

P-13 Glükopiranozilidén-spiro-tiohidantoin hatása 
az inzulinérzékenységre

Docsa T.1, Hüse Cs.2, Somsák L.2, Németh J.3, Döbrönte R.3, Szilvássy Z.3,
Peitl B.3, Gergely P.4

1 MTA Sejtbiológiai és Jelátviteli Kutatócsoport, Debrecen; 2 DE TEK-TTK,
Szerves Kémia Tanszék, Debrecen; 3 DE OEC, Farmakológiai és Farmakoterápiai
Intézet, Debrecen; 4 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
A diabetes mellitus genetikai és környezeti tényezôk együttes hatására
alakulhat ki, anyagcserezavarok és érrendszeri szövôdmények képében.
A betegek többsége nem szorul inzulinkezelésre (nem inzulindependens
diabetes mellitus, NIDDM), mert rendelkeznek endogén inzulinnal, azon-
ban az inzulin nem tudja vércukorszint-csökkentô hatását kellôen kifej-
teni. A NIDDM terápiájának egyik lehetôsége az orális hipoglikemizáló
szerek alkalmazása. Korábbi eredményeinkkel bizonyítottuk, hogy a glü-
kopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (TH) a glikogén lebontásának gátlásá-
val (Ki=5-10 µM) és szintézisének elôsegítésével hatékonyan elôsegítheti a
vér normoglycaemiájának kialakítást. Munkánk során vizsgáltuk (normál
és streptozotocin indukálta diabeteses állatokban) a TH által a vér glükóz-
koncentrációjának a változására és az állatok inzulinérzékenységére ki-
fejtett hatást. Bebizonyítottuk hogy i.v. adagolt TH hatására az indukált
diabeteses állatokban csökkent a plazma glükózkoncentrációja, és növe-
kedett az állatok inzulinérzékenysége.

P-14 Elôkísérletek a mononukleáris fagociták 
fagocitotikus aktivitásának 
posztgenomikai vizsgálatához

Doró Z., Erdei S., Fésüs L., Keresztes G.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
Sejtjeink többsége rövidebb ideig él, mint a szervezetünk. Szöveteink állan-
dóan megújulnak, az öreg vagy szükségtelen sejtek elhalnak, és helyüket
újak veszik át. A szervezetünket érô fertôzések, sérülések során is rengeteg
sejt pusztulhat el. Az elhaló sejtek vagy a környezetbe távoznak, vagy gyak-
rabban a szervezetben található mononukleáris fagociták, a makrofágok és
dendritikus sejtek veszik fel és bontják le ôket. E folyamat során a teljes
szervezetünk akár évente kicserélôdhet, bizonyos sejttípusok lassabban,
mások gyorsabban. A különbözô okokból elhaló sejtek különbözôképpen is
halnak el, s a különbözôképpen elhaló sejteket a mononukleáris fagociták
különbözôképpen ismerik fel. Ennek hatására különbözô jeleket bocsá-
tanak ki, amelyek fontos információt szolgáltatnak az immunrendszer sejt-
jeinek, de feltehetôleg szerepük van a szövetek homeosztázisában és rege-
nerációjában is. A mononukleáris fagociták heterogenitást mutatnak annak
tekintetében, hogy egy adott fagocitózis-szubsztráttípust felvesznek-e vagy
sem. Nem világos az, hogy az alaktanilag és a jelenleg ismert sejtfelszíni
markerek kifejezôdése szempontjából homogénnek tûnô fagocitapopulá-
ciók miért mutatják ezt a heterogenitást. Középtávú célunk az, hogy poszt-
genomikai módszerekkel kiderítsük e heterogenitás molekuláris alapját,
illetve azt, hogy a különbözô fagocitózisszubsztrátok bekebelezése milyen
változásokat indukál a mononukleáris fagocitákban. Ahhoz, hogy poszt-
genomikai módszereket tudjunk a jelenség vizsgálatára felhasználni, szá-
mos technikai nehézséget kell leküzdenünk. Poszterünk ezen akadályok
leküzdésére tett kezdeti lépéseinket mutatja be.

P-15 Az apoptotikus sejtek felvételére képes 
mononukleáris fagociták tisztítására alkalmas 
eljárás kifejlesztése

Erdei S., Doró Z., Fésüs L., Keresztes G.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
Szervezetünkben naponta átlagosan minden ötszázadik–ezredik sejt ki-
cserélôdik, s az öreg vagy haszontalan sejtek természetes sejthalállal el-
halnak. Bár az elhaló sejteket a környezô sejtek is felvehetik, különleges
szerep jut ebben a feladatban a mononukleáris fagocitáknak, a dendriti-
kus sejteknek és a makrofágoknak. Az eddig vizsgált mononukleáris

fagocitapopulációk szinte kivétel nélkül heterogénnek bizonyultak az
apoptotikus sejtek felvételére való képesség tekintetében. E heterogenitás
oka ma még alig ismert. A heterogenitás vizsgálatát nehezíti, hogy máig
nem ismert olyan marker, amely képes lenne az apoptotikus sejteket
fagocitálni képes és képtelen sejtpopulációkat szétválasztani. Ilyen mar-
kereket legegyszerûbben úgy kereshetünk, ha az apoptotikus sejteket
fagocitálni képes és képtelen sejtpopulációkat szétválasztjuk, és a szét-
választott frakciókat összehasonlítjuk. Ilyen módszer azonban jelenleg
nem áll rendelkezésre. Kísérleteink célja egy ilyen eljárás kifejlesztése. 
A javasolt eljárásban a fagocitózisszubsztrátok apoptotizáló neutrofil
granulociták. Választásunk két okból esett e sejtekre. Egyrészt ez a sejttí-
pus maga is fagocitál, ami lehetôvé teszi a sejtek jelölését mágnesezett
részecskékkel, másrészt a neutrofil granulociták spontán apoptotizálnak.
Ilyen módon viszonylag egyszerûen elôállíthatunk mágnesezett apopto-
tikus neutrofil granulocitákat. A mágnesezett fagocitózisszubsztrátot fel-
vevô mononukleáris fagociták maguk is mágnesezôdnek, így lehetôség
nyílik az apoptotikus sejteket fagocitálni képes és képtelen mononukle-
áris fagocitapopulációk hatékony szétválasztására.

P-16 Az Ac-202, új típusú rákellenes szer 
génexpresszióra gyakorolt hatásának vizsgálata

Faragó N.1, Fehér L.2, Puskás L.1,2

1 MTA SZBK, Funkcionális Genomika Laboratórium, Szeged; 
2Avicor Kft., Szeged
Korábbi vizsgálataink során bebizonyítottuk, hogy az Ac-202 különbözô
humántumor-sejtvonalakon tumorellenes aktivitást mutat. Kísérleteink-
ben az anyag tumorellenes hatásának mechanizmusára vonatkozó infor-
mációkra voltunk kíváncsiak, amelyet a sejtekre gyakorolt génexpressziós
mintázatból kívántunk kikövetkeztetni. Munkánk során különbözô kon-
centrációban alkalmazott Ac-202 anyagot RVH melanóma-sejtvonalakon
inkubáltunk. Teljes RNS-tisztítás után a transzkripciós változásokat DNS-
chip-technikával vizsgáltuk. Ehhez 40 000 génpróbát tartalmazó oligonuk-
leotid DNS-chipeket alkalmaztunk. Több represszálódó, illetve túlexp-
resszálódó gént is azonosítottunk. A változást mutató génekre specifikus
univerzális TaqMan PCR primereket terveztünk, melyeket Sybr Green és
univerzális TaqMan PCR technikákkal elemeztünk. Több olyan gén vál-
tozását sikerült detektálnunk, amelyek az Ac-202 anyag tumorellenes
hatását megmagyarázhatják.

P-17 Inhibitorból aktivátort: sejtpermeábilis 
kalpainspecifikus aktivátor elôállítása 
és tesztelése agyszeleten

Farkas A.1, Világi I.2, Kiss D. S.2, Borbély S.2, Halasy K.3, Bánóczi Z.4,
Hudecz F.4, Friedrich P.1

1 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest; 2 ELTE TTK, Neurobiológiai
Tanszék, Budapest; 3 SzIE ÁOTK, Anatómia és Szövettan Tanszék, Budapest; 
4 ELTE TTK, Peptidkémiai Kutatócsoport, Budapest
Korábban kimutattuk, hogy a kalpasztatin A és C szubdomének 1-1 arányú
elegye in vitro aktiválja az m-kalpaint. Ennek alapján kifejlesztettünk egy
sejtpermeábilis kalpainaktiváló párt. A kalpasztatin A és C peptidekhez
oligoarginin jelzést (tag) kapcsoltunk, amely elôsegíti a fragmensek sejtbe
jutását. Az aktiváló hatást ex vivo, patkányagyszeleteken vizsgáltuk. Az agy-
kéreg és a hippokampusz alap- és hosszú távú megerôsítéses (LTP) inger-
lékenységének változását követtük nyomon. A hippokampális régióban
mind az alapingerlékenység, mind az LTP jelentôs növekedését tapasztal-
tuk az aktivátorpár hatására. Feltételezésünk szerint az aktivátorkonjugá-
tumok bármely emlôssejttípuson eredményesen alkalmazhatók a kalpai-
nok aktiválására oly módon, hogy közben az egyéb – kalciumfüggô – jelát-
viteli utak nem aktiválódnak. Ez a specifikus aktivátorpár számos új lehetô-
séget nyit a kalpainfüggô sejten belüli folyamatok tanulmányozására.

P-18 Az Ac-202, új daganatellenes vegyület 
hatásának igazolása humán sejtkultúrákban 
és állatkísérletekben

Fehér L.1, Rásó E.2, Molnár E.1, Vizler Cs.3, F. Ayaydin4, Puskás L.1

1 Avicor Kft., Szeged; 2 Országos Onkológiai Intézet, Tumorprogressziós
Osztály, Budapest; 3 MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; 4 MTA SZBK, 
Mikroszkópos Sejtanalízis Labor, Szeged
Lipidcseppecskékkel kölcsönható vegyületcsalád különbözô tagjainak
hatását vizsgáltuk konfokális mikroszkóppal és kolorimetriás sejtosztó-
dási teszttel (MTS assay) humántumor- és normál sejtvonalakban. A ve-
gyületek közül az Ac-202 citotoxikus hatást mutatott és potenciális kemo-
terápiás szernek bizonyult. Az Ac-202 fluoreszcens vegyület sejten belüli
lokalizációját és szöveti eloszlását konfokális mikroszkóp segítségével
határoztuk meg. Kísérleti állatokat különbözô idôtartamig, különféle ol-

59

K
O

N
F
E

R
E

N
C

IA



dószerben feloldott Ac-202 vegyülettel kezeltünk, melyet többféle módon
(i.v., i.p. és per os) juttattunk be. Vizsgáltuk a vegyület farmakokinetikáját
az egerek szerveibôl (szív, vese, máj, agy és tüdô) készült metszetek fluo-
reszcencia intenzitása alapján. A daganatellenes aktivitás meghatáro-
zására patkányok különbözô tumorok szubkután implantálását követôen
i.p. Ac-202-kezelést kaptak. Két óra múlva a vegyület minden vizsgált
szervbe, így a tumoros szövetekbe is felszívódott, azonban hat óra múlva
az anyag mennyisége jelentôsen lecsökkent. Patkánylépbe oltott tumor
esetén az Ac-202 anyaggal elô- és utókezelt állatokban a letapadás és
metasztázis kialakulását vizsgáltuk. Az elôkezelt állatok esetében szig-
nifikáns gátlást mutattunk ki. Továbbá 12 napon keresztül patkányokba
per os bejuttatott vegyület csökkentette egy szubkután beültetett primer
tumor növekedését is.

P-19 A minimál Escherichia coli 
fehérjetermelési képességének javítása

Fehér T.1, Karcagi I.1, Balikó G.1, Umenhoffer K.1, Gyôrfy Zs.1, Csörgô B.1,
G. Plunkett III2,3, D. Frisch2, J. Campbell2, F. R. Blattner2,3, Pósfai Gy.1

1 MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; 2 Scarab Genomics LLC, Madison, WI,
USA; 3 Dept. of Genetics, University of Wisconsin, Madison, WI, USA
Az E. coli genomjának teljes áttervezésével egy felhasználóbarát, könnyen
programozható sejtet kívánunk létrehozni. A munka egyik célja a sejt re-
kombináns fehérjegyárként való alkalmazhatóságának javítása. A genom
átalakítása során: i. a genom magját (core) megtartva a niche-specifikus
szigeteket deletáltuk (66 szegmens, 20%); ii. az összes mobilis genetikai
elemet (fágok, IS-elemek) eltávolítottuk; iii. hibás metabolikus útvonala-
kat korrigáltunk; iv. gyakorlati szempontból fontos géneket beültettünk.
Mindezek eredményeként a sejt az erôforrásokat hatékonyabban haszno-
sítja (gyorsabb növekedés), a genom stabilabb (csökkent mutációs ráta), a
sejt könnyebben transzformálható, egyes instabil plazmidok jobban fenn-
tarthatók, rekombináns fehérjék magas szinten termeltethetôk. Nem várt
módon egyes toxikus fehérjék expresszáltatásával szemben a sejt tolerán-
sabb. Ennek hátterében a ritka kodonokban gazdag génfrakció kiejtése, és
ezzel a ritka kodonokhoz tartozó aminoacil-tRNS nagyobb mennyiségben
való rendelkezésre állása állhat. További érdekesség, hogy a tervszerûen
létrehozott MDS66 és a gyakorlatban szelektált standard fehérjetermelô 
E. coli BL21 törzs az újabb adatok szerint igen sok hasonlóságot mutat
mind a géntartalomban, mind a génexpressziós mintázatban.

P-20 A Thermobifida fusca fajból izolált 
intracelluláris ββ-D-xilozidáz enzim mûködési 
mechanizmusának vizsgálata

Fekete Cs. A., Kiss L.
DE TEK-TTK, Biokémiai Tanszék, Debrecen
A Thermobifida fusca fajból izolált intracelluláris β-D-xilozidáz katalitikus
aminosav-oldalláncainak vizsgálatát specifikus kémiai módosítással végez-
tük. Az enzim által katalizált reakció sebességének pH-függése alapján
megállapítható, hogy az enzim aktív centrumában két különbözô pK-jú
aminosav-oldallánc található, egy protonált és egy deprotonált aminosav-
oldallánc, amelyek a szubsztrát hasításában vesznek rész. Annak bizonyí-
tására, hogy az aktív centrumban egy karboxiláttípusú aminosav-oldallánc
vesz részt a katalitikus folyamatban, a karboxilátot N-(3-dimetilamino-
propil)-N’-etilkarbodiimid (EDAC) katalizálta peptidkötés kialakításával
azonosítottuk, melyhez glicin-metil-észtert alkalmaztunk. Az enzim kon-
centrációfüggôen inaktiválódott a módosítás során, ami igazolta a karboxi-
láttípusú katalitikus nukleofil jelenlétét. A katalitikus nukleofil azonosí-
tására egy affinjelölôt, N–brómacetil–β–D–xilopiranozilamidot szintetizál-
tunk. Az enzimet az affinitásjelölô koncentrációfüggô módon inaktiválta,
melybôl meghatároztuk az inaktiválás sebességi állandóját, valamint a
reakció rendûségét, amely azt mutatta, hogy egy molekula affinitásjelölô
egy molekula enzimmel reagált. Annak igazolására, hogy az inaktiválási
reakció az aktív centrumban történt, kompetitív inhibitor jelenlétében is el-
végeztük az inaktiválási reakciót, aminek eredményeként a kompetitív
inhibitor megvédte az enzimet az inaktiválódástól, igazolva azt, hogy
valóban a katalitikus nukleofil szerepét betöltô aminosav-oldallánc módo-
sult. Az inaktiválódás sebességének a pH-függését vizsgálva kimutattuk,
hogy az inaktiválás sebessége az enzim pH-optimumán a legnagyobb,
ezzel is igazolva, hogy a katalitikus nukleofil módosult.

P-21 Egy szerinproteáz-homológ központi szerepe 
a Manduca sexta immunrendszerében

Felföldi G.1,2, I. Eleftherianos1, R. H. ffrench-Constant1, I. Venekei2, 
S. E. Reynolds1

1 Dept. Biology and Biochemistry, University of Bath, UK; 2 ELTE TTK,
Biokémiai Tanszék, Budapest

A Photorhabdus luminescens (Enterobacteriaceae) Gram-negatív, rendkívül
rovarpatogén baktérium, amelynek fertôzése teljesen szimbionta partne-
rétôl, Heterorhabditis sp. fonalféregtôl függ. A Photorhabdus egyik lehetsé-
ges virulenciafaktora a PrtA, amely a serralizin-családba tartozó cink-
metalloenzim. Feltételeztük, hogy az enzim szerepet játszik a fertôzés
kialakításában, s ennek bizonyítására természetes szubsztrátfehérjéket
kerestünk a dohányszender (Manduca sexta, Lepidoptera) hemolim-
fájában. Hat különbözô, a PrtA által szelektíven hasított fehérjét találtunk,
melyek közül az egyik az SPH-3. Errôl kimutattuk, hogy transzkripciója
bakteriális fertôzés hatására indukálható a M. sexta hemocitáiban és zsír-
testjében egyaránt. RNS-interferencia (RNSi) technika használatával inak-
tiváltuk az SPH-3 gént, aminek következtében az SPH-3 mRNS-szintje
nullára zuhant mind a zsírtestben, mind pedig a hemocitákban, valamint
drasztikusan lecsökkent a rovarok túlélési ideje Photorhabdus-fertôzést kö-
vetôen. További kísérleteink kimutatták, hogy az SPH-3-géncsendesítés a
Manduca immunfelismerô fehérjéinek (Hem, Iml-2, PGRP, PRSP, βGRP-1,
βGRP-2) génátírására (mRNS-szintjére) semmilyen hatással nincsen,
viszont az összes eddig ismert, effektor funkciót ellátó immunfehérje
(attacin, cecropin, lebocin, lizozim, moricin, profenoloxidáz) mRNS-szint-
je nullára lecsökkent. Ezek a megfigyelések azt bizonyítják, hogy: i. a PrtA
egyik hatása az immunválasz koordinálásának gátlása; ii. az SPH-3 köz-
ponti szerepet játszik a M. sexta immun-jelátviteli rendszerében; iii. nem
egy, hanem két, jobbára független jelátviteli útvonal létezik az immunfel-
ismeréstôl a génexpresszió-szabályozás felé.

P-22 Az aktivációs domén glicin-csuklópontjainak
szerepe a tripszin aktivációjában és mûködésében

Gombos L., Kardos J., Patthy A., Medveczky P., Szilágyi L., 
Málnási-Csizmadia A., Gráf L.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A tripszinszerû szerin proteázok sajátos aktivációs mechanizmussal ren-
delkeznek, melynek során a zimogén egy rendezetlen doménje (aktivá-
ciós domén) rendezett szerkezetet nyer. E folyamat során az aktivációs
domén szegmensei konzervált glicin-csuklópontok körül fordulnak el.
Munkánk célja az volt, hogy megvizsgáljuk a konformációs flexibilitás
szerepét az aktiváció folyamatában oly módon, hogy a csuklópontokban
található glicineket alaninra cseréltük helyspecifikus mutagenezis révén.
Megvizsgáltuk a mutációk hatását mind az aktivációt kísérô konformá-
ciós átmenetre, mind pedig a tripszin katalitikus mechanizmusára. Mu-
tánsaink zimogénszerû szerkezetet mutattak, melyet bizonyos aktivációs
doménszakaszok megnövekedett flexibilitása, a molekula N-terminálisá-
nak fokozott hozzáférhetôsége, valamint az aktív hely deformitása jelle-
mez. Mindez arra utal, hogy a csuklópontok körüli flexibilitás csökken-
tése gátolja a zimogén/aktív enzim átalakulást, így eltolja a két forma
közötti egyensúlyt a zimogén forma irányába. Szubsztrátanalógok kötô-
dése azonban az aktív forma irányába tolja el az egyensúlyt, mivel inhi-
bitorkötött állapotban a mutáns tripszinek is a vad típushoz hasonló szer-
kezeti jellemzôket mutattak. A zimogenitás mértéke jól korrelált a k cat

csökkenésével, illetve a KM növekedésével. Mindezek alapján arra követ-
keztetünk, hogy a zimogénszerû szerkezet aktívvá történô átalakulása
indukált illeszkedés mechanizmussal történik.

P-23 Nagy áteresztôképességû tesztelési 
eljárások alkalmazása: kémiai, biokémiai 
és sejt alapú módszerek

Hegedûs Cs.1, Kovács I.1, Kovács K.1, Kónya K.2, Pazurik I.2, Patonay T.2,
Virág L.1

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 2 DE TEK-TTK, Szerves Kémiai
Tanszék, Debrecen
A modern gyógyszerkutatás alapja a gyógyszerjelölt molekulák azono-
sítása nagy áteresztôképességû tesztelési, ún. high-throughput screening
(HTS) módszerekkel, melyek akár több százezer vegyület vizsgálatára is
alkalmasak. Ennek a tipikusan gyógyszergyári környezetben mûködô tech-
nológiának egyetemi környezetben is van létjogosultsága, mivel a gyógy-
szergyárak csupán egy szûk célmolekula-spektrumra fókuszálnak, az egye-
temi HTS viszont az akadémiai szféra alapkutatásaihoz kapcsolódva alkal-
mas kutatási célú gátlószerek, illetve kisebb betegségcsoportok gyógyszer-
fejlesztési szempontból is ígéretes molekuláinak azonosítására. Vizsgála-
tainkban kémiai, biokémiai és sejtes alapú módszerek beállításával indítjuk
útjára a Debreceni Egyetem HTS-laboratóriumát, mely rendelkezik egy
Tecan Freedom EVO folyadékkezelô robottal, Tecan 384 fejes mikrotála-
mosóval, Perkin-Elmer Victor V3 többszörös jelöléshez is alkalmas mikro-
tála-olvasóval, valamint a sejtes vizsgálatokhoz egy komplett sejttenyésztô
egységgel. Vizsgálatainkhoz a Debreceni Egyetem jelenleg 2000 molekulát
tartalmazó molekulabankjának (http://ret.chem.klte.hu/ret) vegyületeit hasz-

60

K
O

N
F
E

R
E

N
C

IA



náltuk. Egyszerû kémiai reakcióval (ABTS dekolorizációs teszt) antioxidáns
hatású vegyületeket azonosítottunk a molekulabankban. Enzimatikus
módszerrel a poli-(ADP-ribóz) polimeráz 1 (PARP-1) potenciális gátlószere-
it kerestük, míg Jurkat humán T-sejtvonalon citotoxikus, illetve citoprotek-
tív vegyületeket azonosítottunk Alamar Blue redukción alapuló eljárással.
A laboratórium szolgáltatásai mind az egyetemi mind a külsô partnerek
rendelkezésére állnak (http://www.parp.dote.hu/htslab.html). (RET 06/2004,
OTKA K60780, ETT257/2006)

P-24 Egy új proteázinhibitor-variáns kifejlesztése 
szerin proteázok hatékonyabb izolálására 
és proteomikai vizsgálatához

Héja D., Pál G.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A szerin proteázok olyan létfontosságú élettani folyamatokban vesznek
részt, mint például az emésztés, véralvadás, immunfolyamatok stb. Ezen
enzimeket a részletes vizsgálathoz nagy tisztaságban kell elôállítani. A
tisztítás során gyakran használnak egy – tanszékünkön elôállított – E. coli
baktérium által termelt, széles specifitású inhibitort, az ecotint. Az ecotin
erôsen köt egy sor szerin proteázt, például a tripszineket, kimotripszi-
neket, elasztázokat, a véralvadási faktorok közül pedig a Xa és XIIa fehér-
jéket. Az ecotin homodimer fehérje, melyben a két alegység nem kovalens
módon kapcsolódik egymáshoz. Egy dimer egyszerre két proteázt képes
gátolni. Az ecotint eddig úgy használták affinitáskromatográfiás célra,
hogy a nem kovalens dimert nem irányított módon kötötték kovalens
kötésekkel a szilárd felszínhez. Ez két potenciális nehézséggel jár: a mole-
kulák egy része proteáz kötésre alkalmatlan módon rögzül a felszínen, il-
letve a használat során azon dimerek, melyek csak egyik alegységükön
keresztül rögzültek, elveszthetik a nem kovalensen rögzített alegységet.
Ezen problémák elkerülésére rekombináns DNS-technikákkal két lényeges
változást hoztunk lére az ecotinban. Egyrészt az egyik alegység C-termi-
nálisát egy rövid peptidszakasszal a másik alegység N-terminálisához kap-
csoltuk. Az így létrehozott egyláncú formában a két alegység immár ko-
valensen kapcsolódik össze. Másrészt az összekötô peptidben elhelyeztünk
egy ciszteint. Ezen a felszíni ciszteinen keresztül az egyláncú ecotin irá-
nyított módon köthetô szilárd felszínhez. Igazoltuk, hogy az új variánsok
nagy mennyiségben termelhetôk egyszerû bakteriális rendszerben, és meg-
ôrzik az eredeti vad típusú forma aktivitását. Ugyancsak igazoltuk, hogy
a szabad ciszteinen keresztül az új forma irányított módon szilárd fázisra
köthetô, és sikeresen használható affinitáskromatográfiás célokra.

P-25 Regulált és nem regulált miozin II izoformák 
S2 fragmentumainak összehasonlító vizsgálata

Hóbor F., Süveges D., Kardos J., Nyitray L.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A miozin II izoformák között szabályozottságuk alapján két fô típus kü-
löníthetô el: a regulált és a nem regulált miozin II. A nem regulált miozi-
noknál a reguláció az aktinhoz kapcsolódó troponin–tropomiozin komp-
lexen keresztül valósul meg. Ezzel szemben a regulált miozinoknál a
szabályozás a regulációs könnyû lánc foszforilálásával (sima izom, nem
izom miozin II) vagy közvetlenül a Ca2+-ionkoncentráción keresztül
(kagylóizom) történik. A sima izom és a kagylóizom miozin II fehérjéinek
kikapcsolt állapotában a fejek visszahajlanak és interakcióba lépnek a csa-
vart csavar szerkezetû S2 doménnel (szubfragmentum 2), azaz a miozin-
rúd fejhez kapcsolódó N-terminális régiójával. Ennek tükrében azt várjuk,
hogy a miozin II fehérjénél a rúd proximális részének flexibilitása megha-
tározó lehet a különbözô izoformák mûködésénél. Kísérleteink során re-
gulált (kagyló- és csirke-simaizom), és nem regulált (emlôsszív- és -váz-
izom) miozin II S2 fragmentumok stabilitását vizsgáltuk spektroszkópiai
(cirkuláris dikroizmus) és kalorimetriás (differenciálit pásztázó kalori-
metria) módszerekkel. Eredményeink szerint az S2 nagyobb stabilitást
mutat a nem regulált miozinok esetében, ahol szerepe csupán a két fej
együtt tartása, mint a regulált miozinoknál, ahol fontos funkcionális sze-
repet is betölt. Feltehetôleg a kikapcsolt, aszimmetrikus szerkezet csak
úgy jöhet létre, ha az S2 N-terminális régiójában a csavart csavar szerke-
zetû dimer letekeredik. Kísérleti adatainkat alátámasztják a kagylómiozin
II S2 röntgendiffrakciós szerkezetei, valamint in silico szekvencia-
elemzések és molekuladinamikai szimulációk. (OTKA K61784, TS49812)

P-26 A DLC foszforilációja – egy érdekes szabályozás
Hódi Zs.1, Molnár T.1, Buday L.3, Schlett K.2, Rapali P.1, Kardos J.1, 
Stafford W. F.4, Nyitray L.1

ELTE TTK, 1 Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 Élettani és Neurobiológiai Tanszék,
Budapest; 3 SE, Orvosi Vegytani, Molekuláris Biológiai és Pathobiokémiai
Intézet, Budapest; 4 Boston Biomedical Research Institute, Watertown, MA, USA

Az eukarióták egyik legkonzervatívabb fehérjéje a 10 kD molekulatö-
megû dinein könnyû lánc. A humán genomban két paralógja található:
DLC1 és DLC2. Elôbbit a dinein, míg utóbbit a miozin Va alegységeként
írták le, de ezen motorfehérjéken kívül számos egyéb (>60) kötôpartnerük
ismert. Szerkezetét tekintve a DLC homodimer, és a dimerizációval létre-
jövô árokba kötôdnek a partnerfehérjéi. Korábbi munkáinkban már is-
mertettük a DLC2 általunk feltérképezett kötôhelyét a miozinon, és az
ezen belül található három aminosavas, alternatívan kifejezôdô B exon
esszenciális szerepét a DLC kötésben. Miután kiderült, hogy a DLC szint-
je sok mellrákos sejtben megemelkedik, és hogy ez kapcsolatba hozható a
DLC Ser88 PAK1 kináz általi foszforilációjával, ezen a vonalon folytattuk
a kísérleteket. Ser→Glu-cserével mimikáltuk a DLC foszforilációját, hogy
stabil fehérjét kapjunk in vitro kísérletekhez. Gélszûréssel, CD-spekt-
roszkópiával és analitikai ultracentrifugálással bizonyítottuk, hogy a mu-
táns DLC szerkezetét tekintve monomer, aminek a két, térben nagyon kö-
zeli foszfát/glutamát az oka. A monomerizáció hatására azonban eltûnik
a kötô árok is, így elvileg nem tudja kötni a partnereit. Ezt igazoltuk is
néhány fehérjefragmentummal (nNOS, PAK1), ám meglepetésünkre a na-
gyobb, stabil csavart csavar szerkeztû (tehát stabil dimer) miozin Va frag-
mentum kötötte a monomer DLC fehérjét is, ellentétben a monomer mio-
zinfragmentumokkal. Ez a felfedezés új távlatokat nyithat a DLC mûkö-
désérôl és szabályozásáról alkotott eddigi elképzeléseinkben, mert föl-
veti, hogy a foszforiláció a kötô partnerek közti szelekcióban (is) szere-
pet játszhat. (OTKA K61784, TS49812)

P-27 Kalcineurin vizsgálata humán 
melanóma-sejtvonalakban

Juhász T.1, Matta Cs.1, Szíjgyártó Zs.2,3, Zákány R.1

DE OEC, 1 Anatómia, Szövet- és Fejlôdéstani Intézet, Debrecen; 
2 Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 3 MTA Sejtbiológiai és Jelátviteli
Kutatócsoport, Debrecen
A melanoma malignum cutis az epidermis pigmenttermelô sejtjeibôl, a
melanocitákból kiinduló, rosszindulatú daganatos megbetegedés. Mélyen
invazív és metasztatizáló variánsai nagyon rossz túlélési prognózissal jár-
nak. A melanómasejtek nagyfokú apoptózisrezisztenciát mutatnak, me-
lyért részben a Ras-Raf-MEKK-ERK-útvonal hiperaktivitása felelôs. Kísér-
leteinkben két eltérô biológiai viselkedésû humán melanóma-sejtvonalban
vizsgáltuk a kalcineurin (Ca-/kalmodulinfüggô Ser/Thr protein foszfatáz)
funkcióit, melynek specifikus farmakológiai inhibitora a ciklosporin A
(CSA). A HT-168M1 egy májmetasztázisból elôállított, míg a WM35 egy
metasztázist nem adó, de invazív (a bazális membránt áttörô, a der-
miszben megjelenô) primer melanómából izolált sejtvonal. A WM35 sejtjei
alacsonyabb szintû kalcineurinfehérje-expressziót és enzimaktivitást
mutatnak, amint azt Western blot, illetve enzimaktivitás-mérések segít-
ségével találtuk. A MEKK-inhibitor PD098059 (2’-amino-3’-metoxi-flavon)
vegyületet a melanómasejtek tápfolyadékához adva a kalcineurin fehérjé-
je alig detektálható a Western blot módszerrel, míg RT-PCR eljárással az
mRNS-szint – feltehetôleg kompenzatorikus – enyhe emelkedését láttuk.
Boyden-kamrában, kemoattraktánsként fibronektint használva, a WM35
sejtjei erôteljesebb migrációs aktivitást mutatnak, mint a HT-168M1 sejt-
vonal sejtjei. CSA-kezelésre ellentétesen reagáltak a migráció során a sejt-
típusok: a HT-168M1 sejtjei közül a kezeletlen kontrollhoz képest többen
migráltak, míg a WM35 sejtjeinek migrációs képessége erôteljesen
csökkent. Eredményeink arra utalnak, hogy a kalcineurin szerepet játszhat
a melanómasejtek invazivitásának és apoptóziskészségének szabályo-
zásában. (DE OEC Mecenatúra grant, OTKA K60620, ETT 083/2006)

P-28 Foszfatázinhibitorok és a MYPT1 szerepe 
a retinoblasztóma-fehérje defoszforilációjában

Kiss A.1,2, Lontay B.1, Márkász L.3, Oláh É.3, Gergely P.1,2, Erdôdi F.1,2

1 MTA Sejtbiológiai és Jelátviteli Kutatócsoport, Debrecen; 2 DE OEC, Orvosi
Vegytani Intézet, Debrecen; 3 DE OEC, Gyermekgyógyászati Klinika, Debrecen
A retinoblasztóma-fehérje (pRb) foszforilációja fontos szerepet játszik a
sejtciklus során a G1/S-átmenet szabályozásában. A pRb defoszforilációjá-
ban a protein foszfatáz-1 (PP1) katalitikus alegységek (PP1c) szerepét felté-
telezik, a folyamatot szabályozó regulátor alegységet azonban még nem
azonosították. Irodalmi adatok a pRb és a miozin foszfatáz holoenzim re-
gulátor alegysége (MYPT1) kölcsönhatására utalnak. Ezért THP-1 leuké-
miás sejtekben tanulmányoztuk foszfatázinhibitorok és a MYPT1 lehetsé-
ges szerepét a pRb foszforilációs szintjének és degradációjának szabályo-
zásában. Immunprecipitációs és pull down kísérletekkel igazoltuk a MYPT1
és a pRb kölcsönhatását, valamint fluoreszcens mikroszkópia segítségével
kimutattuk részleges kolokalizációjukat is THP-1 sejtek sejtmagjában.
Foszfatázaktivitás-mérésekkel igazoltuk a MYPT1 szerepét a PP1c pRb
szubsztráthoz való irányításában. Az apoptózist indukáló daunorubicinos
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(DNR) kezelés növelte a sejtek foszfatázaktivitását. A protein foszfatázokat
gátló kalikulin-A (CL-A) csökkentette a DNR által kiváltott kaszpáz-3-
aktiválódás és pRb-degradáció mértékét, miközben növelte a pRb T826,
valamint a MYPT1 T695 és T850 oldalláncainak foszforilációs szintjét. CL-
A-kezelés hatására a MYPT1 részlegesen a citoplazmába transzlokálódik.
Mindezek a tényezôk a foszfatázaktivitás átmeneti csökkenését és a pRb
foszforilációs szintjének növekedését eredményezhetik. Eredményeink sze-
rint a PP1c pRb szubsztráthoz történô irányításában a MYPT1 fontos sze-
repet játszhat, és ez a miozin foszfatáz új szabályozó funkciójára utal.
(BIOINKUB-DEBIOINK, ETT 244/2006, Mecenatura 07/2005)

P-29 A Drosophila CalpA gén expressziójának vizsgálata
Kókai E.1, Pop F. S.2, Molnár I.2, Farkas A.3, Dombrádi V.1, Friedrich P.3,
Gausz J.2, Ádám G.2

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 2 MTA SZBK, Genetika Intézet,
Szeged; 3 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A Drosophila-genomban négy kalpaingén található, amelyek közül csak
kettô terméke, a CalpA és a CalpB rendelkezik kalciumfüggô tiolproteáz-
aktivitással. Kutatásaink során a CalpA gén szöveti kifejezôdését vizsgál-
tuk az egyedfejlôdés különbözô szakaszaiban, CalpA-specifikus ellen-
anyag segítségével. E. coli baktériumban rekombináns 6xHis-CalpA fehér-
jét termeltettünk, amelynek felhasználásával poliklonális anti-CalpA
ellenanyagot állítottunk elô nyúlban. A CalpA gén szerkezete egy hosz-
szabb (2928 bp) és egy rövidebb (2341 bp) mRNS átíródását is lehetôvé
teszi. Az anti-CalpA antitest felismeri a hosszabb mRNS-rôl képzôdô 94
kDa, és az ebbôl autolízissel keletkezô 81 kDa molekulatömegû fehér-
jéket. Az antitest segítségével megállapítottuk, hogy a 94 kDa fehérje a
Drosophila egyedfejlôdésének minden szakaszában, a 81 kDa méretû pe-
dig csak az elsô két lárvális stádiumban van jelen. A második és harmadik
stádiumú lárvákban megjelenik egy 62 kDa méretû sáv is, amely a rövi-
debb mRNS-rôl átíródó fehérjének felelhet meg. A kompeticiós kísérletek-
ben a rekombináns CalpA fehérje jelenléte gátolta a specifikus jelek kiala-
kulását. Immunhisztokémiai vizsgálataink kiegészítik a CalpA szöveti
eloszlására vonatkozó korábbi adatokat. Kimutattuk, hogy a CalpA fehér-
je az általános membránlokalizáció mellett a legtöbb sejtben a sejtmagok-
ban is kimutatható. Korai embriókban a CalpA az aktinsejtváz mentén
található, a poszterior részen erôsebb felhalmozódással. Petekamrákban
már a fejlôdés legkorábbi szakaszában megjelenik, s a késôbbi stádiumok-
ban mind a csírasejtek, mind a follikuláris sejtek sejtmembránja mentén és
a sejtmagokban is megtalálható. Tesztiszekben a mitotikus sejtekben és a
spermatocitákban egyaránt kifejezôdik, ahol szintén membrán- és sejtma-
gi elhelyezkedést mutat. A CalpA fehérje kettôs lokalizációját a lárvális
szövetek közül a zsírtest, a gyûrûmirigy és az aorta sejtjeiben is ki lehet
mutatni. Ezeken kívül lárvában a CalpA a központi idegrendszer néhány
sejtjében is látható, illetve az imágókorongokban, ahol erôs expresszió
figyelhetô meg. (OTKA 060723)

P-30 A kalcineurin szerepe az endotélsejtek 
citoszkeletonjának újrarendezôdésében

Kolozsvári B., Bakó É.
DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
Az endotélsejtek konfluens monoréteget alkotnak az erek belsô falán. Fe-
ladatuk, hogy szelektív gátat képezzenek a keringô vér és a szövetek kö-
zött. A citoszkeleton elemeinek átrendezôdése, az aktin-mikrofilamentu-
mok és az aktin–miozin kölcsönhatás változásai meghatározzák például
az endotélsejtek alakját és a vaszkuláris gát (barrier) integritását. Gyulladá-
sos folyamatokban bioaktív ágensek hatására az endotélsejtek kontrakció-
ja és így a sejtek közötti hézagok képzôdése figyelhetô meg, a gátfunkció
sérül, többek között a miozin könnyû lánc foszforilálásának következmé-
nyeként. A reverzíbilis fehérjefoszforiláció számos sejtfolyamat szabályo-
zásában kiemelkedô jelentôségû. A foszforiláció protein kinázok, a defosz-
foriláció protein foszfatázok révén valósul meg. A kalcineurin (protein fosz-
fatáz 2B, PP2B) kalcium/kalmodulinfüggô foszfo-Ser/Thr-specifikus en-
zim, mely két alegységbôl, katalitikus (CnA) és regulátor (CnB) domének-
bôl áll. A katalitikus alegységnek három izoformáját mutatták ki endotél-
sejtekben (α, β, γ), amelyek pEGFP vektorban készített konstruktjai koráb-
bi munkánk eredményeként rendelkezésünkre állnak. Kutatásaink során 
a kalcineurin katalitikus alegység különbözô izoformáinak szerepét vizs-
gáljuk emlôs-endotélsejtvonalban (CPAE CCL-229). Tanulmányoztuk a
PP2B szerepét, a gátfunkció és a citoszkeleton szabályozásában sejt- és mo-
lekuláris biológiai módszerekkel. Vizsgáltuk a CnA alegység különbözô
izoformaplazmidjaival tranziensen transzfektált endotélsejtek citoszkele-
tonszerkezetének változását thrombinkezelést követôen. Vizsgálataink ar-
ra mutatnak, hogy a kalcineurin fontos szerepet tölthet be a gátfunkció
regenerálásában, a diszfunkció megszüntetésében. (OTKA K60620)

P-31 Az uracil-DNS-degradációs faktor 
szerkezet–funkció vizsgálata csonkított mutánsaival

Kónya E., Pukáncsik M., Békési A., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
Az uracil-DNS-degradációs faktor (UDE) fehérje nem mutat azonosítha-
tó homológiát egyetlen eddig azonosított nukleázcsaláddal sem. Az UDE
fehérjéhez hasonló szekvenciákat összehasonlítva öt konzervált motívum
azonosítható, melyekbôl az elsô duplikált. A másodlagos szerkezet vizs-
gálatából kiderült, hogy a duplikált fragmens fôleg α-helikális. A limitált
proteolízis eredményei arra utalnak, hogy a katalitikus kötôhelyet va-
lószínûleg a megfelelô konzervált motívumok alakítják ki. Olyan UDE-
mutáns fehérjéket tervezünk, melyek a konzervált motívumokat eltérô
módon tartalmazzák. Az elsô csonkított mutáns (1-157 aminosav) csak az
elsô motívumot tartalmazza az N-terminálison. Ez a fehérje inaktív, és
nem vágja az uracil-DNS-t. A második csonkított mutáns (1-248 amino-
sav) a duplikált motívum mindkét tagját magába foglalja. A harmadik
mutáns tervezésénél figyelembe vettük a limitált proteolízisra vonatkozó
eredményeket, melyek szerint a C-terminális régió rendezetlen, flexibilis.
Ezt a régiót levágva olyan csonkított mutánst hoztunk létre (1-340 amino-
sav), mely az összes konzervált szegmenst tartalmazza, és feltehetôleg
proteolízisre kevésbé érzékeny. Reményeink szerint ezen mutáns kristá-
lyosításával képet kaphatunk a teljes enzim szerkezetérôl. Célunk az UDE
fehérje szerkezeti felderítése csonkított mutánsai által nagy áteresztô-
képességû (HTP) krisztallográfia segítségével. Az eddigi kristályosítási
kísérleteink sikertelenségét az N- és C-terminális végeken lévô rendezet-
len régió is okozhatta, így a csonkított mutánsok segítségével nemcsak a
szerkezetrôl, hanem a fehérje funkciójáról is felvilágosítást kaphatunk.
Ezenkívül az 1-157 konstrukt multidimenzionális NMR-vizsgálatokra is
megfelelô méretû, így itt oldatbeli szerkezetmeghatározás is lehetséges.
(HHMI, GVOP, EUFP6)

P-32 Jelátviteli szfingolipidek sejten belüli 
kalciumfelszabadításának lehetséges 
mechanizmusai: kalmodulin a hiányzó láncszem?

Kovács E., Liliom K.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A szfingozin-1-foszfát (S1P) és a szfingozil-foszforil-kolin (SPC) újonnan
felismert jelátvivô molekulák. Érdekességük, hogy mind elsôdleges, mind
másodlagos hírvivôk lehetnek. Míg sejtfelszíni G-fehérje-kapcsolt recep-
toraik azonosítottak és jól jellemzettek, addig nem sokat tudunk intracel-
luláris célfehérjéikrôl. Másodlagos hírvivôként legismertebb hatásuk,
hogy a sejt belsô raktáraiból kalciumot képesek felszabadítani – máig még
tisztázatlan módon. Az SPC vegyületrôl kimutatták, hogy képes aktiválni
a rianodinreceptort, az endoplazmatikus retikulum egyik kalciumcsator-
náját. A kalmodulin, az egyetemes kalciumszenzor, a rianodinreceptorhoz
kötôdve szabályozza annak mûködését. Korábbi munkáinkban kimutat-
tuk, hogy az SPC kötôdik a kalmodulinhoz, és disszociáltatja a kalmodu-
lin–célfehérje komplexet, így gátolja a célfehérjék kalmodulin általi akti-
vációját. Ennek alapján feltételeztük, hogy az SPC úgy szabadít fel kalci-
umot a belsô raktárakból, hogy a kalmodulint disszociáltatja a rianodin-
receptorról, így befolyásolja annak mûködését. Hipotézisünk igazolására
a rianodinreceptor kalmodulinkötô doménjét tartalmazó peptid és a kal-
modulin kölcsönhatását vizsgáljuk SPC és S1P jelenlétében. Danziljelölt
fehérje, valamint a peptid triptofánfluoreszcenciája egyaránt azt mutatja,
hogy az SPC disszociáltatja a kalmodulin–rianodinreceptor peptidkomp-
lexet, míg az S1P nem. A jelenség további megértéséhez agyból, illetve
szívizomból preparált endoplazmatikus retikulumon mérünk SPC hatá-
sára bekövetkezô kalciumfelszabadulást kalmodulininhibitorok, vala-
mint feleslegben adott kalmodulin jelenlétében. Eredményeink alapján
valószínûsíthetô, hogy a kalmodulin a hiányzó láncszem az SPC és a ria-
nodinreceptor között.

P-33 A Drosophila kalpain B enzimének mûködése 
foszforilációval regulálható

Kovács L.1, Alexa A.2, Sperka T.3, Tôzsér J.3, Dombrádi V.1, Friedrich P.2

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet; Debrecen; 2 MTA SZBK, Enzimológiai
Intézet, Budapest; 3 DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet,
Debrecen
A kalpainok Ca2+-aktivált neutrális, citoplazmatikus tiol proteázok, me-
lyek sokoldalú szerepet játszanak a sejten belüli jelátviteli folyamatokban.
Szubsztrátfehérjéiken limitált proteolízist hajtanak végre, ezáltal új funk-
cionális állapotba hozva ôket. A Drosophila melanogaster mint modellorga-
nizmus segíthet megérteni az emlôs-, illetve humán életfolyamatok mole-
kuláris szintjeit, így e viszonylag egyszerû szervezetben számos kérdés
könnyebben megválaszolható a kalpain és a protein kináz rendszerek
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kölcsönhatásával kapcsolatban is. Ezért tanulmányoztuk a Drosophila
kalpain B foszforilációját és az enzim aktivitását különbözô foszforilációs
állapotban. In vitro körülmények között igazoltuk a rekombináns kalpain
B foszforilácóját protein kináz A katalitikus alegységgel (PKA), MAP
kináz 1 (ERK1) és MAP kináz 2 (ERK2) enzimekkel. Azt tapasztaltuk,
hogy a PKA 0,2 ± 0,04; az ERK1 0,56 ± 0,29; az ERK2 pedig 0,94 ± 0,4 fosz-
fátcsoportot épít be a polipeptidláncba. Tömegspektrometriás módsze-
rekkel meghatároztuk a PKA, ERK1 és ERK2 enzimeken a foszforilációs
helyeket. Azt találtuk, hogy a PKA a Ser845 és az ERK1/ERK2 enzimek a
Thr747 oldalláncot foszforilálják. Az így foszforilált kalpain B aktiváló-
dását és aktivitását fluoreszcens dipeptidszubsztráttal (NYAMC), illetve
egy fehérjeszubsztráttal (MAP2c) követtük. Azt találtuk, hogy az ERK2
enzimmel végzett foszforiláció a kalpain B aktiválódást majdnem kétsze-
resére (1,9 ± 0,3), az aktivitást közel másfélszeresére növeli. A többi kináz
hatásának elemzése és az in vivo foszforiláció igazolása jelenleg folyik.
(OTKA 60723, Bolyai János Kutatási Ösztöndíj – Alexa Anita)

P-34 A szöveti transzglutamináz hatása 
a makrofágok gyulladási citokintermelésére

Köröskényi K., Sarang Zs., Fésüs L., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
Az apoptotikus sejtfelvétel gyulladáscsökkentô hatásával kapcsolatban
általánosan elfogadott az a nézet, miszerint abban a fôszerepet egy im-
munszuppresszáló hatású szolubilis molekula, a transzformáló növe-
kedési faktor β (TGF-β) játssza. A TGF-β biológiailag inaktív fehérje for-
májában termelôdik, makrofágok által történô aktiválásában részt vesz a
szöveti transzglutamináz (TG2) is. Intézetünkben korábban megfigyelték,
hogy TG2-/- egerekben az apoptotikus sejtek fagocitózisa zavart szenve-
dett, és a májban az apoptózist gyulladás kíséri. Kísérleteinkben ezért azt
kívántuk vizsgálni, hogy a TG2 hiánya befolyásolja-e az apoptotikus
sejtek gyulladási citokintermelést (IL-6, TNF-α) csökkentô hatását hasüre-
gi és csontvelôi ôssejtekbôl differenciáltatott, Toll-like receptoron (TLR) ke-
resztül ható lipopoliszachariddal (LPS) stimulált makrofágokban in vitro.
Kísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a TG2 távolléte nem – ezáltal az
aktív TGF-β hiánya sem – befolyásolta a gátlás létrejöttét és mértékét. Ez
azt mutatja, hogy a közvetlen gátlás folyamatában nem vesz részt sem a
TG2, sem a TGF-β. Emellett mindkét makrofágtípusnál TG2 hiányában a
sejtek magasabb szintû gyulladási citokintermeléssel reagáltak LPS-sti-
mulációra. A TG2 tehát gátló módon beleszól a gyulladási citokinek TLR
mediálta indukciójába, adataink alapján azonban nem TGF-β-függô mó-
don. Transzferkísérleteink során azt tapasztaltuk, hogy a makrofágok ter-
melnek parakrin módon ható molekulát, mely a TLR fehérjéken kiváltott
hatást csökkenteni képes, azonban a csökkenés TGF-β hiányában, illetve
a TGF-β hatásának blokkolásakor is megfigyelhetô volt. Ez nem zárja ki
egyértelmûen a TGF-β részvételét a folyamatban, csupán kétségbe vonja
annak központi szerepét, és egyéb, eddig nem azonosított molekula –
vagy molekulák – létezését veti fel. Emellett a csökkentô hatás LPS vegyü-
letekkel, illetve apoptotikus sejt felülúszójával kezelt makrofágok
felülúszóival is kiváltható volt. (OTKAT049445 ETT100/2033)

P-35 NADPH-termelés az endoplazmás 
retikulum lumenében

Margittai É.1, P. Simona2, B. Angelo2, Bánhegyi G.1

1 SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest; 2 Dept. Pathophysiology, 
Experimental Medicine and Public Health, University of Siena, Siena, Italy
Az endoplazmás retikulum (ER) lumene a citoszoltól elkülönült piridin-
nukleotid-készletet tartalmaz. A lumen reduktázainak, egyebek között a
11β-hidroxi-szteroid dehidrogenáz 1-es típusának (11βHSD1) kofaktor-
ellátásához szükség van a NAD(P)H folyamatos újratermelésére. A
11βHSD1 kulcsszerepet játszik a glukokortikoidok prereceptoriális akti-
válásában, s így a metabolikus szindróma patogenezisében is. A jelenlegi
feltételezések szerint a hexóz-6-foszfát dehidrogenáz (H6PDH) az ER lu-
minális kompartimentumának legfontosabb NADPH-generáló enzime.
Szubsztrátellátását az ER glukóz-6-foszfát transzportere (G6PT) biztosítja.
A H6PDH szerepét vizsgálva patkánymáji mikroszomális vezikulákban
megállapítottuk, hogy az intraluminális piridinnukleotidok túlnyomó-
részt redukált állapotban vannak, és a redoxstátusz fenntartásában a
H6PDH aktivitásnak fontos szerepe van. A H6PDH és a 11βHSD1 szoros
kooperációját a kolokalizáció és a közös kofaktorkészlet biztosítja.
Humán granulocitákban kimutattuk a G6PT, H6PDH és 11βHSD1 jelen-
létét. A G6PT gátlószerei apoptózist okoztak, melyet antioxidánsokkal,
illetve a 11βHSD1 redukált szubsztrátjaival ki lehetett védeni. Az ered-
mények szerint az ER intraluminális NADPH-szintjének fenntartása anti-
apoptotikus hatású a granulocitákban. A G6PT–H6PDH–11βHSD1 rend-
szer elemeit patkány epididimális zsírszövetébôl származó mikroszómá-

kon is kimutattuk. Feltevésünk szerint adipocitákban a rendszernek sze-
repe lehet a szénhidrátfogyasztást követô lokális glukokortikoid-akti-
vációban, s így a trigliceridraktározásban. Bár a H6PDH alapvetô fontos-
ságúnak tûnik az ER luminális redoxhomeosztázis fenntartásában, a
H6PDH-génkiütött egér életképes és gyakorlatilag tünetmentes. Ez arra
utal, hogy a H6PDH mellett más dehidrogenázok is részt vesznek az int-
raluminális NADPH-termelésben. Patkánymáj-mikroszómában kimutat-
tuk, hogy a lumenben NADP+-függô izocitrátdehidrogenáz- és malát-
dehidrogenáz-aktivitás mérhetô. Az aktivitások látensek voltak, csak a
membrán permeabilizálása után váltak mérhetôvé. Bár az izocitrátdehid-
rogenáz-aktivitás kinetikai paraméterei eltértek a citoszolban található
enzimétôl, immunoblot-vizsgálatban a citoszolbeli izoenzim elleni antitest
reagált a luminális formával. Összefoglalás-képpen megállapíthatjuk,
hogy az ER lumene több, NADPH-generálásra képes enzimet tartalmaz.
Az enzimek NADPH-termeléshez való in vivo hozzájárulásának felmé-
rése további vizsgálatokat igényel.

P-36 Ionotróp purinerg receptorok 
a differenciálódó kondrocitákon

Matta Cs.1, Fodor J.2, Juhász T.1, Szíjgyártó Zs.3,4, Csernoch L.2, Zákány R.1

DE OEC, 1 Anatómia, Szövet- és Fejlôdéstani Intézet, Debrecen; 2 Élettani
Intézet, Debrecen; 3 Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 4 MTA Sejtbiológiai 
és Jelátviteli Munkacsoport, Debrecen
Az in vitro porcdifferenciáció szabályozásában számos Ca2+-függô jelátvi-
teli útvonal játszik fontos szerepet. Kondrogenikus modellünkben a csir-
keembriók végtagtelepeibôl elôállított primer „nagy sûrûségû” mezen-
chimális sejtkultúrákban 6 nap alatt spontán porcképzôdés történik. A te-
nyésztés különbözô napjain a kultúrák sejtjeiben az intracelluláris (i.c.)
Ca2+-szintet floureszcenciás módszerrel megmérve a tenyésztés 3. napján
átlagosan 140 nM i.c. Ca2+-koncentrációcsúcsot detektáltunk. A csúcsot
kiváltó kalcium az extracelluláris közegbôl származik, mert a 2. és a 3. na-
pon adott Ca2+-kelátor (EGTA) hatására elmarad az i.c. Ca2+-szint emelke-
dése. A detektált Ca2+-csúcs szükséges a porcdifferenciációhoz, mert
EGTA-kezelés után a dimetil-metilénkékkel metakromáziásan festôdô
porc mennyisége csökkent. A membránba beépülô mobilis Ca2+-iontransz-
porter, Ca2+-ionofor, a A23187 kis koncentrációban (0,1 µg/ml) használva
szignifikánsan fokozta a porcképzôdést, míg nagyobb (1 és 5 µg/ml) kon-
centrációban gátolta azt. A porcosodó kultúrák sejtjei Ca2+-szint-emel-
kedéssel reagálnak az extracellulárisan adott 180 µM ATP-re, a sejtválasz
idôfüggést mutat: ATP hatására csak a 3. tenyésztési napon mértünk Ca2+-
szint-emelkedést. A sejtválasz jellege ionotróp purinerg receptorként vi-
selkedô Ca2+-csatornák jelenlétére utal, RT-PCR reakciókkal sikerült kimu-
tatnunk a P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 és P2X5 purinoreceptorok mRNS-ét,
illetve Western blot és immuncitokémiai festési techikával igazoltuk a leg-
több receptor jelenlétét a sejtekben és a sejtmembránban. Az expressziós
mintázat alapján valószínûsíthetô, hogy az extracelluláris Ca2+-ionok a
P2X1 és a P2X3 receptor segítségével juthatnak be a sejtekbe a differenciá-
ció 3. napján. (DE OEC Mecenatúra program, OTKA K60620, T49151, ETT
083/2006)

P-37 Mutáns deltaretrovírus-proteázok vizsgálata
Matúz K., Boross P., Bagossi P., Miklóssy G., Tôzsér J.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A retrovirális proteázok (PR) jelentôs szerepet játszanak a retrovírusok
fertôzôképességének kialakulásában. A proteázok mûködésének jobb
megismeréséhez az enzimkinetikai tulajdonságok jellemzése mellett fon-
tos a proteázok szerkezeteinek meghatározása is. Mivel a potenciális
kemoterápiai célpontul szolgáló humán T-sejtes leukémia- (HTLV) és
marhaleukémia- (BLV) vírusok teljes hosszúságú proteázainak szerkeze-
tei még nem ismertek, ezért olyan módosított proteázokat terveztünk,
amelyek vizsgálatával lehetôvé válhat ezen deltaretrovírus-proteázok
kristályosítása. A teljes hosszúságú HTLV-1 proteázt eddig még az enzim
autodegradációs és aggregációs hajlama miatt nem sikerült kristályosí-
tani, ezért olyan mutánsokat terveztünk és állítottunk elô, amelyek
gátolják az autodegradációt (M37K, A43K), valamint csökkentik az enzim
aggregációját (L72D, F80D). A négy mutáns proteáz közül hármat (M37K,
A43D, L72D) proteolitikusan aktívnak találtunk kis kultúrában végzett
expressziós kísérleteink során. Ezen enzimeket nagyobb léptékben exp-
resszáltattuk és tisztítottuk összehasonlító autodegradációs és aggregá-
ciós kísérletek elvégzéséhez. A BLV proteáz esetében az enzim N-ter-
minális autoprocesszálási helyét módosítva, MBP-PR fúziós fehérjét
expresszáltattunk, ami enzimatikusan aktívnak bizonyult. Az így módosí-
tott PR a vad típusú enzimmel való összehasonlító enzimkinetikai vizs-
gálatok elvégzése után felhasználható szerkezetmeghatározásra alkal-
mas kristályok elôállítására.
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P-38 Az amiloidszálak törésének szerepe 
a ββ2-mikroglobulin polimerizációjában

Micsonai A.1, Gráf L.1, Závodszky P.2, Y. Goto3, Kardos J.1

1 ELTE TTK, Biokémia Tanszék, Budapest; 2 MTA SZBK, Enzimológiai Intézete,
Budapest; 3 Institute for Protein Research, Osaka University, Osaka, Japan
Napjainkban egyre súlyosabb problémát okoznak a fehérjék kóros agg-
regációjával kapcsolatos degeneratív betegségek, mint például az Alzhei-
mer- és Parkinson-kór. Munkánk során az MHC-I molekula egyik alegy-
sége, a vesedialízishez kötött amiloidózis kialakulásáért felelôs β2-mikro-
globulin (β2m) in vitro aggregációját vizsgáltuk. A folyamat erôsen nuk-
leációfüggô, magok hozzáadására a β2m késedelem nélkül amiloidszála-
kat képez, míg a tisztán monomereket tartalmazó oldat polimerizációja
csak hosszú idôbeli elmaradási fázis után indul el. Az irodalomban a
spontán nukleáció jelenségével magyarázzák a elmaradási fázis végét
jelentô felgyorsult reakciót. Egy másik lehetséges magyarázat a szálak
törése és az így keletkezô polimerizációra képes új szálvégek keletkezése.
Ennek kimutatásához hosszú szálakat növesztettünk, alacsony magkon-
centrációt és a spontán nukleációhoz szükségesnél alacsonyabb monomer-
koncentrációt alkalmazva. Azonban ezen reakciók esetében is tapasztal-
tunk elmaradási fázist és felfutást, ami a szálak törésével magyarázható.
Hipotézisünket a reakció kinetikájának fluoreszcenciaspektroszkópiai
vizsgálatával és elektronmikroszkópos felvételekkel bizonyítottuk. Kimu-
tattuk, hogy a szálak érzékenyek a mechanikai behatásokra is. Alkottunk
egy modellt és egy számítógépes szimulációt, mellyel a kísérleti eredmé-
nyekhez illeszthetôk a száleloszlásra és -kinetikára vonatkozó elméleti
paraméterek. Eredményeink arra utalnak, hogy a szálak törése in vivo sze-
repet játszhat a betegség idôbeli lefutásában, és akár egyetlen β2m ami-
loidszál kialakulása is elindíthatja a betegség kifejlôdését.

P-39 A többszörösen telítetlen zsírsavak 
és anyagcseretermékeik hatása 
a magreceptor-specifikus célgének expressziójára

Mihály J., R. Rühl
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
Az olyan többszörösen telítetlen zsírsavak (PUFA), mint a linolénsav, eiko-
zapenténsav és arachidonsav, esszenciális tápanyagok, valamint a retino-
id-X-receptor (RXR), a peroxiszóma-proliferálást aktiváló receptor (PPAR)
α/β/γ és a retinsavreceptor (RAR) magreceptorok tápanyag jellegû
aktivátorai. Ezen zsírsavak monohidroxilált anyagcseretermékei a hid-
roxi-eikozatetrénsav (HETE), hidroxi-eikozapenténsav (HEPE) és hidroxi-
oktadiénsav a PPAR-fehérjék erôsebb aktivátorai. Ezeket a zsírsavakat 
és anyagcseretermékeiket MM6 (humán monocita) sejtekbe inkubáltuk
10-6-10-9 M koncentrációban, majd RT-QPCR segítségével határoztuk meg
olyan magreceptorspecifikus célgének expresszióját, mint a zsírsavkötô
protein (FABP4) és az adipocitadifferenciációval kötött protein (ADRP),
melyek PPAR-célgének, valamint a transzglutamináz, amely RAR/RXR
célgén. Fiziológiailag, valamint táplálkozás szempontjából releváns kon-
centrációjú zsírsavak és metabolitok esetében a magreceptorcélgéneknek
csak alacsony transzkripciós aktivitását tudtunk megfigyelni, hatékony
szintetikus agonisták aktivitásához képest. PUFA-vegyületek RXR-ago-
nistákkal történô együttes kezelésekor magasabb aktiválás figyelhetô
meg. E kísérletek alapján azt állapítottuk meg, hogy a PPAR PUFA és
PUFA-anyagcseretermékek általi transzkripcióját fôleg mindkét hetero-
receptor dimerligálása közvetítette. Különbözô endogén RXR-agonisták
kombinálási kísérletei folyamatban vannak annak érdekében, hogy táp-
lálkozás szempontjából lényeges, magreceptorok által mediált génaktivi-
tást határozzunk meg.

P-40 Mutáns HIV-1 proteázok transz 
domináns gátló hatása

Miklóssy G., Kádas J., Matúz K., Tôzsér J., Bagossi P.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A retrovirális proteázok jelentôs szerepet töltenek be minden replikáció-
kompetens vírus életciklusában. Elsôdleges szerepük a Gag és a Gag-
(Pro)-Pol prekurzorfehérjék funkcionális részekre való hasítása, ami a ví-
rusokat éretté és ezáltal fertôzôképessé teszi. Az AIDS-terápiában meg-
határozó szerepet töltenek be a különbözô proteázinhibitorok, ezek azon-
ban az enzimben bekövetkezô mutációk miatt kialakuló rezisztens tör-
zsek esetében már nem hatásosak. Mivel a proteázalegységek dimerizá-
ciója az aktivitás elôfeltétele, ezért az inaktív, de dimerizációra képes
monomerek alternatív gátlási lehetôséget jelenthetnek. Elônyük a kis mo-
lekulájú inhibitorokkal szemben, hogy nagy kölcsönható felületük miatt
kevésbé érzékenyek a rezisztenciát okozó mutációkkal szemben. Mo-
lekuláris modellezés segítségével olyan mutáns HIV-1 proteázmono-
mereket terveztünk, amelyekben a szubsztrátkötô zsebet aminosav-oldal-

láncokkal töltöttük fel a természetes szubsztrátok kötôdésének meg-
akadályozására. Az in vitro gátlásvizsgálatokat a laboratóriumunkban ki-
dolgozott mikrotiterlemezen történô fluoreszcens mérési módszer segít-
ségével végeztük a fehérjék újratekeredése után. Sejttenyészetben a gátlás
hatásfokát egy génterápiás HIV-1 vektorrendszer elemeinek felhaszná-
lásával teszteltük, melynek során 293T-sejteket transzfektáltunk a vad és
a mutáns proteázokat expresszáló plazmidokkal, majd a felülúszóban
lévô virionok fertôzôképességét áramlási citométerrel vizsgáltuk. (OTKA
T43482)

P-41 Ac-202: egy új típusú rákellenes szer 
molekuláris célpontjának felderítése 
Avi-LinkTM affinitáskromatográfiával

Molnár E.1, Fehér L.1, F. Ayaydin2, Farkas A.3, Krizbai I.3, Puskás L.1

1 Avicor Kft., Szeged; 2 MTA SZBK, Mikroszkópos Sejtanalízis Laboratórium,
Szeged; 3 MTA SZBK, Biofizikai Intézet, Szeged
Az Avicor Kft. által kifejlesztett Avi-LinkTM affinitásoszlop olyan kémiai-
lag módosított üvegszemcséket tartalmaz, amelyek felületükön többféle
funkciós csoportot hordoznak, így különösen alkalmasak gyógyszerjelölt
kismolekulák kikötésére, majd az ezen kismolekulákkal kölcsönható fe-
hérjék affinitáskromatográfiával történô azonosítására. Az Ac-202 – egy
új, potenciális kemoterápiás szer – molekuláris célpontjait is ezzel a mód-
szerrel határoztuk meg. Több, általunk azonosított fehérje – irodalmi ada-
tok alapján – a lipidcseppecskékben és az endoplazmatikus retikulumban
fordul elô. A fluoreszcens Ac-202 vegyületet ugyanezekben a sejtalkotók-
ban mutattuk ki, így az affinitáskromatográfia eredményei összhangban
állnak a vizsgált kismolekula sejten belüli lokalizációjával.

P-42 Amiláz enzimek szubsztrátkötô alhelyeinek 
vizsgálata molekuláris modellezéssel

Mótyán J. A.1, Bagossi P.2, Harangi J.1

DE 1 TEK-TTK, Biokémiai Tanszék, Debrecen; 2 OEC, Biokémiai és Molekuláris
Biológiai Intézet, Debrecen
Az α-amilázok α(1→4)-glikozidos kötéseket hidrolizálnak. Vizsgálatukat
széles körû ipari alkalmazásuk és a humán eredetû enzimek diagnosz-
tikai szerepe indokolja. Az amilázok szerkezet–funkció összefüggéseinek
tanulmányozására lehetôséget biztosítanak a röntgendiffrakciós mérések-
kel meghatározott 3D szerkezetek és a kísérletes enzimkinetikai és ter-
mékmintázat-elemzési adatok. Munkánk során olyan számítógépes eljá-
rás kidolgozását tûztük ki célul, amelynek segítségével vad típusú és mu-
táns α-amiláz enzimek mûködését tudjuk magyarázni, illetve a késôb-
biekben jósolni a 3D szerkezeti modellek segítségével. Munkánk alapját a
tanszéken korábban vizsgált olyan α-amiláz enzimek képezték, melyek
termékmintázat-elemzését és alhelytérképezését elvégezték. A modell fel-
állításához humán nyál-α-amiláz (vad típus, W58L, Y151M mutáns) és
árpa-α-amiláz (vad típus, Y105A/F/W, Y105A/T212Y, T212Y mutáns)
enzimeket használtunk. A bontási kép meghatározása kromofór csoportot
tartalmazó malto-oligoszacharid-szubsztrátsorozatok segítségével tör-
tént, amelybôl az alhelyek kötési energiáit a tanszéken kifejlesztett SUMA
(SUbsite Mapping of α-Amylases) számítógépes programmal határoztuk
meg. Eljárásunkban az alhelyek kötési energiáit a röntgenkrisztallográfiai
vagy a homológ modellezéssel felépített 3D szerkezetek molekuláris me-
chanikai számításokból kapott enzim–szubsztrát kölcsönhatási energiaér-
tékekbôl számoltuk ki. Módszerünk kalibrálásához a SUMA programmal
korábban kiszámolt energiaértékeket használtuk, a korrelációs együttható
értéke 0,7–0,9 volt. Tesztelésre új mutánsok bontási képét határoztuk meg,
amelyet összehasonlítottunk a modellünk által jósolttal. Az eljárás fel-
használható lehet különbözô α-amilázok mûködésének gyors jóslására
anélkül, hogy költséges és hosszadalmas kísérletes folyamatban határoz-
nánk meg a hasítási képet és az alhelyek kötési energiáit.

P-43 A switch-2 aktívhelyhurok szerepe 
a miozin 5 processzív mûködési mechanizmusában

Nagy N., Kovács M.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A vezikuláris transzportot végzô miozin 5 processzív motorfehérje, amely
kétfejû egyedi molekulaként számos enzimciklus és mechanikai lépés el-
végzésére képes az aktinról való leválás nélkül. Ezt az teszi lehetôvé, hogy
a miozin-5-fej az ATP-áz ciklusidô nagy részét aktinhoz kötve tölti. Me-
chanizmusa ezért drasztikusan eltér az izommiozin-2-étôl, mely ciklus-
idejének túlnyomó részét az aktinfilamentumról leválva tölti, hogy ne
akadályozza a többi fej által hajtott elmozdulást. A switch-2 hurok vala-
mennyi miozin nukleotidkötô helyének konzervatív szerkezeti eleme
(aminosav-szekvenciája LDIXGFE). Az X pozíciót miozinosztályonként
különbözô aminosav foglalja el (miozin 2 fehérjében A vagy S, miozin 5
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fehérjében Y). Az ATP kötését követôen a switch-2 konformációváltozása
(nyitott–zárt átmenet) során a switch-2 peptidgerince az ATP-molekulával
a hidrolízishez kulcsfontosságú hidrogénkötést létesít. A switch-2 peptid-
ben lévô X pozíciónak a miozin 5 mechanizmusában betöltött szerepét
pontmutáns miozin-5-konstrukciókkal (Y439A, Y439S, Y439E) vizsgáltuk.
A mutánsokat egyensúlyi és tranziens kinetikai, valamint fluoreszcencia-
spektroszkópiai vizsgálatokban hasonlítottuk össze a vad típusú kontrol-
lal. Az ATP-kötés hatására bekövetkezô triptofánfluoreszcencia-változás
mértéke (amely a switch-2 konformációváltozását is jelzi) összhangban állt
a konstrukciók ATPáz-aktivitásával: a switch-2 kinyílását elôidézô mutá-
ciók a foszfátfelszabadulás gyorsításán keresztül az ATPáz-aktivitás nö-
vekedését okozták. Eredményeink arra utalnak, hogy a switch-2-hurok az
ATP-hidrolízisben játszott szerepén kívül a termékfelszabadulás modulá-
lásával teszi lehetôvé a miozin 5 processzív mûködését.

P-44 IL2-indukált Stat5-kötôhelyek genomeszintû
azonosítása leukémiás T-sejtvonalban

Nagy Zs. S.1, Bálint B. L.2, Nagy L.2, R. A. Kirken1

1 Dept. of Biological Sciences, University of Texas at El Paso, El Paso, TX,
USA; 2 DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
Az IL2 az aktivált T-sejtek fô növekedési faktora, amely számos jelátviteli
úton (Ras/Raf/Erk/Mapk, PI3K és Jak1-3/Stat5) fejti ki hatását. A Stat5
jelátvivô és transzkripciós faktornak két izoformája ismeretes, a Stat5a és
a Stat5b. Géntechnológiai úton módosított egerekkel végzett vizsgálatok
azt mutatták, hogy e két izoforma egyedi és egymással átfedô feladatokat
is ellát: míg a Stat5a fôként az emlômirigyek kifejlôdésében mûködik köz-
re, a Stat5b a növekedés szabályozásában vesz részt a növekedési hor-
monokon keresztül. A T-sejtekben azonban kritikus túlélési faktorként a
két fehérje redundáns szerepet tölt be. Korábbi vizsgálatok azt mutatták,
hogy egyebek között a limfoid és leukémiás rákos sejtekben konstituti-
ve aktív (például tirozinon foszforilált) Stat5 van jelen. Emellett humán
perifériás mononukleáris vérsejtekben és limfoid vagy leukémiás rákos
sejtekben a Stat5 expresszójának gátlása apoptotikus sejthalált indukálva
súlyosan ronthatja a sejt életképességét. Ezen eredmények alapján a Stat5-
inhibitorok a rákos sejtek túlélését gátló, új gyógyászati hatóanyagok
lehetnek. Emiatt immunológiailag jelentôs Stat5 célgének azonosítása fon-
tos célpont lett az új rákellenes gyógyászati módok fejlesztésében. Nap-
jainkig csupán néhány specifikus Stat5 célgén ismeretes. Vizsgálatunkban
IL2-indukált Stat5 célgének azonosítására törekedtünk ChIP on chip mód-
szerrel. Kit225 humán IL2-függô leukémiás T-sejteket IL2 faktorral 30 per-
cig stimuláltunk, formaldehidben fixáltunk, majd a Stat5a és Stat5b fak-
torokat kromatin-immunprecipitációval kicsaptuk. A módszer ellenôrzé-
sére a humán IL2Rα gén enhancer régióban a Stat5-kötôhely IL2-mediált
felhalmozódását mértük kvantitatív PCR módszerrel. A következô lépés-
ben a DNS-hez kötôdött Stat5 faktort amplifikáltuk, jelöltük, majd Affy-
metrix Human Promoter 1.0R array rendszerben hibridizáltattuk. A bevitt
DNS és a normál nyúlszérum mind a stimulálatlan, mind az IL2-sti-
mulált, kontrollként alkalmazott sejtekbôl megkötötte a „háttér”-DNS-t.
A statisztikai analízis hatékonyságának növelése érdekében biológiai is-
métlésekként a kísérleteket három, egymástól független ismétlésben vé-
geztük. A vizsgálat eredményeképpen várhatóan a humán promóterek-
ben az IL2-indukált Stat5-kötôhelyek genomszintû térképét kapjuk meg.
Ezt követôen a legérdekesebb gének Stat5-mediált szerepét ChIP, elekt-
roforetikus mobilitáseltolódási teszt (EMSA) és siRNS-mediált depléció,
majd kvantitatív PCR módszer segítségével validáljuk.

P-45 A falloidin nem kooperatív módon kötôdik 
az ADP.BeFx- és ADP.AlF4- aktinfilamentumokhoz

Orbán J., Lôrinczy D., Hild G., Somogyi B., Nyitrai M.
PTE ÁOK, Biofizikai Intézet, Pécs
Az aktin meghatározó szerepet játszik az eukarióta sejtek citoszkeletonjá-
nak felépítésében, a sejtek alakváltozásában és motilitásában. Az aktin
elôfordulhat monomer vagy filamentum formában. Minden aktinmono-
merhez kötôdik egy nukleotid és egy kation. A polimerizáció során a mo-
nomerekhez kötött ATP-molekulát az aktin hidrolizálja, ezért a filamen-
tumokat a foszfát disszociációját követôen ADP–aktin-protomerek építik
fel. Jelen vizsgálatainkban a tranziens ADP.Pi állapotot kívántuk tanul-
mányozni. Ennek az állapotnak az élettartama viszonylag rövid, ezért a
vizsgálatainkban ADP.BeFx és ADP.AlF4 foszfátanalógokat alkalmaztunk.
Munkánk során a pásztázó differenciálkalorimetria (DSC) módszerét
használtuk arra, hogy az ADP.BeFx- és ADP.AlF4–aktin-filamentumokban
a falloidin kötôdése által kiváltott változásokat leírjuk. Nukleotidana-
lógok és falloidin nélkül az aktinfilamentumokra jellemzô átmeneti hô-
mérséklet (Tm) 64,1 °C volt. A nukleotidanalógok (ADP.BeFx: 84,8 °C;
ADP.AlF4: 84,7 °C) vagy a falloidin (82,3 °C) kötôdésének a hatására a Tm

értéke megnôtt, ami azt mutatta, hogy megnôtt a filamentumok termikus
stabilitása. Amikor mind a falloidint, mind a nukleotidanalógokat az ol-
datokhoz adtuk, a filamentumok termikus stabilitása tovább nôtt (95,5 °C
ADP.BeFx, és 95,9 °C ADP.AlF4 esetében). Az, hogy a nukleotidanalógok
által stabilizált filamentumok termikus stabilitását a falloidin tovább tud-
ta növelni, azt mutatta, hogy a falloidin és a nukleotidanalógok más-más
molekuláris mechanizmusokon keresztül fejtik ki hatásukat az aktinfi-
lamentumokra. Egy korábbi munkánkban ismertetett stratégia szerint
megvizsgáltuk azt is, hogy a falloidin kooperatív módon kötôdik-e az
ADP.BeFx- vagy ADP.AlF4–aktin-filamentumokhoz. Azt tapasztaltuk,
hogy ellentétben a nukleotidanalógok nélkül polimerizált filamentumo-
kon mértekkel, az ADP.BeFx– és ADP.AlF4–aktin-filamentumok nem koo-
peratív módon kötik a falloidint. Megállapítottuk, hogy a falloidin által
kiváltott konformációs módosulásoknak a filamentum hossza mentén
való terjedése nem lehetséges a nukleotidanalógok által stabilizált ak-
tinfilamentumok esetében. 

P-46 A lizofoszfatidsav szerepe 
a ββ2-mikroglobulin amiloidképzôdésében

Pál-Gábor H.1,2, Gombos L.1, Micsonai A.1, Kovács E.2, Kovács J.1, Gráf L.1,
Y. Goto3, Liliom K.2, Kardos J.1

1 ELTE TTK, Biológiai Intézet, Budapest; 2 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet,
Budapest; 3 Institute for Protein Research, Osaka University, Osaka, Japan
A β2-mikroglobulin (β2m) minden sejt felszínén megtalálható immunfe-
hérje, a fô hisztokompatibilitási komplex-I (MHC-I) egyik alegysége.
Vesedialízisben részesülô betegeknél többéves kezelés során a β2m ami-
loid formában lerakódhat az ízületekben és izmokban, súlyos mozgás-
szervi problémákat okozva. A β2m amiloidszálak in vitro is növeszthetôk
alacsony pH-értéken, illetve nátrium-dodecil-szulfát (SDS) és a már fel-
nôtt szálak szonikálásával kapott magok jelenlétében semleges pH-érté-
ken. Azonban mindmáig nem tisztázott, mely tényezôk játszanak sze-
repet az amiloidképzôdésben fiziológiás körülmények között. Munkánk
során megvizsgáltuk az SDS-hez hasonló felépítésû, fiziológiásan elôfor-
duló lizofoszfolipidek esetleges szerepét a β2m polimerizációjában. A mo-
nomerek szerkezetére és stabilitására gyakorolt hatást CD-spektroszkó-
piás és kalorimetriás úton vizsgáltuk, a képzôdött amiloidszálakat fluo-
rimetriás mérésekkel, illetve elektronmikroszkópos vizsgálatokkal detek-
táltuk. Megmutattuk, hogy a lizofoszfatidsav (LPA, a vérben jelen lévô
lizofoszfolipid) képes speciális kölcsönhatásba lépni a β2-mikroglobulin-
nal. Ennek során az LPA a natív, monomer β2m szerkezetét destabilizálja,
illetve magok jelenlétében elôsegíti az amiloidszálak képzôdését. Ez fel-
veti az LPA és a hozzá hasonló szerkezetû lipidek szerepét a vesedia-
lízishez kötött amiloidózis kialakulásában.

P-47 A dUTPáz enzim mechanizmusának 
és funkciójának vizsgálata a C. elegans modellen

Pécsi I., Tóth J., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest
A dUTPáz az egyedüli olyan enzim, amely specifikus módon a dUTP
nukleotid-trifoszfát hidrolizísét katalizálja. A dUTPáz hiányában kiala-
kuló uraciltartalmú DNS kaszkádszerû káros mechanizmust indít el a
sejtben, ami a DNS fragmentálódásához vezet. Az eddig vizsgált legtöbb
fajban (például baktériumok, vírusok, humán, ecetmuslica) elôforduló
dUTPáz szimmetrikus homotrimer molekula. A Caenorhabditis elegans
dUTPáz enzime (továbbiakban cDUT) azonban az eddig ismert egyetlen
olyan forma, amelyben a monomer szekvenciák egyetlen polipep-
tidláncban találhatók 20–25 aminosavnyi összekötô régiókkal elválasztva
egymástól. Ez a szerkezet új lehetôséget nyújt a monomerek közötti kom-
munikáció tanulmányozására. Célkitûzéseink a következôk voltak: i. a funk-
ció szempontjából fontos aminosavak azonosítása homológiaszerkezeti
modellben, mutagenezis; ii. a vad típusú és mutáns fehérjék termelése és
összehasonlító szerkezeti és funkcionális karakterizálása; iii. cDUT-exp-
resszió-vizsgálata C. elegans tesztállatban. A C. elegans dUTPáz enzimét
pET45b bakteriális expressziós rendszerben termeltettük, és affinitáskro-
matográfiás úton tisztítottuk. A rekombináns fehérje mért kinetikai állan-
dói: kkat = 1,5 sec-1, KM = 3 µM. Az elsô monomer szekvenciát követô
összekötôbe egy stopmutációt vittünk be, ezzel imitálva a humán dUTPáz
homotrimer szerkezetét. A monomer azonban nem oligomerizálódott, 
és mivel a dUTPázban mindhárom aktív hely felépítésében mindhárom
monomer részt vesz, a mutáns monomer fehérje nem mutatott enzimak-
tivitást sem. Az alapkonstrukcióból kiindulva két ciszteinmutánst is ké-
szítettünk annak felderítésére, hogy a szerkezeti modell alapján valószí-
nûsített diszulfidhidaknak van-e szerepük a fehérje feltekeredésében és
aktivitásában. Az erre irányuló méréseink folyamatban vannak. (HHMI,
GVOP, EUFP6)
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P-48 Komplex gyulladásos betegség genetikai analízise
Póliska Sz.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A krónikus obstruktív légúti betegség (COPD) egyre növekvô jelentôségû
kór a világon, azonban hatásos gyógyszeres kezelése jelenleg nem ismert.
A kórkép jellemzôje a légzôfelület csökkenése, amely lassú, többnyire visz-
szafordíthatatlan folyamat. A légzôfelület csökkenésével együtt emphys-
ma és krónikus bronhitisz, valamint tüdôgyulladás jelenik meg. Az em-
physma során az alveoláris fal sérül, a gázcserefelület csökken, az alve-
oláris rendszer sérülése miatt a kisebb légutak elzáródnak, és az alveoláris
parenchyma roncsolódása a tüdô rugalmasságának elvesztéséhez vezet.
A beteg tüdejében fellépô krónikus hörgô- és parenchymagyulladás ki-
alakulásában neutrofil granulociták, alveoláris makrofágok és citotoxi-
kus (CD8+) T-limfociták vesznek részt. Az alveoláris makrofágok közpon-
ti szerepet játszanak a gyulladási folyamatok koordinálásában, különbözô
citokinek és kemokinek termelése révén. Célunk génexpressziós mintázat
felvétele, és annak meghatározása volt, hogy milyen különbségek látha-
tók a beteg- és kontrollminták között, valamint nagy áteresztôképességû
DNS-genotipizálás beállítása, s így a betegség genetikai hátterének megis-
merése. Munkánk során COPD-pozitív és -negatív páciensekbôl broncho-
alveoláris mosófolyadékot (BALF) és perifériás vérmintát vettünk. BALF-
ból alveoláris makrofágokat izoláltunk, majd RNS-t preparáltunk, a vér-
mintákból genomi DNS-t tisztítottunk. Az RNS-mintákat Affymetrix HG
U133A chipre jelöltük és hibridizáltattuk. A microarray adatokat a Gene-
Spring programban elemeztük, amelynek segítségével megkaptuk az
egyes minták génexpressziós mintázatát. Az elemzés során olyan géneket
azonosítottunk, amelyeknek expressziós profilja szignifikáns különbséget
mutat a COPD-pozitív és -negatív minták között Az Affymetrix adatokat
QPCR segítségével TaqMan low density array rendszerek futtatásával iga-
zoltuk. A genotipizálásra TaqMan assay módszert használtunk. A reak-
ciókat 384 lyukú mikrotálcán TECAN pipettázó robottal raktuk össze, és
ABI 7900-as RT-QPCR készüléken futtattuk. A vizsgálatba 580 pácienst
vontunk be.

P-49 Közös cisz reguláló elemek levélrozsda-fertôzéssel
asszociált búza-apoplasztfehérjék 
génexpressziójában

Pós V.1, Cserháti M.2, Hunyadi-Gulyás É.3, Manninger S.-né 4, 
Györgyey J.2, Medzihradszky F. K.3, Lukács N.1

1 BCE, Növényélettan és Növényi Biokémia Tanszék, Budapest; 2 MTA SZBK,
Növénybiológiai Intézet, Szeged; 3 MTA SZBK, Proteomikai Kutatócsoport,
Szeged; 4 MTA NKI, Budapest
2D-PAGE szeparálást követô MS (MALDI-TOF) analízissel egy glukán-
endo-1,3-β-D-glükozidázt, egy kitináz 1 enzimet és egy PR 1.1 fehérjét
azonosítottunk búza (Triticum aestivum L.) csíranövény apoplasztjában,
melyek levélrozsda-fertôzést (Puccinia recondita fsp. triticii) követôen a
fogékony Thatcher vonalhoz képest korábban indukálódnak és nagyobb
intenzitással expresszálódnak az Lr1 rezisztenciagént hordozó közel
izogén genotípus intercellulárisaiban. Mivel az irodalomból ismert, hogy
az azonosított enzimek rezisztens és fogékony vonalak stresszválaszában
is közremûködhetnek, feltételezzük, hogy egyes esetekben éppen eltérô
expressziójuk révén válhatnak mégis a sikeres védekezés érdemi közre-
mûködôivé. Az eltérô expresszió feltételezett okait kutatva a talált búza-
szekvenciákkal erôs homológiát (Gramene blast, e-score: <10-60) mutató
rizsgéneken (14 glukanáz, 9 kitináz és 6 PR 1.1 szekvencia) promótervizs-
gálatot végeztünk, melybôl az alábbi eredmények adódtak: PlantCare
analízissel 2, 1, illetve 5 olyan promótermotívumot találtunk, amelyek
kizárólag a leginkább homológ (a mi búzagénjeinkkel ortológnak tekint-
hetô) két glukanáz, két kitináz, illetve egy PR1.1 rizsgén promóterében
szerepelnek. Az 5 PR1.1-homológ promótermotívum közül három bizo-
nyítottan stresszindukált folyamat részese. Elôbbieken túl, a vizsgálatba
vont 29 rizsgén promóterszekvenciáin tetramerdiád-analizáló programot
alkalmazva 164 olyan tetranukleotid-párost sikerült azonosítanunk, me-
lyek mindhárom ortológ csoport legalább egy-egy tagjának promóterei-
ben meghatározott távolságban elrendezôdô, közös motívumkettôsként
definiálhatóak. Ezekbôl 41 annotált, 10 konstrukciót pedig ismerten kü-
lönféle stresszválaszokban tartanak számon.

P-50 Uracil-DNS-degradáló faktor doménanalízise
Pukáncsik M.1, Békési A.1, Zagyva I.1, Leveles I.1, Hunyadi-Gulyás É.2,
Klement É.2, Medzihradszky F. K.2, J. Bujnicki3, Vértessy G. B.1

1 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest; 2 MTA SZBK, Proteomikai
Laboratórium, Szeged; 3 Lab. of Bioinformatics and Protein Engineering,
International Institute of Molecular and Cell Biology, Warsaw, Poland
Uracil a DNS-ben citozin dezaminációjával vagy timin helyettesítésével

keletkezhet. A DNS-beli uracilt a szervezet általában hibaként érzékeli, és
a báziskivágási javító rendszer révén eltávolítja. Ezen javító rendszer elsô
eleme, az uracil-DNS glikozidáz (UDG) enzim génje hiányzik a Drosophila
melanogaster genomjából, így itt létrejöhet uraciltartalmú DNS. Drosophila-
lárvákban hiányzik a dUTPáz enzim is, ezért a DNS uraciltartalma szigni-
fikánsan megnôhet. Uracil-DNS-affinitáskromatográfia segítségével azo-
nosítottunk egy uracil-DNS-re specifikus degradáló faktort (UDE). A fe-
hérje nukleázaktivitását EDTA jelenlétében is megôrzi, azaz aktivitásához
nem igényel exogén Mg2+-ionokat. A homológ szekvenciák összerendezé-
sével öt szigorúan konzervált motívumot azonosítottunk. A fehérje má-
sodlagos szerkezetére vonatkozó szerkezeti predikció szerint az elsô két
konzervált motívum α-helikális szerkezetû. Ezen analízis eredményei azt
sugallják, hogy a kötô, illetve katalitikus helyek kialakításában mindkét
egységbôl a megfelelô konzervált régiók vesznek részt. A fehérje részletes
szerkezeti analízisét tûztük ki célul, így megkezdtük az UDE kristályosí-
tását 15 bázispár hosszú oligonukleotidok jelenlétében. Limitált proteo-
lízissel végzett kísérletek azt mutatják, hogy a DNS-kötés a konzervált
motívumok mentén történik és a fehérje konformációs változását indukál-
ja, mely szignifikáns védelmet nyújt többféle proteáz hasításával szem-
ben. Szokatlan szekvenciájának és kivételes specificitásának köszönhe-
tôen az UDE a fehérjék egy új családját képviseli, amely felismeri és deg-
radálja az uracilt tartalmazó DNS-t. (HHMI, GVOP, EUFP6)

P-51 Új Escherichia coli expressziós vektorok 
tervezése és tesztelése

Radnai L.1, Süveges D.1, Pohl G.2, Stráner P.2, Hódi Zs.1, Molnár T.1, Nyitray L.1

ELTE TTK, 1 Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 Szerves Kémiai Tanszék, Budapest
A bakteriális fehérjeexpressziós rendszerek használatát korlátozhatja a hi-
bás feltekeredés vagy a proteolitikus degradáció. Ezeket a problémákat az
expresszió sebességének szabályozásával, jól oldódó fúziós partnerek hasz-
nálatával, továbbá affinitáscímkék alkalmazásával orvosolhatjuk. Célunk
volt olyan E. coli expressziós vektorok tervezése és tesztelése, melyek a fenti
hátrányok közül minél több kivédésére képesek, valamint további elônyös
tulajdonságokkal is rendelkeznek. A pEGXT vektort a pET15b módosításá-
val, míg a pCM1 vektort a pET21c módosításával állítottuk elô. Elôbbi
használatával a rekombináns fehérje N-terminálisára zöld fluoreszcens fe-
hérje (GFP) és His-tag, míg C-terminálisára T7-tag fuzionáltatható. A GFP
stabil, jól oldódó, intenzív zöld színû, fluoreszcens fehérje, mely lehetôvé
teszi az expresszió egyszerû optimalizálását, a specifikus detektálást a tisz-
títási lépések során, továbbá a pontos, gyors és érzékeny koncentrációmé-
rést. A pEGXT rendszer alkalmas kis, izotópjelölt peptidek termeltetésére is,
mégpedig extra aminosavak nélkül a C- és N-terminálison. Ez a módszer
sokkal olcsóbb, mint a kémiai szintézis, ezért nagy jelentôségû az NMR
spektroszkópiai kutatásokban. A pCM1 vektort röntgenkrisztallográfiai cé-
lokra terveztük. Használatával nagy mennyiségû és tisztaságú, degradáció-
mentes mintához juthatunk. A célfehérje N-terminálisára kalmodulint, míg
C-terminálisára His-tag-szakaszt fuzionálunk. A kalmodulin kicsi és rend-
kívül jól oldódó fehérje, mely kalcium jelenlétében specifikusan kötôdik
fenil-Sepharose mátrixhoz, így affinitáskromatográfiát tesz lehetôvé. A deg-
radációmentességet és tisztaságot az affinitáscímkék fenti elrendezése biz-
tosítja. A kromatográfiás lépések, továbbá a fúziós partnerek proteolitikus
eltávolítása közben puffercserélô eljárásokra nincs szükség, ezért a módszer
gyors és egyszerû, a veszteségek minimálisak. (OTKA K61784, TS49812)

P-52 A szöveti transzglutamináz emeli 
a foszfatidil-szerin-kifordulás sebességét 
és a kalpain aktivitását kalciumionofór-indukált
vörösvértest elhalásában

Sarang Zs., Mádi A., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
Az érett vörösvértestek (vvt) a sejtmaggal rendelkezô sejtek apoptózisá-
hoz hasonló mechanizmussal halnak el, melynek során a sejtek zsugorod-
nak és felszínükön foszfatidil-szerin (PS) jelenik meg, amelyet felismerve a
makrofágok bekebelezik ôket. Az elhalás során a sejten belüli Ca2+-koncent-
ráció megemelkedik, melynek következtében a Ca2+-szabályozott cisztein
proteáz µ-kalpain és szöveti transzglutamináz (TG2) aktiválódik. A TG2
számos membrán alatti vázfehérjét keresztkötve felelôssé tehetô az elhaló
vvt-k Ca2+-indukált tartós alakváltozásáért és a membrán deformálható-
ságának elvesztéséért. Kalciumionofórral kezelt vvt-ket használva kimutat-
tuk, hogy a TG2-hiányos sejteknek – a vad típusú sejtekhez hasonlítva –
csökken a makrofágok általi felvétele. További kísérleteink szerint a kalcium-
ionofórral kezelt, illetve oxidatív vagy hiperozmotikus stressznek kitett
TG2-/- vvt-k felszínén lassabban jelenik a PS, mint a +/+ sejteken, és feltéte-
lezhetôen ez felelôs a csökkent makrofágok általi felvételükért. Ugyanakkor
a sejtfelszíni PS eloszlásában nem tapasztaltunk eltérést a két sejt között.
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Próbálkozásunk során, hogy a lassult PS2-kifordulásért felelôs fehérjéket
megtaláljuk, kimutattuk, hogy az aktivált TG2 képes keresztkötni a sejten
belül nem kovalensen asszociált kis és nagy kalpainalegységet. Hogy meg-
határozzuk a TG2-függô kalpain-keresztkötés hatását, megmértük in vitro
az enzim aktivitását TG2-/- és +/+ vvt-kben ionofórkezelés elôtt és után,
valamint idôben követtük a vvt-kben a kalpainszubsztrát membránvázfe-
hérje, a spektrin lebomlását. Azt találtuk, hogy a kalpainaktivitás a kalci-
umionofór-kezelt TG2+/+-sejtekben volt a legnagyobb. A kalpainnak a vvt-k
elhalásában játszott szerepének tisztázására kalpain +/+ és -/- sejtek között is
összehasonlítottuk a kalciumindukált PS-kifordulás sebességét, de nem ta-
láltunk különbséget a két sejttípus között. A következôkben vizsgáltuk a
TG2 hiányának a vvt-k in vivo élettartamára kifejtett hatását, és azt találtuk,
hogy a nincs különbség a +/+ és -/- sejtek élethosszában. Adataink arra enged-
nek következtetni, hogy a TG2 a kalpainaktivitás szabályozásán keresztül
elôsegíti a kalpainszubsztrátok lebontását és – bár a sejthalál inicializá-
lásában nem vesz részt – kalpaintól függetlenül gyorsítja a PS megjelenését
az elhaló sejteken. (OTKA T049445 és ETT 100/2003)

P-53 Androgén szteroidok bioszintézisének 
gátlása új 17ββ-exo-heterociklusos 
androszteronszármazékokkal

Szécsi M.1, Tóth I.1, Wölfling J.2, Schneider Gy.2, Julesz J.1

SZTE 1 Endokrinológiai Önálló Osztály és Kutató Laboratórium, Szeged; 
2 Szerves Kémiai Tanszék, Szeged
Szteroidoknak a 17α-hidroxiláz/C17,20-liáz, valamint az 5α-reduktáz 1-es
és 2-es tipusú izozim (5αR1 és 5αR2) által katalizált átalakulásai az and-
rogén szteroidhormonok bioszintézisének kulcslépései. A 17α-hidroxiláz 
/C17,20-liáz elsôsorban a here tesztoszterontermelésében játszik szerepet.
Az 5αR1 és 5αR2 a tesztoszteron→5α-dihidro-tesztoszteron konverziót
magukban az androgén célszervekben (például a bôrben vagy a proszta-
tában) viszik végbe. Vizsgálataink során újonnan szintetizált 17β-exo-he-
terociklusos androszteronszármazékok szteroidkonvertáló enzimekre
gyakorolt inhibitor hatását kutattuk. A C17,20-liáz, az 5αR1 és az 5αR2 
aktivitás mérését in vitro radioszubsztrát-inkubációs módszerekkel végez-
tük. Specifikus C17,20-liázgátló hatást találtunk az androszteronváz 17-es
szénatomjához nem a karbamátgyûrû nitrogénjén, hanem annak 4-es szén-
atomján kapcsolódó tetrahidro-oxazinon-szubsztituens esetén. Az N-(p-
metil-fenil)- és a dimetil-tetrahidro-oxazinon-származék specifikus 5αR1-,
illetve specifikus 5αR2-inhibitornak bizonyult. Az androszteronvázhoz
nitrogénjén keresztül kapcsolódó tetrahidro-oxazinon, valamint az öttagú
gyûrûs analóg tetrahidro-oxazolon-származék C17,20-liáz és 5αR2 kettôs
gátló hatást mutatott. Az N-(p-etil-fenil)-, illetve az N-(p-etoxi-fenil)-tetra-
hidro-oxazinon hatékony 5αR1- és 5αR2-inhibitornak bizonyult. Az új
17β-exo-heterociklusos androszteronszármazékoknál megfigyelt moleku-
laszerkezet–inhibitorhatás összefüggések értékes adatként szolgálhatnak
a célzott antiandrogén hatást enzim szinten kifejtô, új gyógyszerható-
anyagok kifejlesztésében, és hozzájárulhatnak a prosztata androgénfüg-
gô daganatos elváltozásainak (benignus hiperplázia, karcinóma) kezelé-
sében alkalmazott terápiás lehetôségek bôvüléséhez.

P-54 Az LC8 dinein könnyû láncok szerkezet nélküli
fehérjékhez vagy doménekhez kötôdnek

Szenes Á.1, Hódi Zs.1, Tompa P.2, Nyitray L.1

1 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet,
Budapest
Az eukarióták legkonzervatívabb fehérjéi közé tartoznak a 10 kD molekula-
tömegû dinein könnyû láncok (DLC; két humán paralóg génjük a DYNLL1
és a DYNLL2). Eredetileg a dinein motorfehérje alegységeként és az nNOS
enzim inhibitoraként írták le ôket, de késôbb kiderült, hogy a miozin Va mo-
torfehérjéhez, s további több mint 60 fehérjéhez kötôdnek (a csak élesztô-
kettôshibrid módszerrel, illetve fehérjekomplexek MS-analízisével kimuta-
tott potenciális kötôpartnereik száma 200 fölött van), azaz a proteom „gócfe-
hérjéinek” tekinthetôk. A sejtekben betöltött szerepük csak részben tisztá-
zott, de mindenképpen széles körû – a motorfehérjéken kargó adapterek,
egyes fehérjéket szekvesztrálnak, részt vesznek az apoptózis, a sejtproliferá-
ció, a génexpresszió szabályozásában. A DLC kötôpartnereket az IUPred
szerkezetjósló programmal vizsgálva azt találtuk, hogy szinte kivétel nélkül
vagy szerkezet nélküli fehérjék, vagy a DLC-felismerô motívumuk szerke-
zet nélküli doménben található. A bennük található rövid lineáris felismerô
motívum (SLM) gyenge konszenzusszekvencia, amely β-láncként kötôdhet
a homodimer DLC két kötôárkába. A kötôpartnerek szerkezetnélkülisége
magyarázatot adhat – legalábbis részben – a DLC promiszkuitására. A DLC-
hez kötôdés valószínûleg nem jár együtt a kötôdomén nagymértékû rende-
zetlen→rendezett szerkezeti átmenetével, de befolyásolhatja szomszédos
domének szerkezetét, interakcióit. Ezt támasztja alá, hogy sok kötôpartner-

ben találtunk a DLC kötômotívum közelében olyan szekvenciákat, amelyek
csavart csavar típusú szerkezetet vehetnek fel. A DLC molekuláris „ra-
gasztóként” a csavart csavar kialakulását, ezáltal dimerek és nagyobb fe-
hérjekomplexek kialakulását segítheti elô. Korábbi kísérleteinkben azt ta-
láltuk, hogy a DLC kötôdése a miozin Va-hoz a csavart csavar farok-
domének stabilitását jelentôsen fokozta. (OTKA K61784, TS49812)

P-55 A protein kináz Cδδ a porcdifferenciáció 
egyik szabályozó eleme

Szíjgyártó Zs.1,2, Juhász T.3, Matta Cs.3, Zákány R.3

DE OEC, 1 Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 2 MTA Sejtbiológiai és Jelátviteli
Kutatócsoport, Debrecen; 3 Anatómia, Szövet- és Fejlôdéstani Intézet, Debrecen
A PKCδ a protein kináz C család új típusú, kalciummal nem aktiválható
izoformái közé tartozik, porcdifferenciában betöltött szerepérôl nincsenek
adatok. A kondrogenezist csirkeembriók végtagtelepeibôl elôállított
primer „nagy sûrûségû” mezenchimális sejtkultúrákban vizsgáljuk, ahol
6 nap alatt spontán porcképzôdés történik, a kondrociták differeciálódása
dominánsan a tenyésztés 2-3. napján zajlik. A különbözô életkorú tenyé-
szetekbôl készített mintákban RT-PCR módszerrel a 2. és 3. tenyésztési
napokon kissé megemelkedett PKCδ-mRNS-szintet találtunk, míg immu-
noblot vizsgálatban a PKCδ erôteljesen emelkedett szintjét láttuk. A PKCδ
farmakológiai inhibitorát, a rottlerint (Ro) 2,5 µmol koncentrációban a
tenyésztés 2. és 3. napjain a kultúrák tápfolyadékához adva a metakro-
máziásan festhetô porc mennyiségének csökkenését tapasztaltuk. Megle-
pô módon a Ro-kezelések hatására a PKCδ mRNS- és fehérjeszintû exp-
ressziója is visszaszorult, ami esetleges autoreguláció lehetôségét is fel-
veti. A sejtek életképességének Ro-kezelések hatására bekövetkezô foko-
zódását 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólium bromid (MTT)
teszttel detektáltuk, míg a sejtek osztódó képességét jelzô tríciálttimidin-
beépülés mértéke erôteljesen csökkent. Ez arra utal, hogy a Ro nem cito-
toxikus, és a sejtproliferáció gátlása miatt csökkenhet a porcképzôdés,
mivel a porcdifferenciációt serkentô transzkripciós faktorok, a Sox9 és a
CREB expressziója inkább fokozódik a porcosodó sejtekben. További kí-
sérleteinkben a PKCδ konstitutive aktív katalitikus doménjének tranziens
túlexpressziójával szeretnénk pontosabb képet nyerni a PKCδ porcdiffe-
renciációra és porcképzôdésre gyakorolt hatásairól. (DE OEC Mecenatúra
grant, OTKA K60620, ETT 083/2006)

P-56 Egy új inhibitor, a blebbistatin hatása 
a miozin 2 mûködése közbeni szerkezetváltozásokra

Takács B., Gyimesi M., Kintses B., Málnási-Csizmadia A., Kovács M.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A blebbistatin nemrég felfedezett inhibitor, amely vázizom és nem izom
miozin 2 izoformákra specifikus. Korábban kimutattuk, hogy a blebbista-
tin allosztérikusan gátol: az aktinkötô árok mélyére kötve stabilizálja az
ATP-hidrolízist követô, termékkötött miozinintermediert, és így lassítja a
foszfátfelszabadulást. Jelen munkánkban azt vizsgáltuk, hogy a blebbi-
statin hogyan befolyásolja a miozin 2 motordoménnek az ATPáz-ciklus
során végbemenô konformációváltozásait. Vizsgálatainkhoz egytriptofá-
nos Dictyostelium motordomén-mutánsokat használtunk, amelyek a hely-
specifikus fluoreszcens szenzorként alkalmazott triptofánokat a motor-
domén különbözô kulcspozícióiban hordozzák (switch-1 és switch-2 nukleo-
tidkötô hurkok, illetve az erôkar bázisa). A blebbistatin a vad típusú mio-
zin 2 fehérjéhez hasonlóan gátolta a mutánsok ATP-áz-aktivitását. A mu-
tánsok fluoreszcenciaspektroszkópiai és tranziens kinetikai vizsgálatából
arra következtetünk, hogy az inhibitor az eddig ismert hatásain túl meg-
változtatja a nukleotidzseb tartalma és az aktinkötôhely állapota közötti
kapcsoltságot, mégpedig oly módon, hogy ADP jelenlétében egy aktint
erôsen kötô, „felhúzott” erôkarú intermediert stabilizál. Ez a közti állapot
– jóllehet a miozin mechanizmusában kiemelkedô fontosságú (vélhetôleg
az erôkifejtô lépés kezdôállapota) – eddig azért nem volt hozzáférhetô,
mert inhibitor távollétében igen rövid az életideje. Adataink arra utalnak,
hogy a blebbistatin a már eddig is jól kihasznált, széles körû sejtbiológiai
és fiziológiai alkalmazási lehetôségek mellett a miozinmechanizmus szer-
kezeti alapjainak felderítésében is további hasznokkal kecsegtet.

P-57 A humán bôr mindig „elszáll”? 
– a cannabinoidrendszer szerepe a humán bôr 
és függelékei növekedésének szabályozásában

Tóth I. B.1, Telek A.1, Dobrosi N.1, Géczy T.1, Borbíró I.1, C. C. Zouboulis2,
G. Kunos3, R. Paus4, Bíró T.1

1 DE OEC, Élettani Intézet, Debrecen; 2 Dept. of Dermatology, 
Dessau Medical Center, Dessau, Germany; 3 National Institute on Alcohol
Abuse and Alcoholism, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; 
4 Dept. of Dermatology, University of Lübeck, Germany
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A legfrissebb tudományos eredmények szerint a cannabinoidrendszer,
melyet korábban a neuronális és immunfolyamatok központi molekula-
családjaként jellemeztek, szerepet játszhat a sejtproliferáció szabályozásá-
ban. Jelen kísérletsorozatban a humán bôr sejtjei és függelékei növekedé-
sében vizsgáltuk a rendszer elemeit. Kombinált celluláris és molekuláris
élettani technikákat alkalmazva kimutattuk, hogy a tenyésztett humán
epidermális keratinociták, a faggyúmirigy eredetû sebociták, valamint az
izolált szôrtüszô (meglepô módon) egyrészt célpontjai, másrészt forrásai
az endocannabinoidoknak. Megállapítottuk ugyanis, hogy az endocanna-
binoid anandamid (AEA) az összes sejttípusban dózisfüggô módon gátol-
ta a proliferációt (emellett csökkentette a szôrszál elongációját) és apop-
tózist indukált. Számos agonista és antagonista alkalmazásával bebizo-
nyosodott továbbá, hogy ezen hatások a különbözô sejteken különbözô
cannabinoidreceptorok (CB) közvetítésével valósultak meg; azaz, szôr-
tüszô→CB1, sebocita→CB2, keratinocita→CB1 és TRPV1 (mely utóbbi re-
ceptor aktiválódása szintén gátolja a sejtek növekedését). Kimutattuk azt
is, hogy sebocitákon a CB2-mediált szignalizáció i. fokozza a sebociták
differenciálódását; ii. részt vesz az arachidonsav lipidtermelést növelô ha-
tásában; valamint iii. magában foglalja a protein kináz Cδ aktiválódását is.
Mivel az endocannabinoidok jelenléte az összes sejttípusban kimutatható
volt, eredményeink funkcionális, a sejtek és „miniorgánumok” növekedé-
sét önmagában gátló endocannabinoid jelátviteli rendszer mûködését
valószínûsítik a humán bôrben.

P-58 A RARαα ligálása fokozza a T-sejtek 
glükokortikoidok által kiváltott apoptózisát 
és elôsegíti a glükokortikoidreceptor mediálta 
transzkripciós folyamatokat

Tóth K. Á., Fésüs L., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen
A szteroidhormonok családjába tartozó glükokortikoidok nagy jeletôségû
antiinflammatorikus, immunoszuppresszív és antineoplasztikus aktivi-
tással bírnak, beleértve képességüket a T- és B-limfociták apoptózisának
kiváltására. A glükokortikoidok ezen tulajdonsága lehetôvé teszi széles
körû felhasználhatóságukat az olyan neoplasztikus betegségek keze-
lésében, mint a leukémia és limfóma. A timociták glükokortikoid indukál-
ta apoptózisa az egyike volt az elsôk között elfogadott programozott-
sejthalál-formáknak. Ez a hatás a glükokortikoidoknak a glükokortikoid-
receptorhoz való kötôdésén keresztül valósul meg, melynek következté-
ben a hormon–receptor-komplex a sejtmagba transzlokálódik, ahol gén-
expresszió szabályozásán keresztül alapvetô sejthalálfolyamatokat indít
el. Ismert néhány glükokortikoidok által indukálható gén, melyek közé a
GILZ (glükokortikoid által indukálható leucincipzár) transzkripciós fak-
tor is tartozik. A glükokortikoidokon kívül, a transz-retinsav és a 9-cisz-
retinsav, melyek ligandumai mind a reténsavreceptornak (RAR), mind
pedig a retinoid-X-receptornak (RXR), különbözô módokon szintén timo-
citaapoptózist szabályoznak. A retinoidreceptorok, a glükokortikoid-re-
ceptorhoz hasonlóan, a sejtmagi receptorok családjába tartoznak. A transz-
retinsav és a 9-cisz-retinsav hasonlóan aktiválják a RAR-t, míg a RXR
esetében a transz-retinsav 50-szer kisebb mértékben a 9-cisz-retinsavhoz
képest. Retinoidok jelenlétében a retinoidreceptorok RAR/RXR hetero-
dimer, illetve RXR/RXR homodimer formájában fejtik ki aktivitásukat, és
génexpressziót szabályoznak. Elôzetes kutatásaink igazolták a retinoidok
szerepét a timocita sejtelhalás indukciójában és negatív szelekciójuk sza-
bályozásában. Jelen kísérleteink arra irányultak, hogy a retinoidok befo-
lyásolják-e a timuszsejtek glükokortikoidok által kiváltott apoptózisát, ha
igen, ez mely retinoidreceptorokon keresztül és milyen mechanizmussal
történik. Immunprecipitációs és emlôskéthibrid módszert alkalmazva
igazoltuk, hogy a RARα direkt interakció révén kapcsolódik a glükokor-
tikoidreceptorhoz. További eredményeink igazolják, hogy a ligált RARα a
szintén ligált glükokortikoid-receptorral együtt transzlokálódik a mito-
kondriumba. Kimutattuk, hogy a retinoidok glükokortikoidérzékeny sejt-
vonalak apoptózisát is fokozzák, jelezve, hogy felhasználhatók lehetnek
T-sejt-eredetû, rosszindulatú daganatok kezelésében is.

P-59 A homotrimer humán dUTPáz 
szerkezet–funkció-vizsgálata

Varga B.1, Barabás O.1, Tóth J.1, Tölgyesi F.2, Fidy J.2, Vértessy G. B.1

1 MTA SZBK, Enzimológiai Intézet, Budapest; 2 SE, Biofizikai és Sugárbiológiai
Intézet, Budapest
A humán dezoxiuridin-trifoszfát nukleotid hidroláz homotrimer enzim,
mely a Dutp → dUMP + PPi reakciót katalizálja. Az azonos monomerek-
ben található öt, szigorúan konzervált motívumból épül fel a három aktív
hely. Az egyik monomer C-terminálisa átnyúlik a másik két monomer ál-
tal kialakított aktív zseb fölé. A szubsztrát bekötésekor ez a kar rázáródik

az aktív zsebre. A humán enzim nukleáris izoformájáról megmutatták,
hogy nagy szerepet játszik a multirezisztens ráksejtvonalak túlélésében.
Nagy termelékenységû expressziós rendszert sikerült létrehozni ezen izo-
forma rekombináns, His-jelzéssel ellátott változatára, valamint ugyanen-
nek a rekombináns enzimnek egy Trp-mutáns változatára. A C-termináli-
son található, szigorúan konzervált motívum fenil-alaninját cseréltük
triptofánra, kötôdési vizsgálatok fluorimetriás követéséhez. A kalorimet-
riás és fluorimetriás úton követett szubsztrátkötôdési vizsgálatokhoz a
dUTP térszerkezetileg közel azonos analógját, az α,β-imido-dUTP-t hasz-
náltuk. A foszfátpufferben végzett izotermális kalorimetriás titrálás alap-
ján nem volt egyértelmû a három kötôhely független mûködése; más
mérések azonban a foszfát/pirofoszfát ion(ok) ilyen jellegû szabályozó
szerepét nem támasztották alá. A humán dUTPáz–α,β-imido-dUTP-
komplex 3D kristályszerkezetének megoldásával láthatóvá vált a támadó
nukleofil „near-attack” konformációja. (HHMI, GVOP, EUFP6)

P-60 Toxikogenomikai szûrés nagy áteresztôképességû
nanokapilláris QRT-PCR technikával

Vass L.1, Fehér L.2, Lôrincz Zs.3, Cseh S.3, Dormán Gy.4, Puskás L.1,3,5

1 MTA SZBK, Funkcionális Genomika Laboratórium, Szeged; 2 Avicor Kft.,
Szeged; 3 Recomgenex Kft., Budapest; 4 AMRI Hungary Zrt., Budapest; 
5 Avidin Kft., Szeged
Humán hepatokarcinóma- (HepG2) sejtvonalon citotoxikus hatást mutató
anyagok által indukált génexpressziós változásokat vizsgáltunk. A HepG2
sejteket 16 órán át inkubáltuk a vizsgált anyagok LD10-koncentrációjával.
A sejtekbôl RNS-t tisztítottunk, és cDNS-átírást követôen nagy áteresz-
tôképességû, nanokapilláris kvantitatív valós idejû PCR-technikával toxi-
kológiailag releváns gének és ABC-transzportergének relatív expressziós
szintjét határoztuk meg. A vizsgált anyagok között volt ismert és isme-
retlen hatású toxikus anyag, gyógyszerhatóanyag és kombinatorikus ké-
miai könyvtárból származó kismolekula. A pozitív kontrollmintákhoz vi-
szonyítva a molekulák metabolizmusában, transzportjában szerepet ját-
szó gének mellett általános toxicitási génmarkerek expressziójának vál-
tozását is nyomon követtük. Összesen 102 gén kifejezôdését határoztuk
meg. A kapott eredmények alapján következtethetünk a citotoxikus anya-
gok lebontásában szerepet játszó metabolikus útvonalakra, esetleges mel-
lékhatásokra, és fontos információt kaphatunk potenciális rákellenes sze-
rek kifejlesztésére. A vizsgált anyagok egy része kisebb dózisban, más
indikációkban akár gyógyszerkutatás tárgya is lehet. A kapott eredmé-
nyekbôl létrehozott adatbank alkalmas lehet ismeretlen toxicitású vegyü-
letek toxikus hatásának predikciójára.

P-61 A transzglutamináz 2 
coeliakiás epitópjainak vizsgálata

Vecsei Zs.1, Király R.1,2, Bagossi P.1, Fésüs L.1,2, Korponay-Szabó I.3

1 DE OEC, Biokémiai és Molekuláris Biológiai Intézet, Debrecen; 2 MTA
Apoptózis és Genomika Kutatócsoport, Debrecen; 3 Gyermekgyógyászati
Klinika, Debrecen
A szöveti transzglutamináz (TG2) mint a legfontosabb autoantigén meg-
határozó szerepet játszik a coeliakia patomechanizmusában. Eddigi ada-
tok alapján feltételezhetô, hogy a TG-specifikus, coeliakiás antitestek
nagy része konformációs epitópok ellen termelôdik, valamint hogy az
enzim N- és C-terminális részén találhatók a fô epitópok. Ezenkívül egy
237 aminosavnyi hosszú, antigénként funkcionáló szakaszt is azonosítot-
tak a magdoménen. Vizsgálataink során a coeliakiás epitóp felépítésében
szerepet játszható aminosavakat azonosítottunk számítógépes mo-
dellezéssel, és ez alapján az enzim I. doménjén egy Arg (R), a II. (core) do-
ménen egy Glu (E), a IV. doménen pedig egy Met (M) aminosavat cserél-
tünk Ser aminosavra helyspecifikus mutációval. Kísérleteinkben ezen
mutációkat tartalmazó TG-k, és coeliakiás gyermekekbôl származó szé-
rumminták közötti kölcsönhatást vizsgáltuk anti-TG ELISA eljárással,
valamint fibronektinkötött TG felhasználásával (FBN-TG ELISA). Az anti-
TG ELISA rendszerben a coeliakiás antitestek csökkent kötôdést mutat-
tak az R- és E-mutánsokhoz (75–80%, a TG100, monoklonális anti-TG-
antitest kötôdésére vonatkoztatva, vad típus 100%). Amikor a tervezett
aminosavcserék egyszerre két doménen szerepeltek (RE dupla mutáns),
a kötôdés mértéke tovább csökkent (20%), a mindhárom aminosavcserét
tartalmazó mutáns (REM) esetében pedig már csak 15% volt. Hasonló
eredményre jutottunk, amikor az antitestek kötôdését a FBN-TG ELISA
rendszerben vizsgáltuk, a kötôdés mértéke az REM mutánshoz 30% volt.
A kísérleteinkben vizsgált coeliakiás antitestek közel azonos kötôdési
mintázatot mutattak, így valószínûsíthetô, hogy a betegség elején egy
domináns epitóp létezik. Ezen konformációs epitóp felépítésében szere-
pet játszanak az enzim I., II., illetve IV. doménjén található, egymáshoz
viszonylag közeli aminosavak is.
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P-62 Enzimjelzéses immunoassay (ELISA) 
és optikai immunszenzor (OWLS) kidolgozása 
pontyvitellogenin kimutatására

Veshtebey-Levkovets, I.1, Adányi N.2, Bukovszkaja, O.3, Blohin, Sz.3,
Szendrô I.4, Székács A.1

1 MTA NKI, Budapest; 2 KÉKl, Budapest 3 DoubleDelta Kft., Debrecen; 
4 MikroVákuum Kft., Budapest
A vitellogenin (Vtg) gerinctelenekben (rovarok) és bizonyos gerincesek-
ben (halak, kétéltûek, madarak) termelôdô tojásfehérje-elôalak, mely a
nôivarú egyedekben termelôdik, ám környezeti endokrin zavaró (EED)
hatások nyomán szintézise abnormális módon, a hím egyedekben is meg-
indulhat. A Vtg mint az EED hatások biomarkere kimutatására a vitel-
logenin típusú lipovitellin (Vtn, a Vtg egyik fehérjealegysége) két izo-
alakját különítettünk el ponty- (Cyprinus carpio) petefészekbôl, s a fehér-
jéket nyulakban immunogénként alkalmazva ELISA rendszert és immun-
szenzort fejlesztettünk a Vtg kimutatására. A Vtn extrakciós kivonásához
az aktív oogenezis stádiumában pontyovárium-mintákat gyûjtöttünk, s
pufferes mosás, majd homogenizáció után a lipovitellint tartalmazó frak-
ciót tömény szervetlen sók (kétféle Na-só és egy Mg-só) oldataival vontuk
ki. A terméket SDS-PAGE és ioncserélô kromatográfia segítségével DEAE-
cellulóz-oszlopon analizáltuk (174 kDa, 24,8%; 14 kDa, 75,2%). A tisztított
fehérjékkel 25 µg/kg dózissal vadas nyulakat immunizáltunk, majd a ter-

melt antitestet ELISA- és OWLS-mérésekhez alkalmaztuk. Szendvics
típusú ELISA rendszer kialakítására az anti-Vtn immunglobulint (aVtn)
tormaperoxidáz (HRP) jelzôenzimhez kötöttük, majd a szérumokat rög-
zített aVtn alkalmazásával ELISA rendszerben titráltuk, s a kapott aVtn–
Vtn–aVtn-HRP szendvics ELISA rendszerben a Vtn meghatározása a
0,1–5 µg/ml koncentrációtartományban volt lehetséges. Az optikai hul-
lámvezetô fénymódus-spektroszkópiai (OWLS) szenzortechnika lehetô-
vé teszi, hogy az immunkémiai folyamatot rendkívüli érzékenységgel,
szinte molekuláris léptékben, s egyszersmind valós idejû követéssel de-
tektáljuk. OWLS szenzorok kialakításához glutáraldehides kapcsolással
Vtn vagy aVtn fehérjét rögzítettünk az aminocsoportokkal módosított
SiO2–TiO2 szenzorfelületen, így a Vtg kimutatására mind direkt, mind
versengô OWLS rendszerben lehetôséget teremtve. Direkt rendszerben
aVtn antitestet (1:1000 hígítás) rögzítve a Vtg lineáris kimutatási kon-
centrációtartománya 0,5–10 µg/ml volt. Versengô rendszerben Vtg vagy
Vtn ismert koncentrációjú oldatait aVtn-oldattal (1:1000 hígítás) elôin-
kubáltuk, majd az oldatot rögzített Vtn fehérjével (3 µg/ml) érzéke-
nyített szenzorra vittük fel. A szenzorfelületre megkötôdni képes aVtn
mennyisége a mintabeli Vtg-koncentrációval fordított arányban állt, s a
Vtg lineáris kimutatási koncentrációtartománya 5–100 pg/ml értéknek
adódott. (NKFP 3A058-04, GVOP-3.1.1.-2004-05-0429/3.0, mûszertechni-
ka: MikroVákuum Kft.)
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TE-01 Multiplexed quantitative gene expression solution
using GenomeLabTM GeXP genetic analysis system

S. J. Gadher
Beckman Coulter International S.A., Nyon, Switzerland
Gene expression is used to analyze the function of one or more gene(s),
determine transcriptional regulation, elucidate signal transduction path-
ways, map expression-level polymorphisms and aid in the area of molec-
ular medicine, disease diagnosis and treatment. As a first step in the dis-
covery process it is common to employ genome-wide transcript profiling
to develop a list of candidate genes. This approach has been used to
advance the understanding of complex diseases in humans and has been
instrumental in the development of molecular medicine. Gene expression
profiling can be used to classify tumors and in doing so has shown that
tumors are far more heterogeneous than previously suspected. Further,
‘expression profiling’ of as few as 30 genes has led to the prediction of the
biological response of tumors in response to chemotherapy agents.
Similarly, Plant Biologists seek to understand the genetic underpinnings
of complex physiological processes such as the control of vegetative and
reproductive growth, the response of plants to ‘biotic’ and ‘abiotic’ stress
and how to increase the yield of agronomic and horticultural plants. To
this end, the GenomeLab GeXP Genetic Analysis System utilizes a patent-
ed, highly multiplexed PCR* (also known as qPCR, Quantitative PCR, or
real-time PCR) approach to quickly and efficiently look at the expression
of multiplexed gene sets with greater sensitivity and speed. By utilising
capillary electrophoresis technology, the GenomeLab GeXP provides a
solution for quantitative gene expression that is cost-effective. It employs
eXpress Profiling (XP-PCR), a patented technology for multiplex gene
expression profiling analysis with which up to 30 genes can be easily mul-
tiplexed in the same reaction. Such a scalable solution enables the moni-
toring of tens to hundreds of genes for up to tens of thousands of samples.
Examples of multiple applications areas for such gene expression needs
include Discovery of Gene Targets, Pathway Analysis, Biomarker Dis-
covery, Microarray Data Validation, RNAi studies, Drug Characterisation,
Development of Signatures and monitoring of Gene Regulation. With this
super-sensitive gene expression technology, microarray discoveries can
be translated into high-throughput assays with good correlation between
multiplexed PCR and microarray data. Coupled with capillary elec-
trophoresis readout, this method can be efficiently used to look at focused
sets of genes using very small amounts of total RNA (5 ng total
RNA/reaction), or varied quality of RNA. 
(Szponzor: Bio-Science Kft., Budapest)

TE-02 Mikro-RNS-expressziós vizsgálatok 
„stem-loop” RT-PCR módszerrel

Szilassy D.
Applied Biosystems – Applera Magyarország Kft., Budapest
Napjainkra világossá vált, hogy mennyire elhamarkodott volt a kódoló
géneken kívül esô genomi régiókat „hulladék” (azaz junk) DNS-nek ne-

vezni. Úgy tûnik, a humán genomban a fehérjét nem kódoló mikro-RNS
gének száma meghaladja a kódoló génekét. Az is körvonalazódik, hogy a
fajok összetettsége sokkal inkább ezen RNS-szekvenciákhoz köthetô,
mintsem a kódoló génekéhez. Évrôl évre rohamosan növekszik a mikro-
RNS-gének funkcióival kapcsolatos közlemények száma. Mikro-RNS-ek
szerepét leírták különbözô daganatok esetében, genetikai öröklôdésû
neurológiai kórképekben, illetve újabban 20 mikro-RNS exkluzív jelenlé-
tét mutatták ki humán embrionális ôssejtekben. Amilyen mértékben csi-
gázta fel a tudományos közvéleményt a mikro-RNS, olyan mértékben
nôttek az ilyen kutatásokra szánt pénzforrások. Az egymással versengô
laboratóriumok közül versenyelônye van annak, amelyik a leghatéko-
nyabb technológiát alkalmazza a kísérletekben. A kvantitatív PCR mód-
szerre alapozott TaqMan® technológia a szakmai közvélemény – így a
„Microarray Quality Control” konzorcium számára is – a leghatékonyabb
módszernek bizonyult a messenger RNS-ek pontos mennyiségi megha-
tározására. Az eljárás – érzékenysége, specificitása és széles dinamikus
terjedelme révén – a mikro-RNS-expressziós profil meghatározása esetén
is bizonyított. Az elôadásban ismertetjük a rövid mikro-RNS-eknél alkal-
mazott „stem-loop” PCR eljárást, bemutatunk referenciákat, illetve a mun-
kafolyamat fontos részeként ismertetjük a mikro-RNS-tisztítás lehetséges
módszereit. 
(Szponzor: Applera Magyarország Kft., Budapest)

TE-03 Applications and new developments 
of quantitative PCR

N. Zoric
TATAA Biocenter, Gothenburg, Sweden
The new technique of quantitative nucleic acids analysis by real-time PCR
is a refinement of the original polymerase chain reaction (PCR). By PCR
essentially any nucleic acid sequence present in a complex sample can be
amplified in a cyclic process to generate a large number of identical copies
that can readily be analyzed. This made it possible, for example, to
manipulate DNA for cloning purposes, genetic engineering, and sequenc-
ing. But as an analytical technique the original PCR method had some
serious limitations. By first amplifying the DNA sequence and then ana-
lyzing the product, quantification was exceedingly difficult since the PCR
gave rise to essentially the same amount of product independently of the
initial amount of DNA template molecules that were present. This limita-
tion was resolved in 1992 by the development of real-time PCR, where the
amount of product formed is monitored during the course of the reaction
by monitoring the fluorescence of dyes or probes introduced into the reac-
tion that is proportional to the amount of product formed, and the num-
ber of amplification cycles required to obtain a particular amount of DNA
molecules is registered. Assuming a certain amplification efficiency,
which typically is close to a doubling of the number of molecules per
amplification cycle, it is possible to calculate the number of DNA mole-
cules of the amplified sequence that were initially present in the sample.
With the highly efficient detection chemistries, sensitive instrumentation,

TE – Technológiaismertetô elôadások
(kereskedelmi cégek, képviseletek által szponzorált elôadások)



BCE: Budapesti Corvinus Egyetem
BME: Budapesti Mûszaki és Gazdaságtudományi Egyetem
DE: Debreceni Egyetem
ELTE: Eötvös Loránd Tudományegyetem
KÉKI: Központi Élelmiszer-tudományi Kutatóintézet
MBK: Mezôgazdasági Biotechnológiai Kutatóközpont
MTA: Magyar Tudományos Akadémia
MTA NKI: MTA Növényvédelmi Kutatóintézete
MTA SZBK: MTA Szegedi Biológiai Központ
OGYIK: Országos Gyógyintézeti Központ
PTE: Pécsi Tudományegyetem

SE: Semmelweis Egyetem
SzIE: Szent István Egyetem
SZTE: Szegedi Tudományegyetem

ÁOK: Általános Orvostudományi Kar
ÁOTK: Állatorvos-tudományi Kar
KeTK: Kertészettudományi Kar
OEC: Orvos- és Egészségtudományi Centrum
TEK: Tudományegyetemi Karok
TSK: Testnevelési és Sporttudományi Kar
TTK: Természettudományi Kar
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and optimized assays that are available today, the number of DNA mole-
cules of a particular sequence in a complex sample can be determined
with unprecedented accuracy and sensitivity sufficient to detect a single
molecule. Typical uses of real-time PCR include pathogen detection, gene
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Fine Biochemicals

• Gyógyszerkönyvi minôségû anyagok: antibiotikumok, aminosavak,

• Antibiotikumok: Cerulenin, Geldananycin, Nigericin, Rapamycin, 

Trichostatin A, Vancomycin

• Elektronmikroszkópia: SPURR Embedding Kit

• Fehérjekémia: 50 különbözô Proteáz inhibitor, inhibitor mixek

• Jelátvitel: 6 új Protein kináz 

Electrophoresis

• SERVALYTE Blank PRECOTES

• NetFix technológia; PreNets gél 

• SDS PreNets blotting kit

• dialízishez: 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 fúzió: Funcelase

Collagenase

• Collagenase NB szövettani felhasználásra

Ion exchange media

• Serdolit,  DOWEX, Servacel

Enzimek/koenzimek/inhibitorok

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

Panreac Química S.A.

Finomvegyszerek, reagensek 

• Mûszeres analízishez szükséges termékek

HPLC oldószerek: GG, isokratikus, prep.

Ion-pár reagensek, oldószerek peszticid szermaradvány analízishez

Spektroszkópiás oldószerek (UV, IR)

GC standardok

• Vízmentes, szárított oldószerek

• Deuterizált anyagok NMR analízishez

• Nyomelem-analízishez reagensek

Analpur (szennyezôanyag csak ppb tart.)

Hiperpur (szenny.a. kevesebb, mint 1 ppb)

Hiperpurplus (szenny.a. kevesebb, mint 100 ppt)

Alacsony Hg-tartalmú reagensek

AAS standardok, ICP standardok

• Nagytisztaságú oldószerek: n-Hexán, Acetonitril, Aceton, Diklórmetán,

Metilalkohol stb.

• Nagytisztaságú savak, reagensek: HCl, HNO3

CULTIMED Mikrobiológiai termékek   

CODEX: Gyógyszerkönyvi minôségû alapanyagok

ADITIO: Élelmiszer-ipari minôségû alapanyagok 

(antioxidánsok, stabilizátorok, pH-szabályozók, ásványi sók stb.)
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Jelátviteli pályák molekuláris logikája
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Kezdô biológust (esetleg vegyészt) keresünk géntechnológiai munkára 

(elsôsorban rekombináns fehérjék elôállítása a feladat), maximum hároméves szerzôdéssel. 

A jelentkezô tudományos segédmunkatársi státuszba kerül, fizetés a közalkalmazotti
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,,Hipertermofil szerin oligopeptidázok szerkezete és mûködése” címû 
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