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MAP kinaz palyak szelektivitasa

Selectivity of MAP kinase networks

Reményi Attila
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Osszefoglalas

A sejtbiolégiai folyamatok egyik rejtélye, hogy kis
szubsztratspecificitdsi enzimeket haszndld jel-
atviteli halézatok hogyan épitenek fel az organiz-
mus szintjén specifikusan miikod§ jelpalyédkat.
Az utoébbi évek kutatdsai alapjan nyilvanval6va
valt, hogy fehérjekinazok tn. dokkol6 kélcsonhaté-
sai, valamint vazfehérjék kozremiikddése kiemel-
ked&en fontos szerepet jatszanak e jelpalyak szelek-
tiv mtikodésében. Elesztobdl szarmazé mitogénak-
tivalt protein kinaz (MAP kindz, MAPK) enzimek
dokkolé és vazfehérjepeptidekkel alkotott komp-
lexein keresztiil bemutatjuk, hogy ezek az djszerti,
aktiv helytdl fiiggetlen fehérje—fehérje kolcson-
hatdsi mechanizmusok miként hoznak létre nagy
specificitasu jelatviteli halzatokat. Erdekes médon
human és élesztS eredetd MAPK-modulok szerve-
z6dése nagymértékii hasonlésagot mutat: az itt
bemutatott mechanizmusok kiterjesztheték a gyo-
gyaszati szempontb6l fontos humén enzimeken

alapulé jelpalyékra is.

Reményi, A.
University of California, Department

of Cellular and Molecular Pharmacology,
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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.

Jelatviteli folyamatokban altalanos jelenség, hogy a
milliényi kérnyezeti inger sejten beliili feldolgo-
zésdban a jelatviteli fehérjéknek csupan egy
meglepGen kisszdmu csoportja vesz részt. A fehér-
jék aktivitasat reverzibilis foszforildcié révén sza-
balyoz6 fehérjekindzok és -foszfatazok példaul egy-
szerre tobb jelpdlya koztes enzimei is lehetnek.
Ennek a problémanak a szemléltetésére remek pél-
da a MAP kindzok (MAPK) csoportja [1]. Szdmuk
eukariéta organizmusokban meglepSen kicsi, bar
a sejten beliili folyamatok szabalyozasdban szere-
piik sokrétd (pl. a Saccharomyces cerevisiae éleszts-
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fajpan 5, mig az emberben <15 MAPK fordul el6).
A MAP kinazok a szerin-treonin kindzok csoportja-
ba tartoznak, foszforilaci6 révén aktivdlédnak, mig
6k maguk szubsztratfehérjéknek valtozatos palet-
tajat foszforildljak. Utébbiak mind tartalmaznak
MAPK foszforilaciés motivumot (az tn. S/TP he-
lyet), mely a szubsztratnak a kindz aktiv helyéhez
val6 kotGdéséhez sziikséges, és egyben a foszforila-
land¢ szerin vagy treonin aminosavat is tartalmaz-
za. Erdekes médon ezek a szubsztrétspecificitasuk-
ban meglehetdsen , liberalis” enzimek a sejtben élet
és haldl urai: olyan alapvetSen eltér§ folyamatok
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reguldtorai, mint példaul a sejtproliferacié vagy a
sejthaldl [2]. A jelterjedés hiiségének fontossagat
szem elGtt tartva az alabbi kérdés vetSdik fel: ho-
gyan lehetnek az ilyen széles szubsztratspektrumu
fehérjekindzok jelatviteli palydk kulcsenzimei?

Napjainkban elterjedt nézet, hogy a protein kina-
zok szubsztratspecificitdsat altaldban az aktiv
helyet hatarol6 aminosavak befolyésoljak. Ez azon-
ban a MAP kindzok estében nyilvanvaléan mas-
képp van, hiszen egy, a foszforildland6é aminosavat
kovetd prolin aminosav mint konszenzusszekven-
cia nem elégséges kovetelmény a csoport egyes
tagjai — példaul az eml&s eredetti ERK, INK vagy
p38 MAP kindzok - szubsztratspecificitasanak
jellemzésére. Az utébbi évek kutatasai alapjan nyil-
vanvalova valt, hogy sok fehérjekindz az aktiv
helytdl fliggetlen mechanizmusokon keresztiil va-
lasztja ki célfehérjéit; nevezetesen tin. dokkold vagy
vazfehérjékkel torténd asszocidcidk révén (1. dbra)
[3-5]. A dokkol6é kolcsonhatasok olyan binaris fe-
hérje—fehérje kolcsonhatasok, melyek a tranziens
természetii enzim/szubsztrat-kotGdésen feliil, attol
eltéré moédon segitik elS a kindz és a partnere ko-
z0tti interakciét. Eredetileg ilyen kolcsonhatasokat

a kindz-szubsztrat parokra irtak le, ahol az enzim-
reakcié K,, értékének erlsitése révén a szubsztrat
foszforilacigjat teszik hatékonyabba [6]. Ma mar dok-
kol6 kolecsonhatdsok egyéb MAPK-partnerekre is
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1. abra Fehérjekindzok kolcsonhatdsi mechanizmusai. A leg-
eqyszeriibb esetben a foszforildlandé aminosav koriili ¥égié ko-
todik a kindz aktiv helyéhez, és ennek a régionak a térbeli szer-
kezete hatdrozza meg a szubsztrdtspecificitdst. Dokkolo kol-
csonhatdsok esetében a kindznak eQy, az aktiv helytdl kiilon-
dllo felszine (az 1in. dokkold hasadék) és a szubsztritfehérjébol
szdrmazo peptidrégio (iin. dokkolé peptid) biztositja a kindz/
szubsztritfehérje kozotti kotddés szelektivitdsit. Tobb esetben
azonban a szubsztritfehérje és az azt foszforildld kindz csak egy
harmadik fehérje (iin. vizfehérje) kozremitkodése révén lépnek
interakcioba. Ebben az esetben a kindz—szubsztritfehérje par
specificitdsa a vdzfehérjével alkotott kolcsonhatdsokban rejlik.
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2. dbra Elesztd és humdin eredetii MAPK modulok. A MAP kindzok aktivitdsa egy hdromszintii kindzkaszkidon keresztiil szabdlyo-
zott. Ezek az 1in. MAPK modulok sokféle jelpdlya viltozatos bemenet—kimenet Osszefiiggéseinek kapcsolodllomdsai. Felépitésiik nagy-

mértékii hasonlosigot mutat élesztotdl az emberig. Sok esetben

MAPK-modulok kindzkomponenseit (MAPK kindz kindz: MAPKKK;

MAPK kindz: MAPKK; valamint MAPK) vdzfehérjék szervezik komplexekbe (pl. Ste5). Vannak olyan modulok is, melyek vizfehér-
jék nélkiil mitkodnek (pl. a filamentképz pilya esetében), vagy melyekben az egyik kindz maga tolti be a vizfehérje szerepét (pl. Pbs2).

Ste5-szerii, analog funkciot betoltd humdn vizfehérjék szintén elterjedtek.

Reményi Attila 1997-ben diplomézott az E6tvos Lorand Tudoményegyetemen (ELTE) biolégusként,
majd 2001-ben orvosbiolégus mérnoki diplomat szerzett a Budapesti Mtiszaki Egyetemen (BME).
Alapitastol kezdve évekig az ELTE Bolyai Janos Szakkollégium didkja. Egyetemi diplomamunkajat
a Bristoli Egyetemen Anglidban, mig PhD-munkajat az Eurépai Molekularis Biolégiai Laborato-
riumban végezte Heidelbergben és Hamburgban. PhD-diplomajat 2001-ben az ELTE Szerkezeti
Biokémia Doktori Iskolajaban szerezte. 2002 6ta a Kaliforniai Egyetemen San Franciscéban posztdok-
tori sztondijasként jelatviteli palyak molekularis logikdjanak felderitésén dolgozik. 2007 szeptem-
berétél az ELTE Biokémiai Tanszék munkatarsa.
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BEMENET
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szerepét szeretnénk felderi-
teni biokémiai és szerkezeti
biol6égiai moédszerekkel. Az
aldbbiakban harom jelpalyan
keresztiil néhany érdekes
példat kiemelve mutatjuk be
ezeket a kolcsonhatdsokat.
A konjugdciot, filamentkép-
zG3dést és az ozmoregulaciot
S. cerevisae (tovabbiakban csak éleszt§) esetében
kiilénb6z6 MAP kinazok (Fus3, Kss1 és Hogl) sza-
balyozzak (2. dbra). Bar ezek a palyak alapvetSen
kiilénboz§ sejtes folyamatokat szabélyoznak, a be-
menet és kimenet kozotti jelfeldolgozas tobb eset-
ben ugyanazon a fehérjekindzon keresztiil val6sul
meg [7,8]. Példaul a Stell MAPKKK mindharom
palya esetében kozos, mig a konjugacios és fila-
mentképzé palya megfelel6 MAP kindzanak aktiva-
lasa mindkét esetben a Ste7 MAPKK 4ltal torténik.
Ennek a tanulmanynak a keretében a Fus3 és Kssl
MAPK palydk eltéré aktivacidja mogotti moleku-
laris folyamatokat fogjuk ismertetni.

vel kdvettiik nyomon.)

Dokkolé kolesonhatasok
és szelektiv fehérjehal6zatok

Mivel a MAP kinazok kdzponti jelatviteli enzimek,
kolesonhatéasaik mas fehérjepartnerekkel sziikség-
szertien sokréttiek. Aktivitdsuk a veliik kdlcsonha-
tasba 1épS egyéb kindzok és foszfatdzok kozre-
mikodésével véltozik, mig informaciéfeldolgozas
szempontjabol egyfajta kimenetként szubsztratfe-
hérjék (pl. transzkripcids faktoroknak, a citoszkele-
ton, transzport vagy éppen a sejtciklus fontos fe-
hérjéinek) foszforilacidjat idézik elS (3. dbra). Leg-
el6szor azt vizsgaltuk, hogy a Fus3 MAPK hogyan
kotédik a konjugacios palya aktivitdsaban kulcs-
fontossagu szerepet jatszo egyéb fehérjékkel. A Ste7
MAPKK a-tipust élesztésejtekben a Fus3 enzimet
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3. dbra Dokkolo kolcsonhatisok szelektivitdsa az élesztd MAPK jelpdlydira. A MAPK inter-
akcids partnerei dltaldban tartalmaznak eqy rovid (kb. 10-15 aminosavnyi) hossziisdgil pep-
tidszakaszt, mely a kindz dokkolé hasadékdba kotddik. A fenti fehérje—fehérje interakcio detek-
tdldsdra alkalmas kisérlet bizonyitja, hogy a Fus3 MAPK hdrom interakcids partnerébdl
(Ste7, Msgb és Far1) szdrmazd rovid peptidmotivumok szelektiv médon képesek bindris asz-
szocidciokat létrehozni. (A peptideket GST-fiizids fehérjékként dllitottuk eld, gyantihoz kotot-
tiik, és a hdrom MAPK — Fus3, Kss1 és Hogl — kélcsonhatdsait SDS-PAGE segitségé-

aktivélja egy o-tipusu konjugacids partner (vagy o-
faktor) jelenlétében, az Msg5 foszfataz a jelpalya
alapallapotba valé visszatérésében fontos az inger
megsziinte utan, a Farl nevi citoplazmas fehérje
foszforilaci6ja pedig a sejtciklus atmeneti felfiig-
gesztését eredményezi. Kisérleteinkben azt talal-
tuk, hogy mind a harom eltéré funkciéja MAPK-
partner egy rovid peptidszekvencian keresztiil 1ép
kolcsonhatasba Fus3 enzimmel. Ezek k6zds vona-
sa, hogy egy (R/K),,X,,.LXL konszenzusmotivumot
tartalmaznak, ahol egy vagy két, pozitiv toltésii ami-
nosavat és egy hidroféb szakaszt valtozatos szek-
venciaju koztes régié valaszt el. Erdekes médon
ezek a rovid peptidmotivumok az éleszt6 MAPK-

4. abra (lasd a cimlapon) A Fus3 MAPK dokkol6 kolcson-
hatdsainak szerkezeti analizise. A Fus3 enzim interakcios part-
nerei egy rovid, ~10-15 aminosavat tartalmazo peptidmotivu-
mon keresztiil kotédnek a dokkolé hasadékba. Az itt kialakuld,
az aktiv helytdl fiiggetlen, fehérje—fehérje kolcsonhatdsok fontos
szerepet jatszanak jeldtviteli hilozatok felépitésében. A jobb ol-
dalon a Fus3/pepSte7 komplex kristilyszerkezete, mig a bal
oldalon feliil a dokkolé hasadék nagyitva lathato. (A feliilet az
elektrosztatikus potencidljanak megfelelden szinezett). Ezeken
az dbrikon jol megfigyelhetd a dokkold peptid konszenzusa,
(R/K)1,XsLXL és a dokkolé hasadék szerkezete kozotti komp-
lementaritds. Az als6 panel a Fus3 MAPK dokkolé hasadékd-
ba kotddd hdrom kiilonbozo interakcios partnerbdl szirmazo
dokkolé peptidek konformdcicjat szemlélteti (Ste7, kék; Msgb,
bibor; Farl, z6ld). A Farl peptidben jelen 1év6, a Fus3 és Kss1
MAPK kozotti specificitdsért felelds prolin aminosavak pirosra
vannak szinezve. A Fus3 aktiv helyét * jelzi.
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halézat logikdjanak megfelelGen lépnek interakcié-
ba a harom, mar kordbban ismertetett enzimmel
(Fus3, Kss1 és Hogl). Ste7 és Msg5 fehérjék Fus3-
és Kssl-aktivitasat szabdlyozzdk, és ennek megfele-
16en a beldliikk szarmaz6 peptidek (Ste7_pep és
Msg5_pep) egyarant koétik mindkét MAPK enzi-
met, mig a konjugaciés palyara specifikus Farl
fehérjébdl szarmazéd peptid (Farl_pep) szelektiv
moédon kotédik csak Fus3 enzimhez. A tovédbbiakban
meghataroztuk a Fus3 MAPK kristalyszerkezetét a
fenti peptidekkel komplexet alkotva (4. dbra) [9].

A szerkezeti biokémiai munka a dokkol6 hasadék
és a dokkol6 peptid komplementaritdsan tdl szin-
tén fényt deritett a Farl peptid szelektivitdsanak
hatterére. A peptidszekvencia a koztes régioban két
prolin aminosavat tartalmaz, és ezek jelenléte egy
poliprolin II tipusd hélixet generdl, ami Osszefér-
hetetlen a Kss1 dokkol6 hasadékaval. Ste7 és Msg5
peptid koztes régidja viszont B-kanyar konforma-
ciét alkot, amely lehet6vé teszi mindkét MAPK
enzimmel val¢ interakciét.

A Ste5 vazfehérje és a jelpalya-aktivitas
modulaciéja

Mar tobb mint egy évtizede, hogy az els6 vazfehér-
jét (Sted) felfedezték [10]. Ennek az érdekes fehér-
jecsoportnak a pontos funkcidja azonban még min-
dig nem teljesen ismert. Sokdig tartotta magat az a
nézet, hogy vazfehérjék csupan passziv médon se-
gitik a fehérjekinazok kozotti informaciéaramlast.
Mivel ezek a fehérjék a MAPK modul tobb kompo-
nensének kotésére alkalmas domént tartalmaznak,
igy az egymast aktivalo fehérjekinazok lokalis kon-
centricidjat novelve segitik a jelterjedést. Nemrég
azonban sikeriilt bizonyitani, hogy véazfehérjék en-
nél sokkal érdekesebb médon is képesek jelpalyak
aktivitasat moduldlni. Ennek a munkanak a kereté-
ben elészor arra voltunk kivéncsiak, hogy a Steb fe-
hérje melyik része kotédik a Fus3 MAPK enzim-
hez. In vitro fehérje-fehérje interakcié detektalasan
alapul6 kisérletekben azt talaltuk, hogy egy kb. 30
aminosav hosszuisagu Steb peptid (pepSteb) nagy
affinitéssal képes Fus3 enzimet kotni [11]. Erdekes
moédon a peptid alloszterikus médon aktivalja a
Fus3 enzimet in vitro (5. dbra). A Fus3/pepSte5
komplex kristalyszerkezete fényt deritett ennek a
szokatlan jelenségnek a molekuldris mechanizmu-
sara is. A pepSte5 a kindz mindkét lebenyéhez egy-
idejtleg kotddik, s valészintileg a két lebeny kozot-
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5. abra A Steb vdzfehérje Osszetett szerepe a Fus3 enzim akti-
vitdsanak szabilyozdsiban. A Ste5 — a Stell MAPKKK-kotd
région kiviil — két jol elkiilonithetd funkcioval rendelkezd kindz-
interakcios domént is tartalmaz: ezek a pepSte5 (jobbra) és a
Ste5_MS (balra). A pepSteb alloszterikus modon noveli a Fus3
autoaktivitdsit, ami azonban a jelpdlya aktivitdsit negativan
befolydsolja in vivo (-) (ldsd a szovegben). Ugyanakkor az
intakt Ste5_MS domén sziikséges Ste7 dltali hatékony Fus3
foszforildcichoz, ez a domén tehit a jelpdlya aktivitdsit noveli
(+). (Az dbra als6 panelje Fus3 foszforilicié nyomon kove-
tésére alkalmas P32 autoradiogramokat mutat. Ezekben az in
vitro kindztesztekben tisztitott rekombindns fehérjekompo-
nenseket kevertiink dssze, majd a MAPK foszforildciéjit id6ben
kovettiik nyomon. Az egyes fehérjék 1 uM koncentrdcioban
voltak jelen. A Ste7EE a MAPKK egy konstitutivan aktiv for-
mdja, amely a Stell foszforildciojiatol fiiggetleniil is aktiv.)

ti dinamikus mozgésokat médositja oly moddon,
hogy az a MAPK autoaktivaciéjat eredményezi.
A Fus3/pepSte5 kristdlyszerkezet birtokdban lehe-
tévé valt ennek a vazfehérje altal generalt allosz-
terikus jelenségnek az in vivo vizsgélata. A Ste5 gén-
jének megvaltoztatdsa révén olyan élesztStorzseket
allitottunk elS, amelyek a pepSte5 régiéba bevitt
mutaciok révén megsziintetik a Fus3/ pepSte5 in-
terakciot, igy ezekben a torzsekben a Ste5 altal koz-
vetitett alloszterikus aktivacié hianyzik. Meglepd
moédon o-faktor stimuldciéja utdn mégis lényege-
sen nagyobb konjugaciés palyaaktivitadst mértiink.
Tovébbi kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy a Ste5
vazfehérje altal kozvetitett alloszterikus MAPK-
aktivaci6 egy, a konjugacids pélyan beliili negativ
visszacsatolds (feedback) generdldasdban fontos.
Ez a palyaaktivitast negativ médon befolyasolja, s
megsziintetése a mutans torzsekben végsd soron a
teljes pélyaaktivitds novekedését eredményezte.
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MAP KINAZ PALYAK SZELEKTIVITASA

MAPKK—MAPK informdaciéatvitel:
dokkolé6 koélcsonhatasok és vazfehérjék
egyiitt

Legutébbi munkank a Ste5 fehérje MAPKK—
MAPK informacidatvitelben jatszott szerepének
felderitésére irdanyul. Ez az a teriilet, ahol a dokkol6
és vazfehérjék altal kozvetitett fehérje-fehérje kol-
csOnhatasok jelentSsége a palyak szelektiv jelter-
jedésében taldn a legjobban szemléltethetd. Mar ko-
rabban emlitettiik, hogy a filamentképzé és a kon-
jugacios MAPK palya ugyanazt a MAPKK en-
zimet (Ste7) tartalmazza. Kisérletekkel bizonyitha-
to6, hogy Ste7-aktivacié utdn a filamentképzd
MAPK (Kss1) foszforilalasa csupan intakt dokkold
kolcsonhatast igényel, és vazfehérje jelenlétére
nincs sziikség. Ez élesen kiilonbozik a konjugaciods
MAPK (Fus3) péld4jatol: a Fus3 foszforilalasahoz
intakt dokkol6 kolcsonhatés a Ste7 enzimhez nem
elégséges, de sziikséges feltétel. A Ste7—Fus3 infor-
macidatvitel Ste5 jelenlétét is igényli. Ez genetikai
alapt in vivo kisérleteken kiviil szintén bemutatha-
to tisztitott, rekombindns komponensekkel is in vit-
ro. Nemrégiben egy in vitro MAPK-aktivitas detek-
talasan alapulé médszer segitségével megallapitot-
tuk, hogy a Ste7—Fus3 foszforilaci6 kozvetitéséhez
sziikséges Ste5 domén egy csupan ~200 aminosavat
tartalmazo strukturélis elem (Ste5_MS: Ste5_Mini-
Scaffold) (5. dbra). Ennek a doménnek a szerkezetét
szintén meghataroztuk, és tovabbi kisérletek soran
azt talaltuk, hogy a Ste5_MS egyarant képes Ste7 és
Fus3 fehérjékhez is kotddni. A Ste7/Fus3/Ste5_MS
tehat egy olyan fehérjekomplex, amelyben dokkol6
és vazfehérje kolcsonhatasok egymassal egyiittmi-
kodve hoznak létre egy produktiv MAPKK/
MAPK enzim/szubsztrat komplexet. Jelenleg en-
nek az izgalmas, harommolekulds komplexnek a
biokémiai és szerkezeti analizisét végezziik.

Koszonetnyilvanitas

A szerz6 koszonetet mond Graf Laszl6 professzor-
nak kiilfoldi tanulményai ideje alatt nyujtott ki-
tart6 tdimogatasaért, dr. Nyitray Laszlonak a kéz-
irat elkészitésében nyujtott segitségéért, valamint
az ELTE Biokémiai Tanszék minden munkatarsa-
nak. Az itt bemutatott munka a Kalifornia Egyete-
men, San Franciscéban, dr. Wendell A. Lim labo-
ratériumdban késziilt. Posztdoktori munkdm so-
rén sok didkkal dolgoztam egyiitt; koziiliik kiilon
is szeretnék megemliteni néhanyat: Roby Bhatta-
charyya, Caleb Bashor, Matthew Good és Grace
Tang.
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El6adds- és poszter-6sszefoglalok

E1 - Plenéris el6adasok

E1-01 Regulation and genetic application

of transposable elements in vertebrates
Zs. Izsvak
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 Tcl/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 kinazok szelektivitasa:

kolcsonhatasok az aktiv helyen til
Reményi A., *, M. C. Good', R. Bhattacharrya', W. A. Lim'
! Dept. of Cellular and Molecular Pharmacology, University of California,
San Francisco, CA, USA; > ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
Eukariota jelatviteli folyamatokban a mitogénaktivalt protein kindzok
(MAP kinazok) egy haromszintii kindzkaszkadon és valtozatos effektor
fehérjéken keresztiil szabalyozzak a sejt funkcidit. A kindzmodulok nagy
mértékd hasonlésagot mutatnak élesztstsl az emberig. Erdekes médon
a milliényi kornyezeti inger hatasara bekévetkez$ valasz csupan kissza-
mu MAP kindzon mint medidtoron keresztiil valésul meg (a Saccharomyces
cerevisiae fajban 5, mig az emberben <15 MAP kinaz fordul el6). A protein
kindzok szubsztratspecificitisat az aktiv helyet hatarolé aminosavak be-
folyésoljak, bar a foszforildlandé aminosav koriili szekvencia szigort kon-
szenzust csak ritkan mutat. Sok protein kindz az aktiv helytdl fiiggetlen
mechanizmusokon keresztiil valasztja ki célfehérjéit; példaul tin. dokkold
vagy vazfehérjékkel torténd asszocidciok révén. E kolesonhatasok alap-
vetd modon befolyasoljak az éltaluk felépitett jelpalyak aktivitasat és az
informaciddramlast a sejtmembrantdl a sejtmagig. Az éleszt6bdl szarma-
26 MAP kindzok dokkol6 és vazfehérjepeptidekkel alkotott komplexeit
vizsgalva kimutattuk, hogy ezek az tjszerd kolcsonhatasi mechanizmu-
sok miként épitenek fel valtozatos, de mégis nagymértékii specificitassal
miikodé jelterjedési hdlozatokat. Az aktiv helytdl fiiggetlen kolcsonhatési
mechanizmusok djszerd stratégiat kinalnak MAP kindzok funkcidinak
modulélasara, ahol a hangsily nem a kindz katalitikus aktivitdsanak
gétlasan van, hanem a sokkal szelektivebb fehérje—fehérje interakciokon.

E2 - Proteomika

E2-01 Fehérjeexpresszié vizsgalata
pszichiatriai kérképekben

anaky T.", Szab6 Z.', Szeliné Szomor ].**, Szegd E2, Kékesi K *,
Juhasz G.*, Lévay Gy.’

'SZTE AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged; > Kromat Kft., Budapest;

’ Dél-alfoldi Neurobioldgiai Tuddskozpont, Szeged; * ELTE TTK, Anatomiai,
Sejt- és Fejlddésbiologiai Tanszék, Budapest; ° EGIS Gyogyszergydr Rt., Budapest
A pszichiatriai betegségek (szorongas, depresszi6) az idegrendszeri meg-
betegedések jelentSs részét teszik ki. Az utébbi évek eredményei alapjan
tudjuk, hogy a sejteket érg kiils6 hatdsok nem sziikségszertien valtanak ki
azonos celluldris valaszokat, azaz a sejtek elGélete, mds sz6val molekula-
ris hangoldsa erésen megszabja a valaszok irdnyét és intenzitasat. A pszi-
chiétriai betegségek egyik oka az idegrendszer sejtjeinek molekularis
szint( kéros athangolédasa, azon beliil is a genom és a proteom megval-
tozdsa lehet. Ez részben a szignalrendszerek kozvetitésével, részben
direkt génexpresszids hatasra kovetkezhet be. A betegség allatmodelljéiil
egy sok generacion keresztiil tenyésztett szorongo egértorzset valasztot-
tunk. Az el6adédsban a betegség hatdsara bekovetkez$ agyi fehérjeexp-
resszi6-véltozas kimutatasara alkalmas kvalitativ és kvantitativ proteomi-
kai mddszereket, illetve azok eredményeit ismertetjiik. Bemutatjuk a 2D
differencial-gélelektroforézissel eltéré szinttinek taldlt fehérjék LC/MS
modszeren alapulé azonositdsat, valamint a ,Protein Expression System”
nanoUPLC-QTOE-MS rendszer (Waters) alkalmazasat.

E2-02 BGP-15 kot6fehérjék azonositasa

MALDI/TOF/TOF tomegspektrometrias titon
Siimegi B., Mark L., Ohmacht R.
PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Az O-(3-piperidino-2-hidroxi-1-propil)-nikotinamid-oxim (BGP-15) védé
hatédstnak bizonyult szdmos betegségben, ugyanakkor ez iddig nem tud-
tuk meghatarozni a konkrét intracelluldris célmolekuldkat, melyek fele-

16sek a citoprotektiv hatasért. A tomegspektrometrids modszerek fejlé-
dése ugyanakkor lehet6vé tette, hogy azonositsuk azokat a fehérjéket,
amelyek egy szoveti extraktumbél kétdnek az immobilizalt BGP-15-mo-
lekuldhoz. Megfelel kontrollok alkalmazdsaval azonositani tudtuk azo-
kat a fehérjéket, melyek kotSdése specifikus volt. Ezek koziil j6 néhdny a
citoszkeletdlis rendszer tagja, mint példaul az a-aktin, miozin-1, miozin-
4, Miozin-8 polipeptidek, RCSD 69% CapZIP-homoloég (AAS99235.1),
Kif21b (kinesin like protein), a kinezin nehéz lanc 5C izoforméja és a mikro-
tubulinkapcsolt Ser/Thr kinaz 4. Tovabba szdmos fehérjét azonositot-
tunk, melyek szerepet jatszhatnak a vezikuldris transzportban, mint pél-
daul a Rab34, Rab39, Rah, Rho-GTPazt aktival6 fehérje 7, a rhophilin-2
(RhoA-kolesonhaté protein) és a Gbas-NIPSNAP2 (SNAP-25-homolég).
Ezek az adatok jelezték, hogy a BGP-15 befolyasolni tudja a citoszkeletalis
rendszer mtikddését, valamint a jelatvitelben és a vezikularis transzport-
folyamatokban fontos G-fehérjék aktivitasat. Ugyanakkor tovabbi funk-
cionalis tesztek sziikségesek annak bizonyitdsara, hogy milyen koriil-
mények kozott mely fehérjén keresztiil fejti ki a BGP-15 védé hatésat.

E2-03 A C-faktor-szignalmolekula hatasa

az A-faktor-regulonra Streptomyces griseus fajban
Birké Zs.', Medzihradszky K.?, Buzas K, Széjli E?, Kele Z.°, Penyige A.",
Bir6 S.!
'DE OEC, Humdngenetikai Intézet, Debrecen; > MTA SZBK, Proteomikai
Kutatécsoport, Szeged; *SZTE AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged
A Streptomycesek Gram-pozitiv, fonalas novekedést, szaprofita talajbak-
tériumok. Sporaképzéssel végzdds dsszetett életciklusuk szamos masod-
rendii metabolit termelésével jar egyiitt. S. griseus fajban a légmicélium-
képzést és az antibiotikumtermelést szabélyoz6 regulacids kaszkadok
miikodésének bekapcsoldsdban kulcsfontossdgi regulatormolekula a
mikrobidlis hormonként haté A-faktor. A differencidlodas fehérjetermé-
szetli, extracellularis reguldtora az intézetiinkben azonositott C-faktor,
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mely szilard taptalajon a C-faktort nem termelG S. griseus NRRL B-2682
vad tipusii torzs légmicéliumot nem képz§ (kopasz), A-faktort nem ter-
mel6 mutansaban légmicélium-képzést indukal, illetve befolyéasolja a spo-
ruldci6 és antibiotikumképzés folyamatat. Jelenlegi munkank sordn pro-
teomikai analizis keretében a fent emlitett vad tipusu torzs, a kopasz mu-
tans és annak C-faktort kis képiaszdamban hordozé transzformansanak
extracellularis expressziés mintdzatat hasonlitottuk ssze, annak kideri-
tésére, hogy a C-faktor mely gének étirdsat szabalyozza, melyek bekap-
csoldsa légmicélium-képzéshez és az antibiotikumtermelés fokozasdhoz
vezet. A kisérlet sordn 50 fehérje keriilt MALDI-TOF analizisre, de a S.
griseus-adatbdzis hianya miatt csak kilencet sikeriilt azonositani; hat csak
a vad tipust torzsben és a transzformansban volt kimutathat6, mig a mu-
tansbol teljesen hidnyzott. Az eredmények felvetették azt a kérdést, hogy
az A-faktor és a C-faktor a szignaltranszdukcids titvonalban milyen kap-
csolatban vannak egymassal. A vad tipusu torzs és a transzformans folyé-
kony tenyészetében azonos mennyiségii A-faktort sikeriilt detektalni. Ez
azt jelenti, hogy a C-faktor hatasdra a mutdnsban helyreallt az A-faktor
bioszintézise. A C-faktor tehét képes a S. griseus fajpan kulcsfontossagu
A-faktor termelését befolyasolni annak ellenére, hogy a gén az adott
torzsben nem mutathato ki. A morfologiai és az ezzel Osszefiiggs fiziolo-
giai differencialédas bekapcsoldsaban, illetve az ezt kovetS folyamatok
szabalyozaséban valészintileg tobb, egymassal kapcsolédé és egymadsra
hato regulécids rendszer miikodik kozre.

E2-04 Glikoproteomika alkalmazasa

a rakos megbetegedések vizsgalatiban
Krenyécz ., Ozohanics O.", Kremmer T.!, Drahos L.", Ludanyi K.?,
Vékey K.!
' MTA Kémiai Kutatékozpont, Budapest; > SE, Gyogyszerészeti Intézet, Budapest
A bioanalitikai eszk6zok napjainkban egyre nagyobb szerepet toltenek be
a klinikai kémiaban. Szdmos proteomikai marker ismert, amelyek dontd
tobbsége glikozilalt fehérje (glikoprotein). A kiilonb6z6 glikoformok bio-
16giai szerepe, szerkezete, valtozatossdga azonban nem vagy csak alig is-
mert. Kutatasaink célja egy szérum glikoprotein (AGP) glikozilez&dési
mintdzatdnak meghatdrozasa és annak vizsgalata, hogy a mintazat rakos
megbetegedés esetén milyen valtozdsokat mutat. A vizsgalathoz kiilon-
b6z6 személyektSl szarmazé AGP-mintat hasznaltunk fel, melyek
egészséges, ovariumtumoros, bérrakos, illetve limfémas betegektdl szar-
maznak. A glikoproteint tripszinnel emésztettiik, és a képz3dé glikopep-
tideket folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektrometria és tan-
dem tomegspektrometria segitségével azonositottuk. Sokvaltozds statisz-
tikai modszerek alkalmazéasaval megéllapitottuk, hogy az oligoszachari-
dok az egyes mintdkban (egyedi mintak) jellemzé és egymastol eltérd
eloszlast mutatnak. Megvizsgéltuk, hogy az oligoszacharideloszlds mi-
lyen mértékben jellemzi a szervezet allapotat. Megallapitottuk, hogy da-
ganatos betegségekben az AGP-molekula szénhidratszerkezetetében
malignus folyamatokra utalé valtozdsok mutathatok ki, a glikozilez6dés
a betegségre jellemz8 mintazatot mutat. (OTKA T062727, MediChem?2
NKFP 1/A/005/04, Jedlik Anyos pélyézat, Bolyai Janos Osztondjj)

E2-05 Szérumimmunprofil meghatirozasa antigén
microarray chipen torténd komplementaktivacié
segitségével

Papp K.', Végh P!, Erdei A."?, Prechl ]2

"ELTE TTK, Immunoldgiai Tanszék, Budapest; ? ELTE-MTA Immunoldgiai

Kutatécsoport, Budapest

A nagy strliségii fehérjearray-rendszerek megjelenése lehet6vé teszi
antigén—ellenanyag kapcsolatok szazainak vagy ezreinek egyidejii vizs-
gélatat. A humoralis immunrendszernek, mely a plazmaproteom legna-
gyobb valtozatossagu rendszere, microarray alapu vizsgélata lehet6vé te-
szi az adaptiv immunitds Osszetettségének hatékonyabb jellemzését és
meggértését. Az ellenanyagok — és mellettiik mas felismeré molekuldk — az
immunrendszer Gsibb, velesziiletett enzimkaszkadjat, a komplement-
rendszert is aktivaljdk. Ennek eredményeképpen kovalensen kotott
komplementkomponensek jelolik meg az aktivacié kornyezetében taldl-
haté molekuldkat. Az ellenanyagprofil meghatarozdsanak hagyomanyos
modszereit modositva kialakitottunk egy, a komplementrendszer
miikodésének egyidejli mérésére is alkalmas microarray alapt technikat.
Megfelel§ szérumgytijtéssel és -alkalmazassal a microarray felszinéhez
kapcsol6dé komplement C3 fragmentumai fluoreszcens ellenanyagokkal
kimutathatok. A rendszert komplementgétlé szerek, komplementhidnyos
allatok, valamint kiilonb6z6 immunoldgiai allapotti emberi szérummin-
tdk felhasznélasaval is jellemeztiik. Az ellenanyagok kotddésének és a
komplementfragmentumok lerakédédsanak egyiittes mérése és értelme-
zése részletesebb, funkcionalis képet ad a szérumban zajlé kolcsonhata-
sokrol. A microarray chipen torténd komplementaktivacio segithet a komp-
lementrendszer kolcsonhatasainak proteomikai szinti meghatarozasa-
ban, valamint az adaptiv immunrendszer funkcionélis jellemzésében.

E2-06 Biomarkerek kutatdsa antitest alapt

proteomika segitségével
Kéadas J., Guttman A., W. S. Hancock, W. Hempel, M. Kuras, N. Tardieu,
A. Jullien, C. Malderez, Flesné Téth K., B. L. Karger, Takécs L.
BioSystems International Kft., Budapest
Uj, betegségspecifikus fehérje-biomarkerek felfedezése és hasznositésa tj
lendiiletet adhat a klinikai diagnosztikénak, illetve a betegségek kezelé-
sének, valamint felgyorsithatja a komplex gyégyszerfejlesztéseket és -va-
lidalasi eljarasokat. A betegség bizonyos elérehaladottsdgi stadiumainak
megfelelen megjelend biomarkerek lehetévé teszik a betegségek kimu-
tatasat korabban, mint ahogy a tlineteknek megfelelGen, val6jdban azok
lathatova valnak. Mindemellett hasznos eszkozként szolgalnak uj gyogy-
szerjeloltek hatasanak rovidebb id6 alatti és sokkal olcsébb vizsgalataban,
mint a jelenleg alkalmazott klinikai kiprébalasok. Napjainkban a megfe-
lel validaciés eljarassal is kapcsolt hatékony biomarker-kutat6 platform
hidnyéban ezek a torekvések meglehetSsen visszafogottak. Habar a rend-
szeresen hasznalt MS-profilozason és rendszer-biologiai megkozelité-
seken alapul eljarasok képesek lényeges betegségspecifikus jelolteket
kimutatni, ezek a markerek altaldban abundans fehérjék kimutatasan ala-
pulnak, megfelel§ specificitds hidnydban vannak, ezért ritkdin konver-
talhatok megfelel$ klinikai tesztekké. Eléadasunkban egy olyan, j bio-
marker-kutatasi eljarasrol lesz sz6, amely magéban foglal egy nagy at-
eresztGképességli monoklonalis antitest alapu teljes, betegségspecifikus
plazmasz(irési technoldgiat, valamint a kisérletben hasznalt 10 000 mono-
klonalis antitestet. Egy olyan nagy komplexitast, betegségspecifikus
monoklonalisantitest-konyvtar elGallitasat mutatjuk be, amely a megfele-
16 biomarkerek keresése soran tobbszor sztlirhetS, nagy ateresztSképes-
ség ipari vagy szabvanyos klinikai laboratériumi kortilmények kozott
konvenciondlis ELISA technika vagy antitest alapd microarray segitsé-
gével. Ilyen méretben e betegségspecifikus monoklonalis antitestek hoz-
zaférhetGsége a bizonyitott diagnosztikus potenciallal egytitt jelentGsen
ler6viditi a biomarkerek felfedezése és a klinikai diagnosztika kozotti
atfutasi id6t.

E3 - A sejtciklus szabalyozasa

E3-01 A ciklinfiiggd kindzok miikodését

szabdlyoz6 mechanizmusok
Dudits D.
MTA SZBK, Novénybioldgiai Intézet, Szeged
A sejtosztédasi ciklus folyamatanak szabalyozasaban a ciklinfiiggs kina-
zok (CDK-k) kiemelt szerepet jatszanak. A lucernaval végzett génizolalasi
kisérletek novényspecifikus CDK enzimeket tartak fel. Ezek a kinazok no-
vényekre jellemz§ ciklink6tS hellyel rendelkeznek. A szinkronizalt sej-
teken végzett génexpresszids vizsgédlatok tantsaga szerint a Medicago
Cdc2MsF (Medsa; CDK2;1) aktivitdsa a mitotikus sejtekben mutathat6 ki.
A 360 bazispér hossziisdgl promoterrégio részletes vizsgélata azt mutat-
ta, hogy ebben a szabélyoz6 elemben egyardnt megtaldlhaté az M-fazist
szabdlyz6 aktivétor elem, illetve az etilén és a sebzés hatasait érzékeld cis
elemek. A sejtosztédds hormondlis szabalyozdsdban 1j szereplSként
jelenik meg a nitrogén-monoxid, amely serkentheti az auxinfiiggs sejt-
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osztodést és embriogén sejtek képz8dését, amelyek kapcsolédnak a CDK-
aktivitds emelkedéséhez. A regulacios szerepet betolts fehérjefoszforila-
ci6s allapot kialakitdsdban a foszfatdzok is meghatarozo szerepet jatsza-
nak. A PP2A-foszfataz-gétlas a mitotikus kindzaktivitast specifikusan no-
velte, és ezzel megsziint a koordinéci6 a mitotikus fonalak szervez&dése
és a kromoszémakondenzacié kozott. A CDK fehérjék miikodését koz-
vetleniil befolyasolhatjdk gatl6 fehérjék. A KIP-szer(i fehérje (KRP) gén-
jének izoldlasa lucernabdl lehet6vé tette annak bizonyitdsat, hogy az in-
hibitorfehérje foszforilacidja ndvelheti a gatld funkciot. Ezt a foszforildciét
a kalciumfliggs fehérjekinaz végezheti, és igy egy tj kapcsolati rendszer
igazolhat6 a kalcium-jelatvitel és a sejtciklus-szabéalyozas kozott. A lucer-
na CDK-komplexek szubsztratumai kozott taldljuk a retinoblasztoma-
szer( fehérjéket. Erdekes megfigyelés, hogy egysziki fiifélékben kétféle
retinoblasztoma-fehérje jelenléte igazolhatd, a kétszik(i fajokban pedig
csak egyetlen RBR-gén jelenlétét mutatjék ki a vizsgalatok. Osszegezve



megallapithato, hogy bar a névények esetében is rendszertanilag kon-
zervalt folyamatok szabalyozzak a sejtek osztodasat, egyre novekszik
a kisérleti bizonyitékok szdma a névényspecifikus folyamatokat illetGen.

E3-02 A végbdl a kezdetbe

Sipiczki M.

DE TEK-TTK, Genetikai és Alkalmazott Mikrobioldgiai Tanszék, Debrecen

A sejtciklus onkényesen fazisokra osztott, bonyolult folyamatanak befeje-
26 eseménycsoportja a citokinezis és a sejtszeparaci6. Allati sejtekben e
kettS 1épés egynek latszik, de a sejtfallal rendelkezd él6lényeknél kiilon is
vélhatnak. A citokinezis sordn a sejt két — esetleg t6bb — bioldgiai értelem-
ben fiiggetlen utédsejtté valik szét, amelyek fizikailag még egyiitt marad-
hatnak. Osszetartja Sket a citokinezis sordn képz6dé valaszfal vagy szep-
tum. Fizikai szétvalasukra akkor keriil sor, amikor az elvélaszt6 sejtfal/
szeptum kettéhasad. A hasadasi folyamat az M-fazis eseményeivel Gssze-
hangoltan torténik, szamos transzkripciés faktor és az altaluk szabélyozott
gének miikodésének koszonhetSen. A biztonsagos hasitashoz sziikség van
a sejtvaz megfelel§ atszervezésére, valamint a szekréciés folyamatok
polarizaldsara is. A sejtszeparacié részben étfed a kovetkezd sejtciklus
indulaséval, teljes befejez8dése elhtizodhat az S-fazis kezdetéig is. A sok-
sejtli szervezetekben (novényekben, fonalas gombakban) el is maradhat.
Az utddsejtek szétvéldsanak eseményeit a Schizosaccharomyces pombe fajban
sikertilt a legalaposabban megismerni. A részletek feltarasat a komplex
kisérleti megkozelités tette lehet6vé, amelyben kombinalédtak a fluoresz-
cens, immunfluoreszcens és elektronmikroszképia, valamint a konvencio-
nalis és molekuldris genetika és a genomika mddszerei. Az elSadés atte-
kinti a legutébbi kutatasi eredményeket, és kisérletet tesz a szintézisiikre.

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

Deék P

MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged

Az eukariodta sejtek sejtciklus-szabdlyozédsa gyakran a szabélyozo fehérjék

ubiquitinfiigg lebomlasén keresztiil valosul meg. A sejtosztodasban szere-

pet jatszo, ubiquitinfliggs proteindegradacios rendszer kozponti eleme az

anafazisgyorsité komplexnek (APC) nevezett ubiquitin-protein ligdz. Az

APC az eddig ismert legbonyolultabb felépitésti ubiquitin ligdz, amely lega-

labb egy tucat alegységbdl all. Az alegységek tobbsége evoliciésan kon-

zervalodott, igy strukturdlis és funkciondlis homoldgjaikat kimutattdk az

élesztSktdl, a magasabbrend eukaridtdkon at, egészen az emberig. Noha

ismerjiik az APC f6 funkcigjat és szabalyozasanak néhany elemét, szamos
fontos kérdés még megvalaszolatlan a felépitésével és miikodésével kap-
csolatosan is. Munkénk célja az volt, hogy azonositsuk az APC alegységeit
kodolo géneket, és eldallitsuk ezek mutans alléljait egy genetikailag jol
kezelhet§ kisérleti rendszerben, a Drosophila melanogaster fajban. P-elem-in-
zerciés mutagenezis, transzgenikus-RNS-interferencia és homolégrekom-
binéciés médszerekkel sikeriilt el6allitani egy olyan kisérleti rendszert,
amelyben elGszor nyilik lehetGség az APC funkcidjdnak részletes genetikai
analizisére egy soksejtli eukariéta organizmusban. A muténs és RNS inter-
ferenciavonalak fenotipusabél, valamint az alegységek biokémiai vizsga-
latabol kovetkeztetni lehet az APC-komplex felépitésére, valamint az egyes
alegységek szerepére. A mutansok és a mitotikus szabélyozé gének kozotti
genetikai interakciok természete pedig utal a sejtciklus szabélyozasanak
eddig rejtett részleteire. Az el6adés eddigi eredményeinket foglalja Gssze.

E3-04 A sejtciklus zavarai daganatokban

Kopper L.

SE, I. Patologiai és Kisérleti Rikkutaté Intézet, Budapest

A sejtek keletkezése és osztédas utjan torténé megsziinése kozotti sza-
kasz a sejtciklus (ami egy sejtre vonatkoztatva nem, csak az egész popula-
ciét tekintve ciklikus jelenség). A sejtciklus egyirdnyu utca, melyben rovi-
debb-hosszabb idére a sejt megallhat, differencidlt sejtek esetében ez sok-
szor végleges ledllast jelent. A sejtciklus szabélyozdsanak pozitiv elemei a
ciklinek és a ciklinfiiggd kinazok, negativok pedig az e kindzokat gatlok.
Zommel ezeken keresztiil miikodik az az ellendrzés, amely azt biztositja
els@sorban, hogy ,hibds” genetikai allomény ne keriiljon a lednysejtekbe,
a hiba az osztédds elStt még kijavitasra keriiljon, vagy sikertelenség
esetén a sejt pusztitsa el 6nmagat. Az ellenérzGpontok elégtelensége a
génhibak felhalmozédasahoz, genomikai vagy kromoszéma-instabili-
tdshoz, a daganatkeletkezés esélyének jelentSs novekedéséhez vezet.
Gyakorlatilag nincs olyan emberi daganat, amelyben a sejtciklus szaba-
lyozasi zavaraval ne taldlkoznank. Az egyik legkritikusabb eseménysor
az osztddas sordn megy végbe, és nem csoda, hogy ennek elemei terapias
célpontként is szerepelhetnek. A mikrotubulusokra hat6 szerek - vinca al-
kaloidok, taxdnok — mellett elGtérbe kertiltek a kinezinek, az Aurora-kina-
zok és a polo-szerti kindzok. Ezek miikodésérdl és gatolhatdsagukrol is
szolunk. A sejtek osztédasi képessége, ezzel Osszefliggden sok esetben az
Gssejtek vagy daganatsejtek (vagy daganatos Gssejtek) halhatatlansdga
természetesen mas tényezSktdl is fiigg, ilyenek példaul a telomerek
hosszat befolyasolé molekuldk.

E4 — Genommetabolizmus és -dinamika: in silico és in vitro megkozelitések

E4-01 Maszkirozott egyszal-folytonossaghidnyok

az eukariéta genomban
Székvolgyi L., Rakosy Zs.?, Balint B. L.’, Kokai E.!, Vereb Gy.!, Bacs6 Zs.',
Balazs M.?, Dombradi V.*, Nagy L., Szab6 G.'
DE OEC, ' Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet, Debrecen; > Megeldzd Orvostani
Intézet, Debrecen; ° Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen;
*Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
A 30-150 kb méretli DNS-régiokat formalé hurkok a kromatin szerkezeti
hierarchidjanak izgalmas, szdmos funkcionalis relevanciaval bird, de fel-
taratlan szintjét alkotjak. Kozvetleniil megfigyelhetSk az tin. halo-kisérle-
tek soran, és kromatinfragmentacios jelenségek kapcsan is, mind apopto-
tikus sejtek, mind — intenziv proteolitikus koriilmények kozott — normal
sejtek esetében. Utébbiakbdl kiindulva, az ionos detergens és protedz,
valamint kelator jelenlétében izolalt DNS ~50 kb atlagos méretti, szemben
az agardzblokkban lizalt sejtekbdl szarmazo DNS megabézisos méretével,
és ez feltehetGen a hurkok rogzitési pontjaindl torténd torés/hasadas
eredménye. Az agarézmatrix nem pusztan a pipettazas stb. soran beko-
vetkezd mechanikai toredez8déstdl védi meg a DNS-molekulakat, hanem
- els@sorban — megakadalyozhatja a deproteinizacié nyoman egyébként
bekovetkezd letekeredést. Az itt bemutatott, kozlés alatt allo adataink
alapjan feltételezziik, hogy egyszél-folytonossaghidnyok (nick) hataroljak
a hurkokat, és ezen, mindkét szdlon a hurkok hatdranal halmoz6dé nuk-
leinsav-szakaddsok mentén ds-fragmentacié kovetkezik be, amint meg-
szlinik a kromatinba szervezett dllapot. A DNS fragmentélodasat kovetni
tudjuk mezdinverzids gélelektroforézissel (FIGE), illetve a FIGE és a comet-
assay kombindacidjaval. Utébbi kisérletekben ~50 kb atlagos méreti DNS-
szakaszokat magaban foglalé granulumok figyelhet6k meg. A hasadési
pontokat in situ nick-transzlacié segitségével még a mag lizise el6tt (a sejt
permeabilizalasa utdn) megjeldlve, szintén a hurkok atlagos méretének
megfelel§ szdmd fluoreszcens pottydk altal alkotott pontmintazat tehetd
lathatova. Egy ~500 kb hosszisagu szondaval FISH kisérleteket végezve

megéllapitottuk, hogy a szomatikus rekombinacios forrépont, az MLL bcr
diszkrét médon fragmentédlédik a haloképz&dés soran, hurokméretii sza-
kaszokat formélva. A fragmentaci6 mértéke mas a gént dtrendezddott
konfiguracioban tartalmazé ML-1 sejtek esetében, illetve centromerikus
szonda esetén, a kiilonbségek azonban nem a nick-gyakorisaggal, hanem
ribonukleoprotein-struktirdk 4ltali maszkirozottsaguk epigenetikusan
meghatarozott kiilonbségeivel fliggnek ssze.

E4-02 A novényi NMD rendszer miikodése
és az eukariota NMD rendszerek evolicidja

Silhavy D.', Kerényi Z.', Mérai Zs.", Kertész S.', Gyula P?, Barta E.", Nagy F?
'MBK, Godolld; > MTA SZBK, Novénybioldgiai Intézet, Szeged

Az un. nonsense-mediated mRNS decay (NMD) egy eukariéta min&ségbiz-
tositasi rendszer, mely a korai stopkodont (PTC) tartalmazé mRNS-eket
bontja le, ezdltal megakadalyozza a csonka fehérjék képzsdését. Az NMD
a hibaelharit6 funkcié mellett szimos vad gén szabalyozasdban is sze-
repet jatszik. Az NMD Drosophila fajban, egérben és novényekben is
létfontossagu. A UPF1, 2 és 3 fehérjék élesztében és emlGsokben is nélkii-
l16zhetetlenek az NMD miikodéséhez, ugyanakkor az emlsok NMD-folya-
matdhoz a UPF faktorokon kiviil az SMG-1, 5, 6 és 7 fehérjék, illetve az exon
junction komplex (EJC) fehérjéi is sziikségesek. Az NMD cisz elemei élesztSk-
ben és emlGsokben eltérdek: élesztSkben a hosszt 3'-UTR, mig emlGsokben
a 3’-UTR-ban taldlhat6 intronok valtanak ki NMD-folyamatot. Bar az élesz-
t6- és human-NMD rendszer jol jellemzett, a névényi NMD miikodésérdl
szinte semmit sem tudunk. Csoportunkban kidolgoztuk a névényi NMD
tesztrendszereit, majd kimutattuk, hogy névényekben a hosszi 3-UTR,
illetve az intron alapti NMD is aktiv. Kidolgoztuk a virus indukalta gén-
csendesitésen alapul6, az NMD transz faktorainak gyors azonositasara is
alkalmas géninaktivécios rendszert. Igazoltuk, hogy a UPF1, 2, 3 fehérjék,
illetve az SMG-7 novényi ortologjai sziikségesek mind a hosszi 3'-UTR
alapd, mind az intron alapi NMD folyamatahoz. Bizonyitottuk, hogy az
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Y14 EJC faktor csak az intron alapti NMD kivaltasdhoz sziikséges. Kimu-
tattuk, hogy a névényi NMD autoreguldlt folyamat. Eredményeink alapjan
valészind, hogy az eukariétak kozos 6sében mér egy komplex, autoregulalt
NMD rendszer miikodott, amely mind a hosszi 3'-UTR, mind az intron
alaptit NMD-folyamatra képes volt. Adataink alatdmasztjik azt az elméleti
modellt, amely szerint az eukariéta Gsben az intronok gyors elszaporodasat
az NMD-folyamatban jatszott cisz faktor szerepiik tette lehet6vé.

E4-03 A humén dUTPéz enzimatikus mechanizmusa

Toéth ]!, Varga B.!, Kovadcs M.?, Mélnasi-Csizmadia A%, Vértessy G. B!
'MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; * ELTE TTK, Biokémiai Tanszék,
Budapest

A humén dUTPé4z mechanizmusat nagy id6felbontast oldatfézisi kine-
tikai médszerekkel vizsgaltuk, hogy a mar ismert atomi szerkezetekkel
egylitt értelmezve részletes képet kapjunk e minden sejtben nélkiil6zhe-
tetlen enzim miikodésérél. A dUTPaz a dUTP pirofoszforolizisét katali-
zalja, és ezzel szabélyozza a sejtekben az uracil DNS-be val6 beépiilé-
sének aranyat. A DNS-ben 1évé uracil olyan karos DNS-javitési titvona-
lakat indit el, amelyeknek a végeredménye sejthaldl is lehet. A dUTPéaz
biolégiai, illetve rakkutatasban felmertilt szerepét tekintve fontos tehat
meggérteniink, hogy az enzim hogyan tolti be sejtbéli funkcidjat. Kisér-
leteinkben szamos gyorskinetikai és egyenstilyi modszert alkalmaztunk.
Rekombindns dUTPazba triptofanszenzort épitettiink, és ennek segitségé-
vel detektéltuk a szubsztrat kotésével és a dUMP, PP; termékek felszaba-
duldsaval jar6é konforméaciovaltozasokat fluoreszcens megallitott dramla-
sos (stopped-flow) rendszerben. A protonfelszabaduldst — szintén hidroli-
zistermék — pH-indikétor abszorbanciavaltozasaval kovettiik egyenstilyi
allapotbeli és megallitott &ramlasos mérésekben. A ciklus kémiai lépését
kioltdsos aramlasos (quench-flow) moédszerrel y-?P-dUTP szubsztratot
hasznélva detektaltuk. Az eredmények jelenlegi szintézisében egy olyan
mechanizmus bontakozik ki, amelynek f6bb tulajdonsagai: i. gyors (dif-
fazidlimitélt) szubsztratkotés; ii. lasst, irreverzibilis és sebességmegha-
tdrozé hidrolizislépés (kobs = 3-8 s = kcay); 7ii. a termékek gyors (700 s™)
disszociacidja az enzimrél. A reakciéciklusban az aktiv helyre zar6do és a
kotott nukleotiddal kolcsonhatésban 1év6 | kar” olyan konforméciévalto-
zasokon megy keresztiil, amelyek a dUTP hidroliziséhez és/vagy a ter-
mékfelszabaduldshoz nélkiilozhetetlenek. Jelenleg folyd kisérleteink a
karban helyet foglalé aminosavak szerepének tisztdzdsara iranyulnak.
(EMBO, HHMI, GVOP, EU-FP6)

E4-04 A specifikus DNS-felismerés kezdeti szakaszanak
vizsgalata szamitégépes modszerekkel
Téth-Petréczy A., Simon L., Fuxreiter M.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A DNS-sériilések/-szakaszok specifikus felismerése, a hibak eltdvolitasa
létfontossdgu a sejtek szamdra. Ezen Osszetett folyamat kulcslépése a
szubsztrdt DNS-szekvencia azonositdsa. A kivalasztast neheziti, hogy a
megfelel6 DNS-helyet/-szakaszt a hozza hasonlé szekvencidk oriasi fe-
leslege mellett kell megkotni. A specifikus fehérje-DNS-komplexek 1étre-
hozasaban a fehérjeoldallancok és a DNS-bazisok kozott kialakul6 hidro-
génkotés-mintazat mellett fontos szerepet jatszanak a DNS torzuldsai,
valamint a kétédés sordn felszabadul ionok és vizmolekulék is. A felis-
merés kezdeti szakasza kisérleti médszerekkel nehezen vizsgédlhato, ezért
szamitégépes szimulacidk segitségével tanulmanyoztuk azokat a mole-
kuldris tényezdket, melyek a specifikus DNS-helyek kivalasztdsanak
korai fazisat vezérlik. Elemeztiik i. a fehérje-DNS-hatérfeliileten elhe-
lyezked§ viz; ii. a DNS-szekvenciak flexibilitdsanak; valamint iii a kétér-
tékd fémionoknak a szerepét. A BamHI restrikciés endonukleazon, GU
bézispart javité uracil-DNS glikozilazon, valamint timin dimert hasit6
endonukledzon végzett szamitasok alapjan arra kovetkeztettiink, hogy
DNS koriil elhelyezked§ vizmolekuldk tn. ,hidratécids ujjlenyomatként”

szolgélnak a felismeré fehérje szamara. Kimutattuk, hogy a bazishibak
azonositasaban azok kitiintetett flexibilitasa jatszik donté szerepet. Kvan-
tumkémiai szdmitasok segitségével értelmeztiik a Mg*- és Mn*'-ionok el-
tér§ viselkedését a DNS-szekvencidk kivalasztdsaban. Mindezek alapjan
javaslatot tettiink a specifikus DNS-felismerés korai szakaszanak
altalanos modelljére.

E4-05 A restrikciés endonukledzok hasitasi
mechanizmusanak vizsgalata szimulacids
médszerekkel

M. Letif, P. Kulhanek, Simon I., Fuxreiter M.

MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A restrikciés endonukledzok a baktériumok védekezd rendszerének

részei, melyek feladata az idegen (virus) DNS-szekvencidk felismerése és

hasitasa. APD...D/ExK csaladba tartoz6 enzimek alacsony szekvenciaho-
molégidjuk ellenére hasonlé harmadlagos szerkezettel rendelkeznek, és
miikodésiik kétértékd fémionok jelenlétét igényli. Krisztallografiai és
biokémiai eredmények alapjan nem egyértelmd azonban, hogy a fosz-
fodiészter-kotés hidrolizisének kataliziséhez hany fémion sziikséges, és
mi ezeknek a kofaktoroknak a pontos szerepe a reakcio soran. A restrikci-
6s endonukledzok egységes katalitikus modelljének kidolgozédsdhoz
szlikséges meghatarozni az egyes fémionok hozzédjaruldsat az aktivalasi
gét csokkentéséhez, valamint azonositani a nukleofil generéldsaban szere-
pet jatszé csoportokat. A kiilonb6z6 mechanizmusok katalitikus haté-
konysaga szamitogépes szimuldciokkal vizsgalhaté hibrid kvantumké-

miai/molekulamechanikai mddszerek alkalmazédsaval. Munkank sordn a

BamHI enzim DNS-hasitasi reakcidjanak lehetséges titvonalait tanulma-

nyoztuk: i. dltaldnos bézis kozremtikodésével; ii. a tdimad6 nukleofillal

hidrogénkotésben 1évS szomszédos vizmolekula bevonasaval; valamint
ifi. a tombféazisbol érkezd nukleofilt alkalmazva. Vizsgaltuk a BamHI
enzim specifikus DNS-szubsztrattal képzett komplexében megfigyelt két
fémion stabilitdsat. Megéllapitottuk, hogy a tdmadé nukleofillal kapcso-
latban 1év6 fémion kevésbé mozgékony, mint a tdvozoé csoporthoz kotéds,
ami eltérd katalitikus hozzajaruldsukra utal. Hipotetikus, egy fémiont
tartalmaz6 enzimekben meghatéaroztuk a hasitasi reakcié energiagétjat és
ennek alapjan az egyes fémionok katalizishez torténé hozzajarulasat is.

A fémionok szerepének kisérleti vizsgélatdhoz, fémion-helyettesitéses

mérésekhez kiszamitottuk a fémionok kotddési szabadentalpidit is a

BamHI aktiv centrumaban. Mindezek alapjan javaslatot tettiink a BamHI

enzim katalitikus mechanizmusara.

E4-06 Az LCR16a genetikai elem szerepe

a kromoszomalis evolticiéban
Symmons O., H. de Boussac, Véradi A., Aranyi T.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A genomevoltici6 és a fenotipusvaltozdsok kozotti Osszefliggések felde-
ritésének egyik eszkoze a mendeli betegségének vizsgalata. Kisérleteink
soran ezért a monogénes betegségekért felelés ABCC6 és PKD1 géneket és
ezek pszeudogénjeit vizsgéltuk, amelyek a 16-os kromoszéma révid kar-
jan talalhatok. Célunk a pszeudogének kialakuldsanak, valamint a gén-
duplikécié kovetkezményeinek felderitése volt. Kimutattuk, hogy ABCC6
pszeudogének mas fGemlGsben is megtaldlhatok, de ezek a humaén vélto-
zatoktol fliggetleniil alakultak ki. Megallapitottuk, hogy mindegyik psze-
udogén az LCR16a genetikai elemmel asszocialt. Az LCR16a a 16-os kro-
moszéma leggyakoribb duplikdciéja, és feltételezhet§, hogy felelGs a
pszeudogének keletkezéséért. Az igy létrejott duplikdciok human speci-
fikus transzkriptumok kialakuldsat eredményezték. Adataink tovabba
arra utalnak, hogy az ABCC6 és PKD1 pszeudogénjei génkonverzio révén
mutaciokat okoznak a funkciondlis génekben, illetve nagyobb léptékii
kromoszomalis atrendezédéseket kozvetitenek. Eredményeink hozzaja-
rulnak a humén genom jelenleg is zajlé evoltcidjanak jobb megértéséhez.

E5 — Szerkezeti biolégia

E5-01 Az aminosav-0sszetételek szerepe

a fehérje-térszerkezetek meghatirozasaban
Simon 1., Dosztanyi Zs., Fuxreiter M., Tusnady E. G.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A genom projektek alaposan megviltoztattak a fehérjék térszerkezetérdl
alkotott elképzelésiinket. El6szor azzal leptek meg, hogy azok a fehérjék,
amelyek csak membran jelenlétében, azon egyszer vagy tobbszor athalad-
va képesek feltekeredni, a kodolt fehérjék tobb mint egynegyedét teszik
ki. Késébb kidertilt, hogy a ,vizoldhaté” fehérjék igen jelentSs része csak
egyéb makromolekulak, fehérjék, nukleinsavak felszinén képesek felven-
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ni térszerkezetiiket. SGt, egy sor fehérje anélkiil fejti ki aktivitasat, hogy
id6ben alland6 térszerkezetet venne fel, és igen sok globuldris fehérje tar-
talmaz gyakran igen hosszt, rendezetlen szegmenseket. Ugy latszik, a
régéta megoldatlan kérdés, hogyan hatdrozza meg a szekvencia a tér-
szerkezetet, tovdbb bonyolédott, de a kiilonb6z6 szerkezeti osztalyok —
mint a vizoldhaté rendezett, rendezetlen, részlegesen rendezett, transz-
membran fehérjék — szerkezetszervez&désével kapcsolatos kozos eleme-
ket figyelembe véve kozelebb keriilhetiink a megoldashoz. Az elGadas
arra igyekszik bizonyitékokat mutatni, hogy az elsédleges szerkezet nem
kozvetleniil hatdrozza meg a térszerkezet legfontosabb sajatossdgait, ha-



nem a polipeptidlanc, annak szegmensei, illetve nem Gsszefiliggd részhal-
mazai aminosav-Osszetételein keresztiil, mig a részletes szekvenciainfor-
mécidra csak a végsS finom részletek meghatarozasanal van sziikség.

E5-02 Rend és rendezetlenség: fehérjék atomi szintd
vizsgalata NMR-spektroszképiaval

Perczel A."?, Bodor A", Gaspari Z.

ELTE TTK, ' MTA Fehérjemodellezé Kutatécsoport, Budapest;

? Kémiai Intézet, Budapest

A fehérjék atomi szintii térszerkezete szorosan Osszefligg azok biologiai

funkcidjaval. A XX. szazad utols6 évtizedétsl kezdve az NMR-spektro-

szkdpia elSretorésével egyre tobb kisérleti adat mutatja, hogy a szerkezet

mellett a fehérjék dinamikus viselkedése is elengedhetetlen az eredmé-

nyes és hatékony miikodéshez. Legtjabban egy olyan egységes kép kezd

kibontakozni, melyben az ismert fehérjék a jol feltekeredett téralkattol a

mozgékonyabb doméneken at egészen a napjainkban elStérbe keriilt, tn.

rendezetlen fehérjékig egy teljes ,mozgékonysagi” skalan helyezhet8k el.

Az eladas az NMR-spektroszkopiat mint a szerkezet, a dinamika és a

feltekeredés atomi szintd vizsgalatara alkalmas médszert mutatja be sajat

kutatésainkbol vett példdkon.

E5-03 A ,PAF” antifungalis fehérje

NMR-szerkezete és -dinamikaja
Batta Gy.!, Sandor Sz.!, U. Binder?, Kévér E. K, Gaspari Z.*, Barna T,
Leiter E.5, Pécsi 15, F. Marx?
'"DE TEK-TTK, Biokémiai Tanszék, Debrecen; * Innsbruck Medical University,
Biocenter, Div. of Molecular Biology, Innsbruck, Austria, ’DE TEK-TTK,
Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Debrecen; * ELTE Kémiai Intézet,
Budapest; ° DE TEK-TTK, Mikrobidlis Biotechnoldgiai és Sejtbiolégiai Tanszék,
Debrecen
A Penicillium chrysogenum altal termelt, kis molekulatomegti (6,2 kDa),
ciszteinben gazdag, bazikus, antifungélis fehérje (PAF) gombaellenes ha-
tdsmechanizmusénak megértése 1ij gombaellenes gyogyszerek fejleszté-
séhez vezethet. Mivel a PAF kristalyositdsa eredménytelen volt, az oldat-
fazisu térszerkezetet NMR-moddszerekkel hatdroztuk meg. Két- és harom-
dimenzids nitrogénlecsatolt, illetve editalt TOCSY és NOESY spektrumo-
kat mértiink 250 pl térfogati, 1,6 mM koncentracidjui “N-jelolt nativ PAF-
mintdn. Ez 100%-os f6lanc- és mintegy 80% oldallanc-NMR-jelhozzaren-
delést eredményezett. A *JxuHo spin-spin csatoldsokat a 2D “N-HSQC,
mig a "Co jelek azonositdsat — természetes izotépgyakorisdgban — a 2D
C-HSQC spektrumbdl nyertiik a masodlagos struktiira meghatarozasa-
hoz. A térszerkezet meghatarozaséat a 2D NOE csticsok ATNOS/CANDID
programmal végrehajtott automatikus asszignalasa utan a CYANA 2.0
NOE szerkezetszamité szoftverrel végeztiik. Ezt kovetGen a NOE és a
“N-relaxaciés dinamikabol nyert S*-értékekbsl a MUMO mddszerrel
valésaghti ensemble szerkezeteket kaptunk. Az 1AFP antifungalis fehér-
jével a mindossze 47% szekvenciaazonosség ellenére a PAF meglepd ha-
sonlésagot mutat: 6t antiparallel B-red6t alakit ki: B-hord6t, amit diszul-
fidhidak stabilizélnak. A jol ismert *N-relaxacis kisérletekbdl 3 ns globa-
lis korreldciés id6 szadrmaztathatd, ami kompakt, monomer szerkezetre
utal. Az 'H és "N CSA/DD relaxdcidsinterferencia-jelek és a viztelités-
atviteli kisérletek jol azonositjdk a PAF B-reddit 6sszekots flexibilisebb
linker régiokat. (OTKA TO 42567, EU-NMR Contract #RII3-026145 /
CERM13 projekttdmogatasok: 700 MHz-es mérések)

E5-04 A rendezetlenség szerepe
fehérje—fehérje kolcsonhatasokban

Tompa P.

MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Az utébbi néhany évben bebizonyosodott, hogy a klasszikus szerkezet—
funkcié paradigma nem éaltaldnosan érvényes, mivel szimos fehérje jol de-
finidlt 3D szerkezet nélkiil funkcional. A rendezetlenség éltaldnosan elter-
jedt jelenség, a rendezetlen fehérjék szamos létfontossagu sejtfolyamatban
alapvetd szerepet toltenek be, legnagyobb mennyiségben jelatviteli és
transzkripcids szabéalyozé folyamatokban fordulnak elS. A rendezetlen fe-
hérjék funkcidjukat leggyakrabban molekuléris felismerés révén latjak el: a
partnerhez val6 kotédéskor részleges vagy teljes rendezédésen mennek ke-
resztiil. Munkankban a rendezetlenség fehérje-fehérje kolcsonhatdsokban
jatszott szerepét tettiik részletes vizsgalat targyava. Kimutattuk, hogy a fe-
hérjék rovid linearis felismerd motivumai (SLM) gyakran lokalisan rende-
zetlen régioba esnek, ami kolcsonhatési halézatokban hatékony evoltcids
kapcsoldkat biztosithat. A k6t6 motivumok a k6t6dés soran rendezetté val-
nak, masodlagos szerkezeti elemzésiik azt mutatja, hogy gyakran a szek-
vencidjukban kédolt, és nem a partner dltal meghatarozott médon. A ren-
dezetlen szakaszok felismerd motivumként val6 hasznalatdnak el6nyeit az

is mutatja, hogy a rendezetlenség lényegesen magasabb a nagyszamdu part-
nerrel kolesonhatasba 1€p6 fehérjék (hub-ok), mint a kolesonhatasi haloza-
tok egyéb fehérjéi esetében. A kolcsonhato felszinek atomi szintii elemzése
azt mutatja, hogy a rendezetlen fehérjék sajatos felismerési stratégiat alkal-
maznak, amennyiben hidroféb aminosavaikat exponaljak, nem feltekere-
désre, hanem a partner kotésére hasznéljak. Eredményeink 6sszességiikben
arra utalnak, hogy a rendezetlenség evolticids elSretorésére alapvetSen a
fehérje—fehérje kolesonhatasban betoltott szerepe szolgalhat magyarazatul.

E5-05 Intramolekularis kolcsonhatas-halézatok feltarasa
egy proteazinhibitor fehérjében kombinatorikus
mutagenezissel és faigbemutatassal

Szenthe B.', Patthy A.', Gaspari Z.?, Kékesi K>, Graf L.", Pal G.'
ELTE TTK, ' Biokémiai Tanszék, Budapest; > Kémiai Intézet, Budapest;
*Elettani és Neurobioldgiai Tanszék, Budapest
A pacifastin csaldd ciszteinben gazdag, ~35 aminosavas protedzinhibitor
motivumat izeltldbtakban fedezték fel. A csalad két rokon alcsoportra
oszthato, a bels6 mag szerkezete szerint. Az I. csoportban a motivum a
Lys10-Trp26, mig a II. csoportban a Phel0-Ala26 aminosavparok koré
szervezGdik. Az 1. tipusu inhibitorok kiilonos taxonspecifitdssal birnak:
az idetartoz6 izeltlabu-tripszininhibitorok szinte inaktivak magasabb ren-
diiek tripszinjein. Az I. tipusti SGPI-1 taxonszelektiv, mig a II tipusu
SGPI-2 nem. Egyedi mutaciékkal nem sikertilt feltarni ennek pontos okat.
Egy teljes korii kombinatorikus mutagenezis sémaval és fagbemutatassal
sikertilt megtaldlnunk a magyarazatot. Egyetlen kisérletben el&allitottuk
az Osszes lehetséges SGPI-1/SGPI-2 kimérat. Ezt a konyvtarat fagon jele-
nitettiik meg, és szilard fazisra kotott szarvasmarha- és raktripszinen sze-
lektaltuk. A szelektdlt klénok szekvenciaanalizise kimutatta, hogy az
SGPI-1 taxonszelektivitdsat a Lys10-Trp26 magnak egy felszini hurokkal
1étrejovs intramolekuldris kolesonhatdsa okozza. A hurok 3 aminosavja-
nak SGPI-2 tipusra cserélésével olyan inhibitort hoztunk létre, mely meg-
Orzi a jellegzetes , taxonszelektiv” magot, de egyformén aktiv izeltlabu és
gerinces fajok tripszinjein. Eredményeink megkérddjelezik azt a széles
korben elterjedt nézetet, miszerint a protedzinhibitorok szelektivitasat
egyediil a protedzzal kolesonhaté felszini hurkok biztositandk. Emellett
fontos, Gj és altalanos torvényszertiségeket tartunk fel egy olyan moleku-
latipus szerkezeti—funkciondlis Osszefiiggéseivel kapcsolatban, mely
tipus méretét és dinamikai tulajdonsagait tekintve a peptidek és a fehér-
jék hatarmezsgyéjén létezik.

E5-06 A dUTPAaz enzimcsalad szerkezeti,

funkcionalis és élettani jellemzése
Barabés O., Németh-Pongracz V., Békési A., Muha V., Zagyva I., Varga
B., Takécs E., Kovari J., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
Az él6vilag egyik érdekes paradoxona, hogy a genetikai informacio stabil
tarolasaért és hiiséges tovdbbadasaért felelés nukleinsav makromolekula
kémiailag reaktiv, és normal élettani koriilmények kozott is szamos muta-
gén modosuldst szenved el. Egyes DNS-hibak megel6zésében kulcssze-
repet jatszik a dUTP4z enzimcsalad, mely megakadalyozza az uracil DNS
molekuldba valé beépiilését. Az enzim hidnya timinmentes sejthaldlt
okoz, és gatldsa antimikrobialis és rdakellenes terapiak tjszerd stratégiajat
kinalja. Csoportunkban a szerkezeti és a sejtbioldgia kiterjedt médszerta-
nara tamaszkodva prokariéta, retrovirdlis és eukariéta (fonalféreg, ecet-
muslica és human) modelleken vizsgaljuk az enzim élettani szerepét és
katalitikus miikodésének részletes molekularis mechanizmusat. Azono-
sitottuk az enzim szabalyozaséért felel6s halézat tobb szintjének elemeit.
Szerkezet-funkcié Osszefiiggés-vizsgalataink tisztaztdk a reakci6 indita-
saért felel@s nukleofil agens kilétét, a reakciéo mechanizmusét, az enzimfe-
hérje térszerkezetét és feltekeredésének folyamatat. A fehérje izoformai-
transzkripciondlis moduldciéra és egyedi nukledris transzportra utal.
Rendszer-bioldgiai eszkdzokkel térképezziik a dUTPaz kolesonhatasi fe-
hérjehal6zatat. Antagonisték szlirGvizsgélataval tjszerd vezérmolekuldk
azonositasara toreksziink. (HHMI, GVOP, EU FP6)

E5-07 Terhelésfiiggé mechanizmus teszi lehetévé

a nem izom miozin 2 hatékony miikodését
Sarlés K.', K. Thirumurugan?, P. J. Knight?, J. R. Sellers®’, Kovécs M."?
"ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; * Institute of Molecular and Cellular
Biology and Astbury Centre for Structural Molecular Biology, University
of Leeds, Leeds, UK; * Laboratory of Molecular Physiology, National Heart,
Lung and Blood Institute, Bethesda, MD, USA
A mechanikai erShatdsok fontos szerepet jatszanak a molekuldris mo-
torok miikodésének szabélyozdsaban és koordinacidjaban. A nem izom
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miozin 2 izoformdk a gerincesek szoveteiben a sejtosztédas és -differen-
cidci6 nélkiilozhetetlen motorjai. A nukleotidkotés és -disszocidci6 terhe-
lésfliggésének méréséhez azt az intramolekuldris fesziiltséget hasznaltuk
fel, amely mindkét fejiikkel aktinhoz kotott miozin 2 molekuldkban kelet-
kezik. Azt talaltuk, hogy a nem izom miozin 2A és 2B izoformédkban az
ADP-felszabadulas kinetikaja erésen terhelésfiiggs, mig az ATP és ADP
kotése nem mutat terhelésfiiggést. A terhelésfiiggs valtozasokat az okoz-
za, hogy a mechanikai erShatdsok befolyésoljak a kiilonb6z6 erékar-ori-
entacidji aktomiozin—ADP-allapotok kozotti egyenstilyokat. A kiils6 erd

ezéltal markans valtozasokat okoz ezen miozinok terhelési aranyaban
(azaz az aktinkotott allapotok részaranyéban), valamint ATPaz cikluside-
jében is. E sajatsdg az alapja annak, hogy a nem izom miozin 2 energia-
hatékony moédon tudjon hosszu tdvon erét kifejteni anélkiil, hogy a
gyorsabb miozinok (példaul simaizom-miozin) altal hajtott kontrakciot
akadalyoznd. Mig a kontrakcid irdnyaba haté erdk gyorsitjdk a miozin
ciklusat, addig a visszafelé iranyul6 erék novelik a terhelési aranyt és a
mindkét fejjel aktinkotott, hatékony erSfenntarté miozinallapotok
részaranyét.

E6 — Fehérjeexpresszi6 és -funkciék szabdlyozasa

E6-01 Novényi RNS-csendesités-szuppresszorok
miikodési mechanizmusanak jellemzése
Lakatos L., Csorba T., Pantaleo V., Burgyan J.
MBK, Godollé
Kidolgoztunk egy olyan in vitro és in vivo tesztrendszert, amelynek segit-
ségével az RNS-csendesités szuppresszorainak mitikodési mechanizmusat
vizsgalhatjuk. In vitro vizsgélatainkat Drosophila-embrié RNS-csendesitési
rendszerben végeztiik, mig in vivo rendszeriink mikro-RNS (miRNS) és
viralis szekvencidkat tartalmazo szenzorkonstrukciok infiltralasan alapul.
In vitro és in vivo tesztrendszeriink alkalmas annak a kérdésnek a meg-
vélaszolasara, hogy egy adott RNS-csendesités-szuppresszor az RNS-in-
dukdlt csendesitési komplex (RISC) kialakuldsat vagy az aktiv RISC-fo-
lyamatot gatolja-e. Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az ismert
kettésszalu siRNS-k6tS szuppresszorok, mint a tombuszvirusok p19 és a
répasargasag-virus (BYV) p21 fehérjéje a RISC kialakuldsat gatolja, azon-
ban az aktiv RISC-folyamatra nincsenek hatassal. Ebben a jol kidolgozott
rendszerben megvizsgaltuk a dohanycsikosség-virus (TEV) HC-Pro RNS-
csendesités-szuppresszorat is, amir6l kordbban azt gondolték, hogy ga-
tolja az aktiv RISC-folyamatot. Osszehasonlité vizsgalataink eredményét
mutatjuk be.

E6-02 Az ABCG2 multidrogtranszporter-fehérje

kozvetlen plazmamembranb6l torténd

drogtranszportjanak kimutatisa
Homolya L., Seres L., Orban T., Sarkadi B.
MTA Membrinbiolgiai Kutatécsoport, Budapest
A 48 human ABC transzporteren beliil kiilonleges helyet foglalnak el
az Gn. multidrogtranszporterek: az MDR1 (P-glikoprotein), az MRP1 és
az ABCG2 (MXR/BCRP) fehérjék. Ezek a transzporterek nagyon széles
szubsztratfelismer§ képességgel rendelkeznek, és a legkiilonb6zSbb
szerkezetl, sokszor erdsen hidrofob karakterti anyagok transzportjat
végzik. Mai elképzelésiink szerint élettani szerepiik a detoxifikdlasban,
a kiilonb6z6 endo- és xenobiotikumok szervezetbdl valé eltavolitasa-
ban van. Daganatos sejtekben expresszaloédva viszont megakadalyoz-
hatjak a hatékony kemoterapias kezelést azaltal, hogy keresztreziszten-
ciat okoznak a legkiilonb6z8bb citosztatikumokkal szemben a drogok-
nak a tumorsejtekbdl valé kipumpéldsa révén. Hosszu évtizedekre
visszanyulik az a vita, hogyan magyardzhat6é ezen fehérjék széles
szubsztratfelismer$ képessége. Az egyik elképzelés szerint (amelyet
,hidroféb porszivé” modellnek neveznek) a transzporter kozvetleniil
a membranbdl veszi a szubsztratjat, mig a masik (,klasszikus transz-
porter” modell) értelmében a citoplazmabdl torténik a transzport. Sza-
mos kisérlet sziiletett ezen hipotézisek igazolasara, azonban kozvetlen
bizonyit6 erejii eredmény a mai napig nem latott napvildgot. A jelen
bemutatott munkaban az ABCG2 GFP-cimkével ellatott valtozatat fel-
hasznalva, konfokalis mikroszkép segitségével kovettiink egy fluoresz-
cens citosztatikum, a mitoxantron felvételét a GFP-ABCG2 gént exp-
resszalo sejtekben. Ez a kisérleti elrendezés lehet6vé tette a drogfelvé-
tel kinetikdjanak meghatdrozasat a plazmamembranban és a sejten be-
liil. Elkészitettiik a kiilénb6z6 transzportmechanizmusokra vonatkozo,
a drogfelvétel folyamatat leiré kinetikai modelleket, majd Osszevetet-
tiik a kapott kisérleti eredményeinket a modellek altal mutatott vi-
selkedésformakkal. Kisérleteink szdmos vonatkozasban a ,hidroféb
porszivé” modellt igazoljak, és céfoljdk a ,klasszikus transzporter”
modellt.

E6-03 A kationos aminosav-transzporter kotési
specifitisanak vizsgalata makrofagokban

Hrabak A", Erés D2, 6rfi L2, Kéri Gy."*

'SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldgiai és Pathobiokémiai Intézet,

Budapest; * Vichem Kft., Budapest

A kationos aminosav-transzporter (CAT) fontos szerepet jatszik a makro-
fagok arginin-anyagcseréjében, igy az NO-szintaz és az arginaz szubszt-
ratellatasdban is. A harom izoenzim koziil a makrofdgokban a CAT-2 van
jelen. A fehérje szubsztratspecifitisat kordbban is vizsgaltdk, azonban
szisztematikus, nagyszamu vegyiiletre kiterjed$ vizsgalatot nem végez-
tek. Kisérleteinkben egérbdl szarmazé peritoneélis makrofagok arginin-
felvételét vizsgaltuk, kozel 80 kiilonb6z6 aminosav, illetve aminosav-
szarmazék mint lehetséges géatloszer felhasznalasaval. A transzportot *H-
arginin 5 perces felvétele alapjan adtuk meg. El6zetesen tobb vegyiilet
vizsgalata alapjan megéllapitottuk, hogy a gétldsok kevert jellegtiek. A ve-
gytiletek gatlé hatasat ICs értékiik alapjan jellemeztiik. A kapott értéke-
ket szamos leiroval (szerkezeti tulajdonsagok) jellemeztiik, és kvantitativ
szerkezet-hatés Osszefiiggés-vizsgalat (QSAR) felhasznalaséaval kiséreltiik
meg megéllapitani, melyek azok a tulajdonsdgok, amelyek lényeges szere-
petjatszanak a kotésben. A vegyiileteket elGzetesen gatl6 hatasuk erGssége
alapjan harom csoportba soroltuk. A modellépitéshez az ANN (mester-
séges neuronhaldzat) moédszer bizonyult a legjobbnak. A modell szerint az
aldbbi 11 tulajdonsag a legfontosabb a kotésben: az oldallanc szénatomsza-
ma, pK.-értéke, az L-, illetve D-konfiguracid, a van der Waals-térfogat, az
altalanos ,hasonlésdg”, a hidrofobicitds, az ai-aminosavjelleg, o-karboxil-
csoport jelenléte, a vegyiilet bazikus vagy neutralis jellege. A modell he-
lyességét egy, a modell felallitdséban nem szerepelt, 19 vegyiiletbdl allo
validélé csoporton teszteltiik: 17 esetben pontosnak bizonyult a predikci6,
2 esetben eltért. Hasonl6 elv alapjdn megprobéltuk az arginin beépitése
alapjdn az argininaktivalé enzim specifitasat is jellemezni, azonban ezt
egyetlen vizsgélt vegyiilet sem gatolta. Ez azzal magyarazhat6, hogy en-
nek az enzimnek az arginin irdnti affinitdsa tobb nagysédgrenddel megha-
ladja barmely masikét, mert ez biztositja a genetikai kod fehérjébe torténd
hibétlan atirasat. Eredményeink alapjan a kiilonb6z8 argininfelhasznald
rendszerek szubsztratspecifitdsa 6sszehasonlithato.

E6-04 A Jon-proteazok tisztitisa

és biokémiai jellemzése ecetmusliciban
Lipinszki Z., Pal M., Kiss P., Klement E, Udvardy A.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged
Ma egyetlen olyan jol jellemzett mechanizmust ismeriink eukariétakban
(ERAD), amely az endoplazmatikus retikulumban keletkezg sériilt és irre-
verzibilisen denaturalédott fehérjéket képes felismerni, majd prezentalni
az ubiquitin-proteaszéma rendszernek. Felmeriil tehat a kérdés, milyen,
az ERAD-hoz hasonl6 biokémiai rendszerek léteznek a sejt mas kompart-
mentumaiban keletkezd szabélytalan térszerkezetti fehérjék eltavolitasa-
ra. Ha létezik ilyen, akkor az csak és kizardlag a sériilt, denaturalédott
fehérjéket kotheti meg, esetleg bonthatja le, mig azok nativ formajat telje-
sen intaktan kell hagynia. Kutatdsaink soran talaltunk egy protedzcsala-
dot ecetmuslicaban, amelynek tagjai egyénileg vagy komplexet alkotva
részt vehetnek a denaturalt fehérjék proteolizisében. A szerintipusti endo-
peptidazokhoz tartozé, extrém fiziko-kémiai tulajdonsagokkal rendelke-
z6 ,Jon” csalad két tagjat, kromatografids eszkozokkel homogenitésig
tisztitottuk, majd azonositottuk, végiil pedig cDNS-ét expresszids vek-
torokba klénoztuk. Meghatdroztuk mindkét gén fejlédésistadium-speci-
fikus kifejez6désének mintazatat, amely GsszeegyeztethetS volt az ugyan-
azon fejlédési stadiumokban kimutatott degradacios aktivitassal. A pre-
diktalt szignalpeptid ellenére horcsog-testisejtekben kimutattuk a fehér-
jék intracellularis lokalizaltsagét, bizonyitva, hogy ha be is keriil a szekre-
torikus transzportlancba, nem jut ki a sejtbél. A tovabbiakban szeretnénk
meghatarozni az interakcids partnereiket, lokalizacidjukat a sejtben, va-
lamint a tdltermeltetésiik hatdsdra bekovetkezd cellularis valtozasokat.
Végsé célunk megérteni a miikodésiik filozofidjat egy szélsGségesen de-
naturdlé/reduktiv kornyezetet is tolerdld, szigortian szabélyozott int-
racelluldris denaturaltfehérje-fiiggd proteolizisben, amelynek fontos gyo-
gyészati és/vagy biotechnologiai jelentSsége lehet.
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E7 — Oxidativ stressz

E7-01 A Duox NADPH oxidaz enzimek mtikodése

Geiszt M., Donké A., Orient A.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A fagocita sejtek reaktiv oxigénmetabolit-termelésének kiemelkedd sze-
repe van a szervezet védekez8 mechanizmusai kozott. Régota ismert tény,
hogy reaktiv oxigénmetabolitok mas sejtekben is képzSdnek, és fontos
szerepiik van olyan alapvetd biolégiai folyamatokban, mint az oxigén-
érzékelés, a hormonszintézis, az érténus-szabalyozas, a programozott
sejthaldl vagy a megtermékenyités. A reaktiv oxigénmetabolitok szinté-
zise neutrofil granulocitakban a szuperoxid anionbél (Oy) indul ki. A szu-
peroxid termelését a sejtek plazmamembranjiban talalhaté NADPH oxi-
daz enzim végzi. A NADPH oxidaz egy tobb alegységbdl &ll6 enzim-
komplex, amely elektront tovdbbit a NADPH molekularél a molekuldaris
oxigénre. Az elmult években a fagocita oxiddz szdmos homolégjat fe-
dezték fel kiilonb6z6 emlSssejtekben, tehat nemcsak a granulocitakban,
hanem mas sejtekben is miikodnek a NADPH oxiddz enzimek. Nem vila-
gos azonban, hogy a kiilénb6z6 NADPH oxidédz homolégoknak mi a pon-
tos élettani funkcidjuk, és az enzimek szabélyozasardl is igen keveset
tudunk. Jelen el6adéds témaja a Duox (dual oxidase) NADPH oxidaz en-
zimek mtikodése és lehetséges funkcidik.

E7-02  Oxidativ stressz az endoplazmas retikulumban
Bénhegyi G.

SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Bioldégiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
Az endoplazmas retikulum (ER) stresszének és az azt kovet§ apoptozis-
nak a leggyakoribb oka az ER-lumen redox homeosztazisdnak felboru-
lasa. A redox hatasok karositjak az oxidativ fehérjefeltekeredés mechaniz-
musat, helytelen konforméciéju fehérjék intraluminalis felhalmozoda-
sdhoz vezetnek, s végiil kivéltjak a selejtfehérje-vélaszt (unfolded protein
response). A folyamatban szamos luminélis redox rendszer részvétele is-
mert (glutation, aszkorbat, FAD, tokoferol, K-vitamin, piridinnukleotidok).
A sejtet ér6 oxidativ stressz altal okozott glutationoxidéci, illetve -deplé-
ci6 érinti az ER-lumen glutationjat is. Redukdlt glutation hidnyaban a
helyteleniil kialakult diszulfidhidak izomerizaciéja nem torténik meg, igy
ER-stressz alakul ki, és a selejtfehérje-valasz elindul. Kisérleteinkben az
ER redox egyenstilydnak megbomlasat acetaminofennel (AAP) véltottuk
ki, in vivo. Az AAP-mérgezés felelGs az akut majkarosodasok tilnyomo
részéért, s mechanizmusaban az oxidativ stressz kozponti szerepet jat-
szik. Az AAP hatdsmechanizmusat vizsgalva azt taldltuk, hogy mar egy
oraval az AAP-adéds utdn az ER glutationkészlete oxidalodott. KésSbb
az ER-stressz jelei is megjelentek. Az ER-beli oxidoreduktdzok (ERp72,
protein diszulfid izomeraz) redox allapota oxidalt irdnyba tolodott. Az
ER-stressz-reszponziv transzkripciés faktor ATF6 és az ER-stressz-fliggd
GADD153/CHOP proapoptotikus transzkripciés faktor aktivalodott. Az
ER-rezidens prokaszpaz-12 dtmeneti aktivalodasa és az elF-2 foszforila-
cidja is megfigyelhet$ volt. Az AAP-kezelt dllatok majaban a parenchy-
masejtek fokozott apoptézisat észleltiik. Eredmények szerint az AAP altal
okozott oxidativ hatdsok tehat ER-stresszhez és apoptézishoz vezetnek.
Tovébbi kérdés, hogy milyen Gsszefiiggés van az ER-stressz és a kés6bb
kialakul6 hepatocellularis nekrézis kozott.

E7-03 Az Akt- és ERK-aktivacié univerzailis szerepe

a poli-(ADP-ribéz)-polimeraz-inhibitorok,

Ca*-csatorna- és B-blokkoldk kardioprotektiv

hatasédban
Szab6 A., Kovacs K., Bognar E., N. Kiss Gy., Stimegi B., ifj. Gallyas F.
PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Célkittizésiink két eltérd szerkezeti PARP-gatlo, illetve egy-egy Ca**-csa-
torna- és B-blokkol6 kardioprotektiv, valamint Akt- és ERK1/2-aktivélo
hatasanak Osszevetése volt ischaemiareperfiizié soran. Langendorff-per-
fundalt izolélt patkdnyszivekben az energiametabolizmus, valamint sziv-
funkciés paraméterek helyredlldsat monitoroztuk 25 perccel a globalis
ischaemiat kovets, 45 percig tartd reperfiizié sordn. Az Akt, GSK-3B és
ERK1/2 aktivaciéjat foszforilacidspecifikus antitesttel immunblot techni-
kéval a szivhomogenatumokbdél hatdroztuk meg. Eredményeink azt mu-
tatjak, hogy PARP-gétlok (Verapamil és Metoprolol) egyarant javitottak a
kreatin-foszfat-, ATP- és pH-szintek helyreéllasat, a funkcionalis sziv-
paraméterek (dp/dt, RPP és LVDP) normalizal6désat, és csokkentették az
elhalt teriilet méretét. Tovabba csokkentették a lipidperoxidaciét és a fe-
hérjeoxiddciét, valamint aktivaltak az Akt, a GSK-3p és az ERK1/2 kina-
zokat. Mindezen vonatkozasokban a PARP-gatlok szignifikdnsan jobbak
voltak, mint a masik két vegyiilet. Az Akt LY294002 inhibitorral és az
ERK1/2 PD98059 inhibitorral torténd gatlésa lerontotta az Gsszes vegyii-

let pozitiv hatdsait, ami azt bizonyitja, hogy ezen kindzok aktivélasa szig-
nifikdnsan hozzajarult a vegytiletek véd6 hatdsdhoz. A PARP-gatlok tehat
a Ca*-csatorna- és B-blokkolokndl hatékonyabban védik a szivet, valo-
szintileg azért, mert erGteljesebben aktivéljak az Aktl és az ERK1/2 ki-
nazokat. A PI-3-kindz-Akt- és az ERK1/2-ttvonalak aktivdldsa mind a
PARP-gatlok, mind a Ca*-csatorna- és B-blokkoldk esetében 1j hatdsme-
chanizmust jelent, amely egyben az ischaemias szivbetegségek terapia-
jaban 1j gyogyszercélpontként is szerepelhet.

E7-04 Egyes poli-(ADP-rib6z)-polimeraz-gatlék
kardioprotektiv hatasanak és a posztischaemids sziv
gliik6z-anyagcseréjének néhany Osszefiiggése

Berente Z., N. Kiss Gy., Bognar E., Stimegi B.

PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs

A poli-(ADP-rib6z)-polimeraz gatlészereir6l mar hosszabb ideje ismert,

hogy ischaemiareperfiziot kovetGen javitjdk az energiametabolizmus

visszatérését a normoxids dllapot irdnyaba; a mogottes molekularis me-
chanizmus tisztdzdsara maig komoly eréfeszitéseket tesznek vilagszerte.

Jelen vizsgalatunk targyava a PARP-gatloknak az tin. metabolikus védd

hatéssal val6 kolcsonhatasét valasztottuk. A metabolikus védé hatas konk-

rét modelliinkben (akut globalis ischaemidt kovetd reperftizié Langen-
dorff szerint perfundalt patkdnysziveken) azt jelenti, hogy az ischaemiat
kovetden a sziv az energiat a normoxias éllapothoz képest sokkal inkabb
gliik6zbol és sokkal kevésbé zsirsavakbol nyeri. Kisérleteink sordn vizsgél-
tuk az izolalt sziv gliikdzfelvételét, és monitoroztuk a sziv energiametabo-
lizmusét in situ *'P NMR-spektroszkopids titon, a gliikéz sorsat "C-jelolt
gliik6z alkalmazasaval kovettiik szivextraktumokban kiilonféle in vitro
NMR-kisérletekkel, illetSleg tobb jelatviteli titvonal aktivaloddsat vizsgal-
tuk Western blot médszerrel. Azt talaltuk, hogy egyes PARP-gatlok fokoz-
zak a gliikozfelvétel sebességét, és ebben kulcsszerep jut a PARP-gétlok
AMP-fiiggd protein kindzt (AMPK) aktivalé hatdsanak. Az elGadasban
ezeken tilmenden a gliik6z sorsat kutato kisérleteink altal felvetitett to-
vébbi hipotézisekrdl és perspektivakrol is sz6 lesz.

E7-05 A miofibrillaris rendszer oxidativ és nitrozativ
karosodasa human kamrai szivizomsejtekben
Hertelendi Z., Toth A., Borbély A., Galajda Z., Vaszily M., Edes 1,
Papp Z.
DE OEC, Kardioldgiai Intézet, Klinikai Fiziologiai Tanszék, Debrecen
Célunk human, sziveredet( kontraktilis fehérjék oxidativ és nitrozativ ka-
rosodésainak elemzése volt. Bal kamrai izommintakbdl nyert membranper-
meabilizélt szivizomsejteket a szulfhidrilcsoport (SH) specifikus oxidans,
2,2’-ditiodipiridin (DTDP) vagy peroxinitrit (PN) jelenlétében in vitro inku-
baltunk. Az inkubaciok el6tt és utan izometrids kontraktdrakat valtottunk
ki (pCa: 4,75), a kialakul izomer6t (F,) és az aktin-miozin-ciklus sebességét
(Ker,max) mértiik. A kapott mechanikai vélaszokat tobb SH-specifikus redu-
kalo agenst (ditiotreitol (DTT), glutation (GSH), N-acetil-L-cisztein (NAC))
hasznalva igyekeztiink revertalni. Az SH-oxidacié mértékét Ellman-reakcié
segitségével kovettiik. Mind a DTDP, mind a PN koncentréciofiiggé médon
csokkentette a miofibrillaris er6t (ECsoprop = 2,73 mM; ECsopn = 26,2 pM).
A DTDP okozta teljes funkciévesztéshez valamennyi miofilamentalis fehér-
je teljes SH-oxidaciGja tarsult. Amikor az izomerSt 1 mM PN segitségével
szamoltuk fel, az SH-oxidacié mértéke csak részlegesen nétt (0% — 31 + 6%).
2,5 mM DTDP hataséra a Kemax 1,05 £ 0,05 1/sec értékrdl 0,78 + 0,05 1/sec
értékre csokkent, mig 50 ptMPN nem befolyésolta azt. Tovabbd, a 2,5 mM
DTDP hatésara 1étrejovS Fo- és kimac-csokkenéseket 10 mM DTT teljesen
visszaforditotta, mig az 50 pM PN hatédsara kialakulé F.-csokkenés csak
részben volt megfordithaté (a kontroll 58 + 4%-ardl 69 + 4%-ra). 10 mM
GSH vagy 10 mM NAC képtelen volt az F,-csokkenés helyreéllitisara
DTDP-kezeléseket kovetSen, mig a NAC és a DTT egyforman effektiv volt
PN-alkalmazéasok utdn. Eredményeink szerint a humén szivben, a DTDP
vegyiilettel szemben, a PN-kezelésre kialakulé mechanikai funkcidbeli val-
tozdsok csak kismértékben rendelhet6k SH-oxidaciohoz. A mechanikai
hatésok visszafordithatdsdgat az oxidalé és redukdlo dgensek molekuldris
tulajdonsdgai messzemenden befolyéasoljdk. (ETT 449/2006)

E7-06 A koleszterindus diéta rontja a szivfunkciét
apoB100 transzgenikus egerekben: az oxidativ
és nitrozativ stressz szerepe
Csont T.
SZTE AOK, Biokémiai Intézet, Kardiovaszkuldiris Kutatdcsoport, Szeged
A hiperkoleszterinémia igen fontos rizikéfaktor a kardiovaszkuldris
megbetegedésekben. Kisérleteinkben a koleszterindus diéta direkt ha-
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tasat vizsgaltuk a szivre, valamint a szivben kifejlédé oxidativ stresszre
vad tipusi és apoB100 transzgenikus egerekben, melyeket 18 hétig 2%
koleszterinnel dusitott tdppal etettiink. A szivmiikodést izolalt dolgozo
szivperflizio soran jellemeztiik. Nem tapasztaltunk szignifikans kiilénb-
séget a sziv miikodését jellemzs aortadtdramlasban a normal diétan tar-
tott vad tipust, illetve apoB100 transzgenikus egerek esetében (0,24 +
0,02, illetve 0,26 + 0,02 ml/min/g testtdmeg). Azonban a koleszterindis
diéta az apoB100 transzgenikus egerek szivében szignifikansan csokken-
tette, mig a vad tipustiakban nem befolyasolta az aortadtdaramlas értékét
(0,14 = 0,03 és 0,22 + 0,02 ml/min/g testtomeg, p < 0,05). A miokardialis
szuperoxidanion-képz&dést lucigenin-kemilumineszcencidval hataroz-
tuk meg. A koleszterindis diéta fokozta a szuperoxid-termelést az
apoB100 transzgenikus egerek szivében (23 + 9 cpm/mg értékrsl 73 + 19
cpm/mg értékre, p < 0,05), azonban a vad tipusi egerek szivében nem
befolyasolta azt (22 + 7 és 26 + 5 cpm/mg). A szoveti spincsapdazést
kovetGen ESR-spektroszkopidval meghatarozott miokardidlis nitrogén-
monoxid mennyisége nem valtozott az egyes csoportokban. A peroxi-
nitrit bomlasat elGsegits vegyiilet, FeTPPS (2x20 mg/kg i.p.), normalizal-
ta az aortadtaramlast (0,23 + 0,02 ml/min/g testtomeg) a koleszterindis
diétan tartott apoB100 transzgenikus egerekben. A koleszterindus diéta
fokozza a miokardidlis oxidativ és nitrozativ stressz mértékét, s ezaltal
szivfunkciés kdrosodashoz vezet az apoB100 transzgenikus egerek szi-
vében.

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

Az emberi sejtben t6bb mint egymilli szabad gyok keletkezik naponta,
ezért a DNS-molekulédk jelentSs timadasnak vannak kitéve. A felhalmo-
zott DNS-sériilések nekrozist, apoptdzist, mutéciot, felgyorsult 6regedést
és a sejt homeosztazisdnak teljes felboruldsat eredményezheti. Ezért a sej-
tek nagyon hatékony, sériilést javité rendszert fejlesztettek ki, és az oxi-
dativ sériilés javitdsaért elsésorban a baziskivagasos javit enzimek (BER)
a felelGsek, melyek a sejtmagban és a mitokondriumban is megtalalhatok.
Ismert, hogy az oxidativ stresszel kapcsolatos betegségek vagy az orege-
dés megvaltoztatja a DNS-sériilések mértékét s a DNS-sériilést javité en-
zimek aktivitdsat. Az egyszeri, szokatlan nagysagu fizikai terhelés emeli
a DNS-sériilések nagysagét, mig a rendszeres terhelés csokkenti azt. Erde-
kes modon ez a jelenség nyomon kovethet$ abban a szovetben (vazizom),
ahol az oxigénfelhasznalds a nyugalmi érték szdzszordsara ng, s abban is,
melyben a negyedére csokken (méj). Az egyszeri intenziv testedzés vagy
a nagymértékd terhelés szignifikdnsan emeli a DNS-sériilés nagysagat.
Eredményeink szerint a 8-oxodG javitasaért felelés OGG1 enzim aktivi-
tasa a teljes sejtextraktumban emelkedik az egyszeri és rendszeres test-
edzés hatdsara is. Amikor azonban megvizsgéltuk a sejtmagi és mito-
kondridlis OGG1-aktivitast, azt taldltuk, hogy edzés hatdsara a sejtmag-
ban né és a mitokondridlis extraktumban pedig csokken az enzim akti-
vitdsa. Ezutdn megvizsgaltuk az OGG1 fehérje mitokondridlis transz-
portjanak hatékonyséagat, és azt figyeltiik meg, hogy a fizikai inaktivitds
jelentsen csokkenti az OGG1 transzportjat a mitokondridlis matrixba, a
testedzés azonban jelent8sen javitja azt. Elképzelhetd tehat, hogy a rend-
szeres testedzés a DNS hatékony védelmével kedvezGen hat a sejtek via-
bilitdsara, és ez szerepet jatszik a testedzés preventiv hatdsaiban, bele-
értve példaul a rakos betegségek elleni prevenciot is.

E8 - Jelatvitel

E8-01 A receptor-oligomerizacio szerepe

az AT, -angiotenzinreceptorok miikédésében
Hunyady L., Karip E., Siipeki K., Turu G.
SE, Elettani Intézet, Budapest
Szamos adat utal arra, hogy a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerek
vagy oligomerek formajaban vannak jelen a sejtek plazmamembran-
jaban. A heterooligomerizaciéval kapcsolatba 1épé receptorok képesek
befolyasolni egymas expresszidjat, jelatvitelét, internalizécidjat, illetve
farmakoldgiai tulajdonségait. Kisérleteinkben az 1-es tipust angioten-
zinreceptort (ATR) vizsgaltuk, mely az angiotenzin II legfontosabb élet-
tani és korélettani hatasait kozvetits, G-fehérjéhez kapcsolt receptor.
Sarga fluoreszcens fehérjéhez, illetve renilla luciferdzhoz kapcsolt AT|R-
ok egyiittes expresszidjat kovetGen biolumneszcencia-rezonancia-ener-
giatranszfer (BRET) mddszerrel igazoltuk, hogy a sejtekben 1étrejon a re-
ceptorok homooligomerizacidja. Ennek funkcionalis jelentGségét az élta-
lunk létrehozott, receptorantagonistdt (candesartant) nem kots, S109Y
mutdciot tartalmazé ATR, valamint egy G-fehérjét nem aktivalé mutans
receptor (DRY/AAY) segitségével vizsgaltuk. E fehérjéket HEK 293 sej-
tekben koexpresszélva azt taldltuk, hogy a candesartan gétolja az inozi-
tol-foszfat-valaszt, annak ellenére, hogy azt a candesartant nem kotd
S109Y muténs receptor hozta létre. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
candesartan kotédése a homodimerizalt receptorban 1évé egyik recep-
torhoz a masik receptor aktivdlodésat is gatolja. Mivel a koexpresszalt
receptorok angiotenzin-II-kotése candesartan jelenlétében is megtartott,
a hatasért nem az S109Y mutdns receptor angiotenzin-II-kotésének
gétlasa felelGs. Adataink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy bér a re-
ceptorok oligomerizaciéja angiotenzin II hormontdl fliggetlentil jon
létre, az Gsszekapcsol6dd receptorok képesek befolyasolni egymas mii-
kodését. (OTKA T-046445, ETT 447/2006, NKTH Jedlik Anyos program
1/010/2005)

E8-02 A foszfatidil-inozitol-3-kindz-izoformak
miikodésének eltér§ szabalyozasa
a katalitikus alegység foszforilaciéjaval
Sipeki Sz., Faragd A.
SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Biolégiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
HepG2 humani-hepatomasejteken végzett vizsgalataink alapjan a PI 3-ki-
naz p110a./p85, illetve p110B/p85 izoformai miikodésének finom szaba-
lyozésa jelentSsen eltér egymastol a kiilonb6z§ tirozinkinazreceptorok-
rél aktivalédo jeltovébbité rendszerekben. A p110a katalitikus alegységet
a protein kindz C (PKC) foszforilalja, és ilyen médon csokkenti a p110c./p85
PI 3-kinaz lipidkindz-aktivitdsat. Ennek a mechanizmusnak a HGF/scat-
ter faktor jelpalyajaban van jelentsége, ahol a PKC a PI 3-kindz aktiva-
l6désanak idStartamat csokkentve, a sejtszorédas negativ visszacsatolas
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regulatoraként miikodik. In vitro a PKC képes foszforilalni a p110B/p85 ka-
talitikus alegységét is, ez a foszforildcié azonban nem vezet a lipidkinaz-
aktivitds csokkenéshez. A foszforilalt treoninoldallanc helyének meghata-
rozésa utan sikertilt kifejleszteni egy olyan poliklonalis antitestet, amelyik
csak a p110p foszforilalt forméjat ismeri fel. Ezen antitest segitségével ki-
mutattuk, hogy sejten beliil a p110B/p85 izoforma katalitikus alegysége
foszforilalédik, majd gyorsan defoszforilalodik, az intracelluldris foszfori-
laciét azonban nem a PKC katalizalja. Inzulin hatdsara a p110B/ p85 PI 3-
kindz az inzulinreceptor-szubsztrét (IRS) foszfotirozin dokkold helyéhez
kotédik, de a katalitikus alegység foszforilacidjanak gatlasa csokkenti az
enzim képességét az IRS-sel torténd kapcsolddasra. A p110p foszforilacio-
janak, ugy ttinik, pozitiv modulator szerepe lehet az inzulin-jelpalyaban.

E8-03 A Caskin-1 és Abi-2 fehérjék kapcsolatanak
vizsgalata idegsejtekben
Baldzs A., R. Udupa, Solti Z., Buday L.
SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Biologiai és Pathobiokémiai Intézet, Budapest
Az elmult években nyilvanval6va viélt, hogy a fehérjék jelentSs része do-
ménszerkezet(i. Az adapter-, illetve az allvanyfehérjék szamos ilyen funk-
ciondlis egységet tartalmaznak, igy segitségiikkel a jelatvitelben fontos
multiprotein-komplexek johetnek létre. Az allvanyfehérjék kiilonosen
fontos szerepet toltenek be a szinapszisokban, ahol a nagyobb fehérje-
komplexek a pre- és posztszinaptikus jelatviteli titvonalak kulcsszerepldi.
Az egyik ilyen, szinapszisban el6fordulé allvanyfehérje a Caskin-1. A Cas-
kin proteint els6ként a Cask nevti fehérjével val6 kolesonhatésa alapjan
irtdk le. Szerkezetét tekintve N-terminalis ankirinismétlédésekbdl,
SH3-doménbdl, az azt kovets SAM-doménekbdl, prolingazdag régiobol
és egy rovid C-terminalis doménbdl all. A Caskin —1évén allvanyfehérje —
szamos fehérje—fehérje kolcsonhatdsban vehet részt, ugyanakkor inter-
akcidjat eddig csak a Cask proteinnel irték le. Kisérleteink célja volt, hogy
azonositsuk mas proteinekkel valé kapcsolatat, ezért élesztS-kéthibrid-
tesztben vizsgaltuk embriondlis human agyi cDNS-konyvtéar felhasz-
naldsaval. Sikeriilt szamos lehetséges kotd partnert azonositanunk, majd
az adott fehérjék koziil az Abi-2 proteinnel valé interakcigjat tanulma-
nyoztuk részletesen. Az Abi fehérjéket az Abl és Arg tirozin kindzok
szubsztratjaiként azonositottdk, melyek az Abl proteinek transzformalo
képességét szabalyozzdk. Az Abi-2 ubiquiter fehérje, legnagyobb meny-
nyiségben az agyban fejez8dik ki. Expresszi6ja, hasonléan a Caskinhoz,
az embrionalis id6szak utolsé harmadéban jelenik meg a differencidlédott
neuronokban. Egy olyan fehérjekomplex tagja, amelynek - az aktin
citoszkeleton szabalyozdsaban fontos — Wave fehérjére gatlé hatasa van.
Az idegrendszerben betoltott funkcidja még nem tisztézott, de djabb ki-
sérletek arra utalnak, hogy fontos szerepe lehet annak kialakuldsaban és
fejlédésében.




E8-04 A foszfolipaz Cy2 szerepe

az autoimmun iziileti gyulladas kialakuldsdban
Jakus Z., Simon E., Németh T., Mdcsai A.
SE, Elettani Intézet, Budapest
A kiilonb6z6 fehérvérsejtek, koztiik a neutrofil granulocitdk, kozponti
szerepet jatszanak az autoimmun gyulladdsos betegségek kialakuldsdban.
Aneutrofil granulocitak sejtfelszini receptorai koziil mind a B-integrinek,
mind az Fcy-receptorok részt vesznek a gyulladasos folyamatokban, de
mindmaig ismeretlen, hogy ehhez milyen intracellularis jelatviteli folya-
matokat alkalmaznak a receptorok. Kisérleteinkben elészor in vitro koriil-
mények kozott vizsgéltuk a neutrofil granulociték jelatvitelét. A neutro-
filek Ca*-deplécidja mind az integrin-, mind az Fc-receptor-medialt
sejtvalaszokat kivédte. Az intracellularis Ca*-szint novelésének egyik le-
hetséges mechanizmusa a sejten beliili raktarak IPs-medialt kitiritése, me-
lyet a foszfolipaz C (PLC) kiilonb6z6 izoformai kozvetithetik. Génhidnyos
egereken végzett kisérleteinkben ezek koziil a PLCY2 szerepét sikertilt
igazolnunk, mivel a PLCY27~ egerekben mind az integrinfiiggs, mind az
Fcy-receptorfiiggs sejtvalaszok teljesen megsziintek. A hatas specificitdsat
mutatja, hogy mas receptorokon (példaul a G-fehérje-kapcsolt formil-
peptid-receptoron) keresztiil kivaltott sejtvalaszokat nem befolyasolta a
PLCY2 hidnya. Tovébbi kisérleteinkben in vivo koriilmények kozott vizs-
géltuk a PLCY2 szerepét egy autoimmun iziileti gyulladas, a K/BxN szé-
rumtranszfer-artritisz segitségével. Mig a vad tipust egerekben az artri-
tiszt kivalt6 szérum adasa stlyos iziileti gyulladast és a végtagfunkcié ko-
vetkezményes kdrosoddsat eredményezte, a PLCY2”- egerekben sem az
iziileti gyulladds, sem a funkcidvesztés nem jott létre. Eredményeink arra
utalnak, hogy a foszfolipdz Cy2 elengedhetetlen a neutrofil granulocitak
integrineken és Fc-receptorokon keresztiili aktivaciéjdhoz, valamint az
autoimmun iziileti gyulladas l1étrejottéhez.

E8-05 TbPTP1: A Trypanosoma brucei
életciklus-szabalyozasanak kulcsa
Sz66r B."?, J. Wilson?, H. McElhinney'?, L. Tabernero?, K. Mathews'
!Institute for Immunology and Infection Research, Asworth Laboratories,
University of Edinburgh, UK; ? Faculty of Life Sciences, University
of Manchester, UK
Az afrikai alomkor kozel 60 millié ember életét fenyegeti Afrika szubszaha-
rai részében. A megbetegedések szdma becslések alapjan évi 500 ezerre tehe-
t6. Az alomkoér kérokozdja, az ostoros egysejtli Trypanosoma brucei, Osszetett
életciklusa soran bonyolult fejlédési folyamaton megy keresztiil kiilonb6z6
gazdaszervezetekben, igy az eml8s vérében és a cecelégy emésztszervében.
Az altalunk azonositott trypanoszomaprotein tirozin foszfataz (TbPTP1) a T.
brucei 10. kromoszémajén taldlhaté, mRNS-szintje a parazita fejlédése soran
jelentSs ingadozést mutat. A rekombinéns enzim eukariota tirozin foszfata-
zokhoz hasonl6 sebességgel defoszforilal kiilonb6z6 foszfotirozin-szubszt-
ratokat, aktivitdsat ismert tirozinfoszfatdz-inhibitorok gétoljak. A ThPTP1
enzimaktivitdsa reverzibilis oxidédciéval szabélyozott, és savas pH-tarto-
ményban maximalis értéket mutat. Figyelemremélto, hogy a ThPTP1 enzim-
aktivitds gétlasa a vérben jelen 1évé fejlédési alakban spontdn atalakulést
eredményez az Ggynevezett prociklikus sejtformavd, amely természetes ko-
rilmények kozt csak a cecelégyben fordul el6. Ezt az emlSs gazdaszervezet
immunrendszere felismeri és elpusztitja. Az enzimaktivitas gétldsa mind
RNS-interferencidval, mind kémiai gatl6szerekkel kivalthaté volt. Eredmé-
nyeink alapjdn tj modellt javasolunk a trypanoszomék fejlédésének meg-
értésére és a fert6zés terjedésének csokkentésére. A gazdaszervezetben a
parazitdk prociklikus alakka vald atalakuldsat a TOPTP1 akadélyozza meg.
Ez a gétlés kiils$ inger hatdsara megsz(inik, igy lehet6vé valik a parazita uj
fejlédési forméba valé alakuldsa. Célunk ennek az ingernek és a hozza kap-
csolodé jelatviteli titnak az azonositdsa, valamint specifikus PTP1B-gatlo-
szerek hasznalatdval, a parazitdinak az eml6sbdl a légyvektorba valo atke-
riilésének megakadélyozasa, mely meggétolhatja az alomkor terjedését.

E8-06  Toll-like receptoros jelatvitel

a plazmacitoid dendritikus sejtekben
Magyarics Z., Bécsi A., Rajnavélgyi E.
DE OEC, Immunoldgiai Intézet, Debrecen
A plazmacitoid dendritikus sejtek (pDS-ek) — mint nagymennyiségii I-es ti-
pust interferonokat termeld sejtek — fontos szereppel birnak a virusok elle-
ni immunvélaszban. Effektor funkcidjuk mellett az aktivalast kovets érés
utdn professziondlis antigénprezentalo sejtekként képesek — a naiv T-limfo-
citdk stimulaldsa révén — az adaptiv immunvélasz elinditasdra. Sokaig is-
meretlen volt a sejtek funkciondlis kett@sségének és egyediilallo mértékii
interferontermelésének hattere. Kordbban az interferonszabélyozo faktor-7
(IRF-7) dllandéan magas expresszidjanak tulajdonitottak ezt a képességet, a
kozelmiilt eredményei alapjan azonban ugy ttinik, hogy a pDS-ek egyedi

jellegzetességeit egy sajétos, tér- és iddbeli szabalyozas biztositja. Ebben a
folyamatban meghatarozo jelentSségt az tn. Toll-like receptor (TLR) — li-
gandum — adaptorfehérje-komplexnek az endoszomalis visszatartésa, mely
kizérolag ebben a sejttipusban valésul meg. A TLR-eknek a kiilénb6z8 tipu-
st ligandumokkal val6 kapcsolédésa eltérd intracelluldris kompartmentek-
ben torténik meg, és kiilonbozd jelatviteli utak aktivalodasat indukalhatja.
Eredményeink szerint az aktivalast kovetS érés soran a pDS-ek fenotipusa
nagyban fiigg az aktival6 TLR ligandumok tulajdonsédgaitél, és egyazon
receptor ligandumai is eltéré hatdssal birnak a pDS-ek fenotipusédra és
funkcidjéra. A TLR-9 szintetikus agonistai koziil az A-tipustiak a pDS-ek
citokinszekrécidjat segitik el6 inkdbb, mig a B-tipustiak a sejtek érését és
antigénprezental6 funkcidjat. Ennek a kiilonbségnek az oka az egyazon re-
ceptorrél induld, eltérd jelatviteli utak aktivalasa. Ezeket a kiilonbségeket a
késdbbiekben a pDS-ek modulécidjan alapuld terdpids probalkozasok so-
ran lehet kihaszndlni, mivel a megfelel6 TLR-ligandumok alkalmasak
lehetnek az interferontermeld effektor funkcié és az antigénprezentdld
funkcio elkiilonitésére, azaz a szelektiv immunmodulécidra.

E8-07 A protein kindz C szerepe a human szivizomsejtek
kontraktilitidsdnak fenntartasiban
Molnér A., Borbély A., Szilagyi Sz., Hertelendi Z., Pasztorné Téth E.,
K. Jaquet, Vaszily M., Galajda Z., Papp Z., Edes ., Téth A.
DE OEC, Kardiolégiai Intézet, Klinikai Fiziologiai Tanszék, Debrecen
A protein kindz C (PKC) enzimek részt vesznek a szivizom-kontraktilitas
szabalyozasaban, azonban az élettani hatdsok és biokémiai mechanizmu-
sok még nem minden részletiikben feltartak. Sajét vizsgélatainkban megfi-
gyeltiik, hogy a humén szivizom kontraktilitdsénak fenntartdsaban szere-
pet jatszhatnak citoszolikus PKC enzimek (maximalis kontraktilis er§ 10
perces, félmaximalis kontraktirat kovetSen: izolalt miofibrillum: 65 + 3%,
miofibrillum + citoszol: 100 + 3%, miofibrillum + citoszol + PKC-inhibitor:
87 + 6%). A humén szivizomzat PKC izoenzim expresszids mintdzatat vizs-
galva a PKCa expresszalodott legnagyobb mennyiségben (expresszio: PKCor:
189 + 31, PKC8: 7 + 3, PKCe: 7 + 2 ng/mg protein). A lehetséges biokémiai
folyamatokat tanulményozva azt talaltuk, hogy a Ca*-fiiggé PKCo. izoen-
zim az inkubdcidk sordn a citoszolbdl a miofibrillaris rendszerhez transz-
lokalédott (a miofibrillumokhoz k6t6d6 PKCo mennyisége a nyolcszorosa-
ra nétt Ca*-ionok jelenlétében). A transzlokaci6 Ca*-fiiggése (ECso) 645 nM
értékiinek adddott (Osszevetésiil a félmaximdlis kontrakciét kivéalté Ca*-
koncentrécié 1260 nM). A PKCo-k6té miofibrilldris fehérjék kimutatdsara
overlay assay eljarast hasznaltunk, mellyel legalabb 6t fehérjéhez mutattuk
ki a PKCo. kotédését. A kotSfehérjék molekulamérete alapjan feltételeztiik,
hogy ezek egyike a troponin-I (Tnl). Ezt megerdsitette, hogy sikertilt kimu-
tatni a PKCo, Ca*-fiigg6 kotSdését tisztitott, rekombindns Tnl fehérjéhez.
Immunhisztokémiai eredmények szerint a human szivizomban is megfi-
gyelhet6 a Tnl és PKCo kolokalizacidja. Végiil, in vitro foszforilacids kisér-
letekben igazoltuk, hogy a PKCo szdmos miofibrillaris fehérjét képes fosz-
forilalni. Osszefoglalva, kimutattuk, hogy a PKCo. szerepet jatszhat a hu-
man szivizomsejtek kontraktilitdsdnak fenntartasaban. (OTKA F48873)

E8-08 A dexametazonkezelés a felszini szialilaltsag
csokkentésével fokozza a human makrofagok
fagocitalé képességét

Madi A.', Méjai Gy?, Vamosi Gy.*, C. Koy*, Szant6 A.?, M. O. Glocker*,

Féstis L.

"MTA Apoptozis és Genomika Kutatécsoport, Debrecen; > DE OEC,

Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen; * MTA Sejtbioldgiai

és Jelatviteli Kutatocsoport, Debrecen; * Proteome Center, University of Rostock,

Rostock, Germany

A szervezetben nagy mennyiségben keletkezé apoptotikus granulocitak

eltakaritasa alapvets fontossagu a gyulladasos folyamatok megel6zésében.

A gyulladésgatlé glitkokortikoidok jelentGsen novelik a makrofagok fagoci-

talo képességét. A gliikokortikoidkezelés segiti a fagocitzishoz sziikséges

citoszkeleton-dtrendez3dést; de eddig nem ismert, vajon at is alakitja-e a

makrofagok felszinét. A plazmamembranban 1év§ glikolizalt fehérjék fon-

tos szerepet jatszanak a sejtek kozotti kapcsolatok alakulasaban. Munkank
sordn ezért dexametazon (DXM) hatésara bekovetkezd fehérjeexpresszids
véltozasokat vizsgédltunk human makrofdgokban, kiilénb6z6 szénhidrat-
részekre specifikus lektinek felhasznéldsaval. Az alkalmazott lektinek ko-
zlil az alfa 2-6 glikozidos kotésben 1év§ szidlsavra specifikus Sambucus nigra
agglutinin (SNA) segitségével kimutattuk, hogy DXM-kezelés hataséra a
kezeletlen sejtekhez képest 51,4 + 4,7%-ra csokken a felszini szialilaltsag,
mely elsGsorban a foszfatidil-szerint kot6 annexin2 fehérjét és egy MHC-
molekulat érint. Emellett, a kezelt sejteken beliil a B-haptoglobin jelenik
meg szialilalt allapotban. Fagocitézisméréseinkben a kezeletlen makrofa-
gok 22,8 + 2,61%-a, mig a kezeltek 489 + 4,3%-a fagocitilt apoptotikus
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neutrofileket. A felszini szidlsavakat lefed6 SNA hatdséra a kezeletlen sej-
tek fagocitozisa 39 + 5,3%-ra nétt, mig a kezeltekét nem befolyasolta (45,8 =
3,6%). Eredményeink szerint az egyes szidlsavas csoportok eltiinése a mak-
rofagokrol elGsegitheti az elhal6 sejtek felszinén megjelend foszfatidil-
szerin kotédését, novelve a makrofagok fagocitaloképességét.

E8-09 A retinoidok az RARY-receptoron keresztiil
apoptézist valtanak ki, az RARcd-receptoron
keresztiil pedig fokozzik az egértimocitak
gliikokortikoid indukdlta apoptézisat

Toéth K. A., R. Riihl, Kiss I., Kiss B., Szondy Zs.

DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen

A retinoidok az A-vitamin (retinol) szarmazékai. Régota ismert, hogy az

A-vitamin hidnya immundeficienciat okoz. E vitaminhidny transz-retin-

sav adasédval potolhatd. Kisérleteinkben azt vizsgaljuk, hogy a retinsav

receptorainak ligélasa befolyésolja-e a T-sejtek apoptézisprogramjat. Ko-

rabban bizonyitottuk, hogy a retinoidok gatoljdk a T-sejtek negativ szelek-
ci¢jat. Elsaddsomban bemutatom, hogy a retinoidok az RARy-receptor
ligalasan keresztiil a Nur77 sejthaldlt kivalto transzkripcids faktor induk-
ci6jan keresztiil valtanak ki apoptézist. Azt is bemutatom, hogy a retinoi-
dok az RARa ligalasaval fokozzak a timocitak gliitkokortikoid-hormon
altal indukalt apoptézisat. Ez utobbi a két receptor ligandumfiiggé inter-
akcidjan alapul, és a gliikokortikoidreceptor fokozott transzkripcios akti-
vitdsat eredményezi. Emellett a két receptor egytitt transzlokalédik a
mitokondriumba is, ami egyes tanulmanyok szerint sziikséges a gliiko-
kortikoidreceptor apoptézist kivalté hatasdhoz T-sejtekben. Bemutatom
azt is, hogy retinol van a timuszban, és a transz-retinsav retinolbdl térténd
szintéziséhez sziikséges gének kifejez6dnek a sziiletést kovets timuszfej-
16dés soran. Ennek ellenére nem transz-retinsav keletkezik. Adataink arra
utalnak, hogy a timuszban egy alternativ retinoid-anyagcsere zajlik, és
hogy e még meghatarozand6 termék(ek) a retinoidreceptorokon keresztiil
modulélhatjdk a timocitdk szelekcids programjat. (OTKA T049445)

BSD - A Bio-Science-dij nyertesének el§addsa

BSD-01 A Cl-inhibitor térszerkezete: a polianionok
modulalé hatasanak és egy konformaciés betegség
mechanizmusdnak atomi szintli magyarazata

Beinrohr L.", Harmat V.?, Dob6 J.!, Lérincz Zs.!, Gél P!, Zavodszky P.'

'MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; * ELTE TTK, Elméleti Kémiai

Tanszék, Szerkezeti Kémia és Biolégia Laboratérium, Budapest

A human Cl-inhibitor a komplement és kontakt rendszerek proteazait

gatl6 szerpin tipusu inhibitor. Specificitidsdnak koszonhetSen széles kori

gyulladasgatl6 hatassal rendelkezik. A Cl-inhibitor deficiencidja poten-
cilisan halélos 6r6kl6dé betegséget okoz (6rokletes angioodéma, HAE).

A Cl-inhibitor terapids alkalmazéasat mas, gyulladéssal jaré6 megbete-

gedésekben is sikeresen tesztelték (szepszis, szervatiiltetés, infarktus).

A Cl-inhibitor atomi felbontéast térszerkezete eddig ismeretlen volt, noha

az elmdlt évtized(ek)ben szamos kutatécsoport probalkozott rontgen-

krisztallografids szerkezetmeghatarozasaval. A vilagon els6ként sikeriilt
meghataroznunk a Cl-inhibitor térszerkezetét. A szerkezet ismeretében 4j
mechanizmust javasoltunk arra, hogyan aktivaljidk a polianionok a C1-

inhibitort, és hogyan modulaljdk a protedzgatlas specificitasat. A szelektiv
modulécié a Cl-inhibitor felszinén kialakul6 szokatlan toltésszeparacio-
nak koszonhetS: az egy helyen csoportosuld pozitiv toltések — a célprotea-
zok toltésétdl fiiggSen — vonzd vagy taszit6 hatast fejtenek ki a protea-
zokra. A terdpids szempontbdl fontos, negativ toltésti polianionok (pél-
daul heparin) kétédnek a Cl-inhibitorhoz, ledrnyékoljak ezeket a pozitiv
toltéseket, igy megforditjdk a kolcsonhatds elGjelét. Ezzel megmagya-
razhat6, hogy a polianionok egyes esetekben miért novelik meg akar
szazszorosara a gatlas sebességét, mas esetekben pedig miért csokkentik
azt. Az eddig ismert, a természetben el6forduld, koriilbeliil 180, beteg-
séget okozo mutécio koziil szamossal kapcsolatban a mutécié hatdsanak
molekularis mechanizmusa is megérthet6vé vilt: a szerkezet megmutat-
ta, hogy a Cl-inhibitor reaktiv része mélyen be tud dgyazddni a fehérje-
testbe, emiatt nem hozzéférhets a protedzok szamadra. Szerkezeti eredmé-
nyeink alapjdn a mar 1étez$ terdpids célu fehérjeprepardtumok tovabb-
fejlesztésére is lehetSség nyilt.

(Szponzor: Bio-Science Kft.)

P — Poszterek

P-01 Az Arabidopsis PP6 protein foszfatiz szerepe

az abiotikus stresszvalasz szabalyozasaban
Abraham E.!, Cseh E.2, Szabados L.}, Koncz Cs."*, Dombradi V.2, Farkas L.*
'MTA SZBK, Novénybioldgiai Intézet, Szeged; * DE OEC, Orvosi Vegytani
Intézet, Debrecen; > Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Koln, Germany
A szerin/treonin-specifikus foszfoprotein foszfatazok (PPP-k) minden eu-
kariétaban megtalalhatok. Az tj tipust névényi PPP enzimek funkcidja
alig ismert; szerepiikre a nullmutdns névények fenotipusa alapjan pro-
béalunk kovetkeztetni. Arabidopsis thaliana fajpan két PP6 protein foszfataz
enzim taldlhaté. Egy Arabidopsis T-DNS-inzerciés mutansgytjteményt
génspecifikus és a T-DNS-hatdrszekvencidira specifikus primerparral,
polimeraz ldncreakciéval szlirve azonositottuk a PP6At1/AtFYPP1 gén-
ben inzerciét hordozé mutéans vonalat (atfypp1). Fenotipus-vizsgalat célja-
bol a T2 generdcioban homozigéta mutdns névényeket vélasztottunk ki.
A mutansok DNS-ének Southern blot analizise szerint T-DNS més génbe
nem épiilt be. RT-PCR vizsgdlat alapjan az atfyppl nullmutans. Az atfyppl
A. thaliana mutédns felépitése és novekedése nem tért el a vad tipusu
novénytdl a szokdsos tenyésztési koriilmények kozott. Csirazasi tesztek-
ben hiperszenzitiv volt nagy koncentraciéji natrium-kloridra, mannitolra
és abszcizinsavra (ABA). Gyengiilt a prolinfelhalmozé képessége, és csok-
kent benne a prolin bioszintézisét reguldld, stressz- és ABA-indukalt
P5CS1 gén expresszidja. Ismeretes, hogy a novényekben az abiotikus
stresszhatdsok (nagy s6koncentracio, szarazsag, hideg) kiilonféle fiziolo-
gids és biokémiai reakcidkat valtanak ki, tobbek kozott novelik a prolin-
felhalmozddast. A tulélés érdekében ABA-fiiggs vagy -fliggetlen titvona-
lakon indukalédik a stressztlirésben szerepet jatsz6 gének expresszidja.
Eredményeink szerint a PP6At] foszfatdznak szerepe lehet az ABA éltal
medialt metabolikus vélaszok szabalyozasédban. (OTKA T038324)

P-02  Uj tipust protein foszfatizok vizsgalata

Drosophila fajokban
Adéam Cs.!, Miskei M.}, Nagy O, Pal M?, Dedk P?, Friedrich P?, Dombradi V.'
'DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; * MTA SZBK, Biokémiai Intézet,
Szeged; *MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
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A sejtek életében jelentds szabalyozo szerepet tolt be a fehérjék protein ki-
nazok éltali foszforildci6ja és protein foszfatdzok altali defoszforilacidja.
A Ser és Thr oldallancra specifikus foszfoprotein foszfatazok csoportjaba
tartoznak a molekuldaris bioldgiai médszerekkel azonositott ,1dj tipusid”
protein foszfatdzok, melyek szerkezetiik alapjan dtmenetet mutatnak a
,Kklasszikus” foszfatdzokhoz képest. Genomszekvencia-analizal6 progra-
mok felhasznalasaval megéllapitottuk, hogy a PpI-szerd, 4j tipust protein
foszfatdzok csak a Drosophilidae csalad melanogaster fajcsoportjdban taldl-
hatok meg. Koziiliikk a PpN és PpY génekr6l rendelkeziink a legtobb iro-
dalmi adattal, mindkét gén herespecifikus expresszi6t mutat és a masodik
kromoszoman lokalizalodik. A PP1-Y1 és PP1-Y2 az Y kromoszéma he-
terokromatin régidjaban, a PpD5 és PpD6 pedig a méasodik kromoszémén
taldlhatd. Az utébbi négy gén expresszidjara vonatkozoélag nem kozol-
tek kisérletes eredményeket. A melanogaster fajcsoport genomszekvencia-
adatbazisabol hianyzott néhany dj tipust protein foszfataz jelenlétét iga-
zol6 adat. Ezért a gének kodol6 szekvencidira specifikus primerparokat
terveztiink a kozeli rokon fajok szekvenciai alapjan, majd PCR mddszer
segitségével kimutattuk az tj tipust protein foszfatdzok jelenlétét a
kérdéses esetekben. RT-PCR eljarassal megvizsgaltuk az 4j tipusd protein
foszfatdzok expresszidjat a D. melanogaster kiilonb6zé egyedfejlédési sta-
diumaiban, és azt taldltuk, hogy mRNS-iik f6képp babban és kifejlett him
egyedekben mutathat6 ki. A PP1-Y1 génrdl bebizonyosodott, hogy here-
specifikus expressziét mutat. Eredményeink arra utalnak, hogy az tj tipu-
su foszfatazok kb. 10 millié évvel ezel6tt jelentek meg a melanogaster faj-
csoport fajaiban. Himspecifikus expresszi6juk alapjan feltételezziik, hogy
a fertilitdsban jatszanak szerepet. (OTKA 60723)

P-03 Az ABCAL1 aktiv transzporter szerepe

a szfingozin-1-foszfat exportjaban
Baksa A.', Kasza 1.7, Hegyi Z.?, Szab6 K.}, Liliom K.'
'MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; * OGYIK, Budapest
A szfingozin-1-foszfat (S1P) sejtélettani szempontbdl fontos lipidmedia-
tor, amely kordbban a szfingolipid-anyagcsere metabolitjaként volt is-
mert. A SIP szdmos sejtélettani funkciét szabalyoz, igy a sejtosztodast,



talélést, sejtalakot, migraciét, valamint a Ca*-homeosztézist. Ezen funk-
ciéit elsédleges hirvivéként sejtfelszini G-fehérjével kapcsolt receptorok
aktivaldsaval fejti ki (S1Pys). A SIP intracelluldrisan keletkezik szfingo-
zinbdl (Sph) a szfingozin-kindzok (SK) altali foszforilaciéval. A keletke-
zett S1P tipikusan autokrin vagy parakrin médon hat az emlitett sejtfel-
szini receptorokon keresztiil. A S1P exportja a sejtekbdl azonban nem tisz-
tazott. Amig a Sph lipidoldékonyséaganal fogva képes difftiziéval atjutni
a membréanon, addig a SIP nagymeéretti toltott fejcsoportja miatt nem.
FeltételezhetS, hogy egy vagy tobb aktivtranszport-fehérjének (ABC
transzporterek) szerepe van ebben a folyamatban. Az irodalombdl ismert,
hogy az ABCA alcsalddba tartoz6 ABCA1 szubsztratuma a koleszterin és
bizonyos foszfolipidek, illetve ez a transzporter szerepet jatszik a vérben
a nagy stirtiségt lipoproteinek (HDL) Osszeszerelésében. Az is ismert,
hogy a vérben mindig megtalalhaté S1P a HDL-formakban koncentralé-
dik. Feltételezésiink szerint a S1P exportjdban szerepet jatszhat az ABCA1
transzporter is, mely hipotézisiinket vad tipust és mutans ABCA1 fehér-
jéket expresszal6 emldssejtvonalakon (human B-limfocita, MDCK,
HEK293) teszteljiik. Tricidlt Sph alkalmazasét kovetSen idSben kovetjiik a
jelolédott SIP mennyiségét a sejtben és a médiumban. Az ABC transz-
porterek kiilonboz8 inhibitorainak alkalmazésaval tanulmanyozzuk azt
is, hogy mely egyéb ABC transzporterek jatszhatnak szerepet a S1P ex-
portjdban.

P-04 Multidrogrezisztens HIV-1 proteinazok

jellemzése és O6sszehasonlitasa
Bander P, Bagossi P., Boross P., T6zsér J.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
A HIV-1 proteaz (PR) egy 11 kDa molekulatomegti aszpartil enzim, mely
homodimer formaban aktiv. Az enzim nélkiilozhetetlen a retrovirus élet-
cikluséban, a fert6z6képes virusrészecskék kialakuldsaban, éppen ezért
az egyik f6 terdpids célpont. Napjainkban mar szamos proteindzinhibitor
klinikai hasznalatban van, de problémét okoz a magas mutacios rata. A
megjelend mutdns formak esetében az inhibitorok hatékonysaga nagy-
sagrendekkel csokken, vagy hatastalanna valik a kezelés. Ezért kiilonosen
fontos a megjelend mutécidk, illetve a mutans enzimek részletes tanul-
ményozasa. Munkank sordn antivirélis terapidban részt vevs betegekbdl
izolalt, tobb proteindzinhibitorra is rezisztens HIV-1 proteindzokat kivan-
tunk vizsgélni. A fehérjék expressziéja pMalC2-H6 vektorrendszerben
tortént, mely imitalja a HIV-1 PR prekurzor formajat, ezért a vizsgalata a
poliprotein formaban 1év§ proteolitikus enzimforma tulajdonségairél ad-
hat felvilagositast. Tisztitds utan elvégeztiik a vad tipust és mutans HIV-1
ftizi6s proteinek enzimatikai jellemzését és a kapott adatok Osszehason-
litdsat. A vizsgalatok soran kapott specificitdsi eredményeket az enzimek
molekuldris modelljeinek figyelembevételével értelmeztiik. (OTKA
T43482, T34479)

P-05 Fehérjetermel§ in vitro transzlacids

vektorok fejlesztése
Bardoczy V.!, Géczi V.', Mészaros T
"BME, Alkalmazott Biotechnoldgiai és Elelmiszertudomu’nyi Tanszék, Budapest;
?SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Biolégiai és Pathobiokémiai Intézet,
Budapest
A proteomikai kutatdsok egyik gyakori limital6 Iépése a kérdéses fehérje
megfelel6 mennyiségben és mindségben torténd elallitdsa. Napjaink &l-
taldnosan elterjedt fehérjetermeld eljarasai €16 sejtek alkalmazéasan alapul-
nak, minek kovetkeztében a sejtek fiziologidjat kedvezétlentil befolyasold
fehérjék termeltetése kiilonos problémat jelenthet. Az eukaridta fehérjék
elGallitasaval kapcsolatos tovabbi nehézség, hogy donté résziik E. coli ter-
melGszervezetben nem veszi fel a megfelelé masodlagos, harmadlagos
szerkezetet, igy ezek termelése soran koltség- és idGigényesebb eukaridta
sejtes rendszereket kell alkalmazni. A buizacsira-sejtkivonaton alapul6 in
vitro fehérjetranszlacié mentes a fenti hatranyos tényezdktdl, ily médon
igéretes alternativdja a hagyomdnyos fehérjetermel§ rendszereknek.
Munkank sordn btizacsira-sejtkivonatra optimalizalt in vitro transzlacids
vektorokat fejlesztettiink tovabb. A létrehozott vektorcsalad tagjai a liga-
lasfiiggetlen klonozas (LIC) alkalmazédsaval lehet6vé teszik a kivant gént
hordozé vektorok gyors és egyszer eléllitasat. A transzlaciés reakcidval
szintetizalt fehérjék affinitastisztitdsra alkalmas motivumhoz fuzionéltak,
a fehérjék elvalasztasat kovetSen a tisztitasra haszndlt motivumok pedig
protedzhasitdssal eltdvolithatok. A vektor funkciondldsi tesztje soran az in
vitro fehérjetranszlacidval szintetizalt fehérje kindzaktivitisa nagysagren-
dekkel nagyobbnak adédott, mint az E. coli szervezetben termelté. A to-
véabbfejlesztett vektorok ezen tulajdonségai kovetkeztében megfelelnek a
modern proteomikai kutatdsok kovetelményeink, lehetévé teszik nagy-
szamu fehérje dltalanos lépések alkalmazésaval torténd, gyors elGallitasat.

P-06  Nod-like receptorok és funkciondlis partnereik

konstitutiv és UV-B indukalta expresszidja

human kornedlis epitélsejtekben
Benk§ Sz.!, Tézsér J.2, Miklossy G.?, Kadas J.?, Csutak A, Berta A,
Rajnavolgyi E.’
DE OEC, 'Immunoldgiai Intézet, Debrecen; * Biokémiai és Molekuldris
Bioldgiai Intézet, Debrecen; ° Szemészeti Klinika, Debrecen
A Nod-like receptorok (NLR) csalddjénak tagjai olyan citoszolikus fehér-
jék, melyek szerkezetileg hasonlitanak a természetes immunvalasz ki-
alakitasdban szerepet jatsz6é Toll-like receptorokhoz (TLR), illetve a no-
vényi rezisztencidért felel§s R-fehérjékhez. Specialis komplexek (példaul
inflammaszéma, szignaloszéma) részeként képesek érzékelni a patogén
vagy sajat karosodott struktdrdkat, IL-1b vagy IL-18 gyulladasos
citokinek termelését és/vagy az NFkB/MAPK-titvonal szabélyozésat be-
folyasolhatjdk. A kornedlis epitélsejtek az immunrendszer elsé védelmi
vonalaként a mikroorganizmusok elleni védekezés mellett fontosak a reti-
na traumadval és stresszfaktorokkal (példdul UV sugarzassal) szembeni
védekezésében. Mig a TLR expresszi6ja mar széles korben tanulmanyo-
zott, az NLR fehérjék expresszidjat eddig még nem vizsgéltdk human
kornealis epitélsejtekben. Munkénk sordn 6sszehasonlitottunk immortali-
zalt human kornedlis epitélsejtvonal (HCE-T) és szemkorrekcids miitétek-
bél szarmazé (PRK) human primer kornedlis epitélsejtek NLR mRNS-
expressziéit Q-PCR technika segitségével. Ezen kiviil vizsgéaltuk, hogy
UV-B sugarzas hatasara hogyan véltozik a kornedlis epitélsejtvonalban az
NLR-ek génexpresszidja és citokintermelése. Eredményeink szerint a su-
gérzast kovetd 6. ordban az altalunk vizsgalt NLR-ek mRNS-szintje csok-
kent. A sugarzast kovetd 24. 6rdban azonban, mig a komplexeket alkoto
adaptorok (ASC, Cardinal) és enzimek (kaszpazok) szintje tovabbra is
alacsony volt a kezeletlen mintdkhoz képest, addig a Nalp-szenzorok
mRNS-szintjei a kontrollhoz képest nem véltoztak vagy indukalédtak.
Ez felveti azt a lehetSséget, hogy UV sugarzas hatdsara a szenzorok érzé-
kelhetik a kdrosodott molekuldkat, a csokkent adaptor- és kaszpazszin-
tek miatt viszont nem &ll dssze funkcionalis inflammaszéma, nem indul
gyulladési folyamat.

P-07 Sejtfelszini tiolfunkciét gatlé nukleotid,

s'UMP antiproliferativ hatdsa tumorsejtvonalakon

és primer tumorsejteken
Berényi E.', Benkd 1.%, Beck Z.°, Tarkdnyi I.* Kovacs P? Kiss A%, Fésiis L.",
Aradi ]!
DE OEC, ' Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen;
? Farmakolégiai és Farmakoterdpiai Intézet, Debrecen; > Orvosi Mikrobioldgiai
Intézet, Debrecen; *I11. sz. Belgydgydszati Klinika, Debrecen;
°II. sz. Belgydgydszati Klinika, Debrecen
A 4-tio-uridilat (s'UMP) tRNS-ekben el6fordulé természetes pirimidin-
nukleotid. Hajlamos keto-enol tautomeridra, igy enol formaja a 4-es pozi-
ciéban egy reaktiv tiolcsoportot hordoz. Ez a vegytilet 2-20 ug/ml kon-
centraciéban szamos tumorsejtvonal viabilitasat csokkenti (MTT assay).
Kiilonosen aktiv leukémiak és kissejtes tiid6karcindma-sejtekkel szem-
ben, de mas eredet(i malignus sejtvonalak proliferacidjat is gatolja. In vivo,
egérben intravéndsan adva 1000 mg/kg koncentraciéban sem mutathato
ki toxikus hatasa. Akut mieloid leukémids beteg els6 diagnosztikus csont-
veldi blastsejtjeinek koloniaképzd aktivitdsat azonos koncentraciéban job-
ban gatolja, mint a sejtvonalak proliferaciéjat (~10 pg/ml). El6zetes kisér-
leti adatok azt jelzik, hogy az s'UMP apoptdzist indukal, de a pontos
szignalitvonal nem ismert. Nukleotid 1évén, az s'UMP nem juthat be a
sejtekbe. Reaktiv tiolcsoportja sejtfelszini eseményeket befolyasolhat,
reakcioba lépve fehérjék tiolcsoportjaival, ezéltal gatolva a sejtfelszini oxi-
doreduktiv folyamatokat, tiolfunkcidkat. Fontos tdmadaspontja lehet a
sejtfelszini protein diszulfid izomeraz és tioredoxin. Ezzel j6 6sszhangban
van az, hogy gétolja a glicerinaldehid-foszfat dehidrogenaz enzimet,
melynek aktiv centrumaban esszencialis tiolcsoport talalhaté. Az s‘'UMP
igéretes, potencidlis tumorellenes dgens, melynek szabadalmi bejelentése
megtortént, a szabadalom tulajdonosa a Debreceni Egyetem Orvos- és
Egészségtudomanyi Centruma lesz (PCT/HU2007/000004). Az s'UMP
eldéllitasat a Biomer Kft. végezte.

P-08 Magreceptorok- és koregulatoraik kolcsonhatasanak
vizsgalata in vivo fluoreszcenciamikroszképiaval

Brazda P.

DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen

A magreceptorok az altaluk befolyasolt folyamatok révén a tobbsejtii

szervezet miikodésének gyakorlatilag minden teriiletére hatdssal vannak,

beleértve az embriogenezist, a homeosztazis fenntartdsat, a szaporodast,

valamint a sejtek novekedését és haldlat. Olyan transzkripciés faktorok,
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melyek ligandumfiiggd médon képesek szabélyozni célgénjeik atiroda-
sat. A magreceptorok fehérjecsalddjdba tartoznak a szteroidreceptorok —
példaul az Gsztrogénreceptor és a progeszteronreceptor — és a retinoidre-
ceptorok is. Utébbi csoportba tartozik a reténsavreceptor (RAR) és a reti-
noid-X-receptor (RXR). A miikodésiiket leir6 altalinos modell alapjan li-
gandum hidnyaban korepresszor komplex kot6dik hozzajuk, s a transz-
kripcié ekkor gétolt. Agonista ligandum hatdsara a lezajlé konformacio-
valtozdsok nyomén koreguldtorcsere torténik, melynek eredményeként a
receptordimerhez koaktivator kapcsolodik. A célgén transzkripcidja ek-
kor aktiv. A teriileten zajl6 intenziv kutatdsok ellenére szamos alapvetd
kérdés var még megvélaszoldsra. Munkdm sordn a receptor-receptor-,
illetve a receptor-koregulator-molekuldk kolcsonhatdsat, annak dinami-
kéjat és ligandumkezelés hatdsdra torténé véltozdsat tanulményozom.
Ehhez fluoreszcens mikroszkopids eszkozoket alkalmazok. Fluoreszcens
korreldciés spektroszkopidval (FCS) lehetséges fehérje—fehérje kolcson-
hatésok in vivo tanulményozasa. Igy tehat a modszer segitségével é16
sejtekben tanulmanyozhatdk a receptordimerek és a koregulatorkomple-
xek kialakuldsa és mobilitdsa. A kisérletekhez zold, illetve voros fluoresz-
cens fehérjével (GFP, mRFP) fuzionalt RXR, RAR magreceptor, DRIP,
ACTR koaktivator- és SMRT korepresszorklonokat hoztam létre. A konst-
ruktumok HeLa- és COS-1-sejtekbe torténd tranziens transzfekcidja utan
lehetséges autokorreldcios mérésekkel a fehérjék mobilitdsanak vizsgala-
ta, FRET és FCS alkalmazaséval pedig a kialakulé kolesonhatasok tanul-
manyozasa.

P-09 A poli-(ADP-rib6z) polimeraz-2 aktivitasanak
kimutatasa a zsirsejt-differenciacié soran
Brunyénszki A.", Sipos A.', A. Huber’, V. Schreiber’, Kiss B. K2,
Gergely P!, Virag L.", Bai P!
'DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; > Borgyogydszati Klinika,
Debrecen; * Strasbourg School of Biotechnology, University Louis Pasteur,
Illkirch, France
A poli-(ADP-rib6z) polimeraz-2 enzimnek (PARP-2) kiemelkedd szerepe
van a DNS-javité mechanizmusokban, bizonyos stresszfaktorok altal ki-
valtott nekrdzisban és tobb més folyamatban. El6zetes munkank soran
kimutattuk, hogy a PARP-2 a zsirsejt-differencidciot szabalyzé peroxiszo-
ma proliferator aktivalt receptor-y (PPARY) fontos kofaktora. A zsirsejtek
fejlédése és differencidlédésa in vitro modellekkel vizsgalhatd. A differen-
cialédas folyamata két fazisra bonthat6. Az els6 fazist klonalis expanzio-
nak nevezziik (1-2 nap). Ekkor a sejtek szamos sejtosztédason esnek &t.
A masodik szakasz a terminélis differencidcid, ekkor a differencialodé
sejtek citoplazméja lipidcseppekkel telitédik (3-6 nap). Vizsgalatainkban
3T3-L1 sejtek differencidci6ja soran vizsgédltuk a PARP-2-expresszié val-
tozasét, illetve a PARP-2-aktivitds megjelenését. A 3T3-L1 sejtek indu-
kéldsa utdn a PARP-2 expresszidja megemelkedik a klondlis expanzio
sordn, am lecsokken a termindlis differencidciéban. Indukcié utan a
sejtekben egy kb. 70 kDa molekulatomegti, nukledris, poli-ADP-ribozilalt
sav jelenik meg. A differenciacié 3. napjatél megjelenik egy kb. 110 kDa
sav, mely a poli-(ADP-ribéz) polimeraz-1 (PARP-1) autémodifikéacidjanak
tekinthet§, mikdzben a 70 kDa sav intenzitdsa folyamatosan csokken.
PARP-2" egérembrié-fibroblasztsejtekben (MEF) a 70 kDa sav intenzitédsa
jelentSsen csokken a vad tipushoz képest, vagyis a PARP-2 aktivitdsdhoz
kothet$ a 70 kDa molekulatomegti fehérje médositasa, a PARP-17- MEF-
sejtekben nem tapasztaltunk valtozast a 70 kDa sdv megjelenésében. A 70
kDa sav poli-ADP-ribozildlasa specifikus PARP-inhibitorral gatolhato.
A PARP-aktivitas els6 két napon torténd gatldsa csokkentette a 3T3-L1
sejtek differencialédasat. A PARP-2 a zsirsejt-differenciaciot tehat nem-
csak a terminalis differencidcié fazisdban szabalyozza, hanem maér az ex-
panzids fazisban is sziikséges. Kisérleteink alapjan kiilonb6zd jelatviteli
atvonalak jatszanak szerepet a PARP-2 aktivalodasaban. (FEBS Long
Term Fellowship, ETT 12/2006, OTKA K60780, Bolyai 6sztondij, CNRS,
ULP, EDF, CEA, ARC, Ligue Contre la Cancer, ANR)

P-10 A TIMAP fehérje a tiidGendotélium

gatfunkciéjat pozitivan szabalyozza
Czikora 1."?, Oldh G.2, A. D. Verin?, Csortos Cs.'?
'DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; * Dept. of Medicine,
Div. of Biological Sciences, University of Chicago, Chicago
A TIMAP (TGF B-inhibited membrane-associated protein) fehérje expresz-
szi6s szintje az endotélsejtekben igen magas mas sejttipusokhoz viszo-
nyitva. Szerkezetébdl adédédéan a MYPT csalad tagja, igy azt feltéte-
lezik, hogy a PP1lc egy regulator alegysége az endotélsejtekben. Rekom-
bindns GST-TIMAP fehérjét allitottunk el és pull-down assay segitségével
vizsgaltuk human tiidSartéria endotélsejtjeinek (HPAEC) PPlc o- és PB-
izoformaival valé koélesonhatdsat. A TIMAP a PPlc B-izoforméajihoz
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kotédik, az o-izoformdhoz viszont nem. A TIMAP endotéliumban
betoltott fiziologias szerepének vizsgélatdhoz siRNS moédszert hasznél-
tunk. Csokkentett (<10%) TIMAP-tartalmt monorétegen mértiik a sejtek
elektromos rezisztencidjat kiilonb6z6 effektorok jelenlétében. A kontroll-
hoz képest a gat (barrier) funkciét erésitS szfingozin-1-foszfat és ATP
hatédsa lecsokkent, mig a gatdiszfunkciét kivalté agenseké, thrombin és
nokodazol, megemelkedett. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a TIMAP a
gatfunkciét pozitivan szabélyozza. Immunfluoreszcencids modszerrel
kolokalizaciét mutattunk ki a TIMAP és a moezin (ezrin-radixin-moesin
(ERM) fehérjecsalad tagja) kozott HPAEC-ben. Ezt a kolesonhatast im-
munprecipitdciéval is meg tudtuk erdsiteni, igy feltételezziik, hogy a
TIMAP az ERM fehérjék foszforilacids szintjének szabalyozasan keresztiil
fejtheti ki védd funkcigjat. A HPAEC cAMP-szintjét forskolinnal meg-
emeltiik, majd vizsgaltuk az ERM fehérjék foszforildcids szintjét tovabbi
kezelés nélkiil, illetve thrombin adédsa utdn. A forskolin-el6kezelés a
thrombin &ltal kivaltott gatdiszfunkciét kivédte, nem jelentek meg aktin
stresszkdbelek, az ERM fehérjék foszforilicidja sem emelkedett meg.
siRNS-sel kezelt sejteknél a forskolin ugyanezen hatdsat nem tapasztal-
tuk, amibdl arra kovetkeztetiink, hogy a TIMAP ERM fehérjéket szabalyo-
z6 funkcidja protein kindz A-aktivitas altal kontrollalt. (OTKA T043133 és
az NIH HL067307, HL58064)

P-11 A szoveti transzglutaminaz

neutrofilgranulocita-differencidlédasban

betoltott szerepének vizsgalata
Csom6s K., Balajthy Z., Zahuczky G., Fésiis L.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
A mieloid eredetd neutrofil granulocitak differencidlédasa a csontvel8ben
kezdédik, majd az innen kijuté elSalakok a keringésben valnak érett
funkcidképes sejtekké. A csontvelSi 0sztodd promielocitasejtek nem tar-
talmaznak szoveti transzglutaminazt (TG2), azonban a differencidléda-
suk sordn az enzim indukalédik és az érett sejtek citoplazméjdban és sejt-
magjaban nagy mennyiségd aktiv enzim mutathat6 ki. Az TG2 neutrofil
granulocitasejtekben betoltott szerepének megismerése érdekében két
modellrendszert vizsgalunk. Egyrészt rendelkezésiinkre all a TG2-kititott
egértorzs, masrészt az NB4 promielocita-sejtvonal, melybdl all-transz-
retinsavas (ATRA) kezeléssel egy, a természetes neutrofil granulocita
allapothoz kozeli alak differencialtathaté. Lentivirus alapt shRNS-vektor
felhasznalasaval az eredeti NB4 sejtvonalbol 1étrehoztunk egy stabil TG2-
kititott sejtvonalat, mely az ATRA-kezelés utan is csak mintegy 15%-ban
képes a TG2 enzimet expresszalni. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy
amennyiben a sejtek differencidciéja TG2 hidnydban (KO egér), illetve
csokkentett expresszi6 (kititott NB4) mellett zajlik, tobb, a neutrofil funk-
ciéban szerepet jatszé gén expressziéja megvaltozott indukciot mutat.
Eredményeink felvetik a sejtmagi transzglutamindz génexpressziét mo-
duldlé szerepét. Annak kideritése érdekében, hogy a TG2 mely gének
expresszidjat befolydsolja a neutrofil granulocitdk differencialodésa
soran, teljes génexpresszids vizsgalatot végeztiink DNS-microarray techni-
ka alkalmazasdval. Osszehasonlitva a TG2-kiiitstt NB4 sejtek differen-
cialédaséra jellemz$ génexpressziés mintazatot a normal NB4 sejtekével
100 korili gént taldltunk, amelyek legaldbb hdromszoros expresszios
novekedést vagy csokkenést mutattak a TG2-kititott sejtekben. A kiva-
lasztott gének mRNS-szintjének valtozasat TaqMan low density array
hasznélataval erdsitettiik meg. Az azonositott gének kozott tobb neutrofil
funkci6éval kapcsolatos gén, a sejtproliferdcid, valamint az apoptdzis
folyamatéban szerepet jatsz6 gén szerepel.

P-12 A human szoveti transzglutaminaz
in silico médszerekkel — a rendezetlen régiok
szerepe a szubsztratfelismerésben
Cs6sz B, Bagossi P?, Dosztanyi Zs.?, Simon 1.?, Fésiis L.!
'DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen; > Apoptézis
Kutatélaboratorium, Debrecen; ° Retrovirdilis Biokémiai Laboratérium,
Debrecen; * MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A transzglutamindzok (TG) a fehérjék Ca*-fliggé poszttranszlacios
modositdsat katalizalo enzimek, amelyek e-(y-glutamil)-lizin-keresztko-
téseket hoznak létre a polipeptidlancok glutamin- és lizinoldallancai ko-
z6tt. Tovabba részt vesznek a glutaminoldallancok deamidalaséban (pél-
daul gliadin, RhoA), az e-(y-glutamil)-lizin-keresztko6tés és bizonyos ész-
terek (példdul p-nitrofenil-acetat) hidrolizisében és észterkotések létreho-
zasaban. A TG2 és TG3 esetében kimutattik az enzim GTPaz aktivitasat;
GTP jelenlétében, a TG2 G-fehérjeként a szignalizaciéban vesz részt. A TG2
transzamidécos szubsztratspecificitdsa jelenleg nem ismert, a szubsztrat-
ként felhasznalt aminosavak a fehérje felszinén helyezkednek el. Mun-



kénk sordn a TG2 szubsztratfehérjéket egy adatbazisba rendszereztiik
(http://www.fuell.biochem.dote.hu/TRANSDAB), és a kristalyszerkezettel
rendelkez§ fehérjékben a glutamin, illetve a lizin 3D kornyezetét vizsgal-
tuk. Tovabba a szekvencia alapjin, az TUPred, DISPROT, VL3H predik-
torok segitségével megjosoltuk a fehérjékben a rendezetlen régio-
kat. A szdmos, eddig azonositott TG2-szubsztrat koziil néhany fehérje tel-
jesen rendezetlen szerkezetet mutat (példaul B-kazein, o-szinuklein, osz-
teopontin, citokrém C stb.), mig mas fehérjék esetében (példaul troponin
I, o-B-krisztallin, fibrinogén stb.) a szubsztrat glutamint, illetve lizint tar-
talmazo régidja rendezetlen. Az eredményeket Gsszefoglalva feltételezhet-
jiik, hogy a rendezetlen régidk fontos szerepet jatszanak a TG2 szubsztrat-
specificitdsanak kialakitasaban.

P-13  Gliikopiranozilidén-spiro-tiohidantoin hatasa

az inzulinérzékenységre
Docsa T.", Hiise Cs.?, Somsak L.?, Németh ].?, Dobronte R.?, Szilvassy Z.7,
Peitl B, Gergely P.*
' MTA Sejtbioldgiai és Jelitviteli Kutatdcsoport, Debrecen; * DE TEK-TTK,
Szerves Kémia Tanszék, Debrecen; > DE OEC, Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai
Intézet, Debrecen; * DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
A diabetes mellitus genetikai és kornyezeti tényezdk egyiittes hatasdra
alakulhat ki, anyagcserezavarok és érrendszeri szévédmények képében.
A betegek tobbsége nem szorul inzulinkezelésre (nem inzulindependens
diabetes mellitus, NIDDM), mert rendelkeznek endogén inzulinnal, azon-
ban az inzulin nem tudja vércukorszint-csokkentd hatasét kellGen kifej-
teni. A NIDDM terédpiajanak egyik lehetSsége az oralis hipoglikemizélo
szerek alkalmazdasa. Korabbi eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy a glii-
kopiranozilidén-spiro-tiohidantoin (TH) a glikogén lebontasanak gétlasa-
val (Ki=5-10 uM) és szintézisének elSsegitésével hatékonyan elGsegitheti a
vér normoglycaemiajanak kialakitast. Munkank soran vizsgaltuk (normal
és streptozotocin indukalta diabeteses édllatokban) a TH altal a vér gliikoz-
koncentracidjanak a véltozésara és az allatok inzulinérzékenységére ki-
fejtett hatdst. Bebizonyitottuk hogy i.v. adagolt TH hatdsara az indukalt
diabeteses allatokban csokkent a plazma glitk6zkoncentracidja, és nove-
kedett az allatok inzulinérzékenysége.

P-14 Elgkisérletek a mononukledris fagocitik

fagocitotikus aktivitdsanak

posztgenomikai vizsgalatahoz
Dor¢6 Z., Erdei S., Fésiis L., Keresztes G.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
Sejtjeink tobbsége rovidebb ideig él, mint a szervezetiink. Szoveteink allan-
déan megujulnak, az oreg vagy sziikségtelen sejtek elhalnak, és helytiket
djak veszik at. A szervezetiinket érg fert6zések, sériilések soran is rengeteg
sejt pusztulhat el. Az elhal6 sejtek vagy a kornyezetbe tévoznak, vagy gyak-
rabban a szervezetben taldlhaté mononukledris fagocitdk, a makrofagok és
dendritikus sejtek veszik fel és bontjék le Gket. E folyamat sordn a teljes
szervezetiink akar évente kicserélédhet, bizonyos sejttipusok lassabban,
maésok gyorsabban. A kiilonb6z6 okokbdl elhal6 sejtek kiilonbozSképpen is
halnak el, s a kiilonboz6képpen elhal sejteket a mononuklearis fagocitdk
kiilonboz6képpen ismerik fel. Ennek hatdsara kiilonbozé jeleket bocsa-
tanak ki, amelyek fontos informéciét szolgéltatnak az immunrendszer sejt-
jeinek, de feltehetSleg szerepiik van a szovetek homeosztazisaban és rege-
nerécidjédban is. A mononukledris fagocitdk heterogenitdst mutatnak annak
tekintetében, hogy egy adott fagocitézis-szubsztrattipust felvesznek-e vagy
sem. Nem vildgos az, hogy az alaktanilag és a jelenleg ismert sejtfelszini
markerek kifejez6dése szempontjabél homogénnek tiing fagocitapopula-
ci6k miért mutatjdk ezt a heterogenitast. Kozéptavi célunk az, hogy poszt-
genomikai moédszerekkel kideritsiik e heterogenitds molekularis alapjat,
illetve azt, hogy a kiilonb6z§ fagocitézisszubsztratok bekebelezése milyen
véltozasokat indukél a mononukledaris fagocitakban. Ahhoz, hogy poszt-
genomikai médszereket tudjunk a jelenség vizsgalatara felhasznélni, sza-
mos technikai nehézséget kell lekiizdeniink. Poszteriink ezen akadélyok
lekiizdésére tett kezdeti lépéseinket mutatja be.

P-15 Az apoptotikus sejtek felvételére képes
mononukledris fagocitak tisztitiasara alkalmas
eljaras kifejlesztése
Erdei S., Dor6 Z., Fésiis L., Keresztes G.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
Szervezetiinkben naponta atlagosan minden Otszazadik—ezredik sejt ki-
cserélédik, s az Oreg vagy haszontalan sejtek természetes sejthalallal el-
halnak. Bar az elhal6 sejteket a kornyezd sejtek is felvehetik, kiilonleges
szerep jut ebben a feladatban a mononukleéaris fagocitdknak, a dendriti-
kus sejteknek és a makrofagoknak. Az eddig vizsgalt mononuklearis

fagocitapopulacidk szinte kivétel nélkiil heterogénnek bizonyultak az
apoptotikus sejtek felvételére val6 képesség tekintetében. E heterogenitas
oka ma még alig ismert. A heterogenitds vizsgélatat neheziti, hogy maig
nem ismert olyan marker, amely képes lenne az apoptotikus sejteket
fagocitalni képes és képtelen sejtpopulaciokat szétvalasztani. Ilyen mar-
kereket legegyszertibben tigy kereshetiink, ha az apoptotikus sejteket
fagocitalni képes és képtelen sejtpopuldciokat szétvalasztjuk, és a szét-
valasztott frakciokat osszehasonlitjuk. Ilyen moédszer azonban jelenleg
nem all rendelkezésre. Kisérleteink célja egy ilyen eljaras kifejlesztése.
A javasolt eljardsban a fagocitézisszubsztratok apoptotizalé neutrofil
granulocitak. Valasztasunk két okbdl esett e sejtekre. Egyrészt ez a sejtti-
pus maga is fagocital, ami lehet6vé teszi a sejtek jelolését magnesezett
részecskékkel, masrészt a neutrofil granulocitak spontdn apoptotizalnak.
Ilyen médon viszonylag egyszertien elallithatunk magnesezett apopto-
tikus neutrofil granulocitdkat. A magnesezett fagocitézisszubsztratot fel-
vevé mononukledris fagocitdk maguk is magnesez8dnek, igy lehetéség
nyilik az apoptotikus sejteket fagocitalni képes és képtelen mononukle-
aris fagocitapopulaciok hatékony szétvalasztasara.

P-16 Az Ac-202, 4j tipusi rakellenes szer

génexpresszidra gyakorolt hatasdnak vizsgalata
Faragé N.', Fehér L.?, Puskés L."?
"MTA SZBK, Funkciondlis Genomika Laboratérium, Szeged;
*Avicor Kft., Szeged
Korébbi vizsgélataink soran bebizonyitottuk, hogy az Ac-202 kiilonb6z6
huméntumor-sejtvonalakon tumorellenes aktivitast mutat. Kisérleteink-
ben az anyag tumorellenes hatdsdnak mechanizmuséara vonatkozé infor-
maécidkra voltunk kivancsiak, amelyet a sejtekre gyakorolt génexpresszids
mintazatbdl kivantunk kikovetkeztetni. Munkank soran kiilonb6z8 kon-
centraciéban alkalmazott Ac-202 anyagot RVH melanéma-sejtvonalakon
inkubaltunk. Teljes RNS-tisztitas utén a transzkripciés véltozdsokat DNS-
chip-technikaval vizsgéltuk. Ehhez 40 000 génprobat tartalmazé oligonuk-
leotid DNS-chipeket alkalmaztunk. Tobb represszalédo, illetve tulexp-
resszal6do gént is azonositottunk. A véltozdst mutaté génekre specifikus
univerzalis TagMan PCR primereket terveztiink, melyeket Sybr Green és
univerzdlis TagMan PCR technikékkal elemeztiink. Tobb olyan gén val-
tozasét sikeriilt detektalnunk, amelyek az Ac-202 anyag tumorellenes
hatdsat megmagyarazhatjak.

P-17  Inhibitorbél aktivatort: sejtpermeabilis
kalpainspecifikus aktivator elgallitasa
és tesztelése agyszeleten
Farkas A, Vilagi 1, Kiss D. S.?, Borbély S.?, Halasy K.?, Banoczi Z.%,
Hudecz F*, Friedrich P!
'MTA SZBK, Enzimolégiai Intézet, Budapest; ? ELTE TTK, Neurobioldgiai
Tanszék, Budapest; * SzIE AOTK, Anatémia és Szivettan Tanszék, Budapest;
*ELTE TTK, Peptidkémiai Kutatdcsoport, Budapest
Korabban kimutattuk, hogy a kalpasztatin A és C szubdomének 1-1 aranyt
elegye in vitro aktivélja az m-kalpaint. Ennek alapjan kifejlesztettiink egy
sejtpermedbilis kalpainaktivalé part. A kalpasztatin A és C peptidekhez
oligoarginin jelzést (tag) kapcsoltunk, amely elSsegiti a fragmensek sejtbe
jutdsat. Az aktivalo hatéast ex vivo, patkanyagyszeleteken vizsgaltuk. Az agy-
kéreg és a hippokampusz alap- és hosszi tavi megerdsitéses (LTP) inger-
lékenységének viltozasat kovettitk nyomon. A hippokampdlis régiéban
mind az alapingerlékenység, mind az LTP jelent§s novekedését tapasztal-
tuk az aktivatorpar hatdsédra. Feltételezésiink szerint az aktivatorkonjuga-
tumok béarmely emlGssejttipuson eredményesen alkalmazhaték a kalpai-
nok aktivaldsara oly médon, hogy kozben az egyéb — kalciumfiiggs — jelat-
viteli utak nem aktivalédnak. Ez a specifikus aktivatorpar szamos tj lehetd-
séget nyit a kalpainfiiggd sejten beliili folyamatok tanulmanyozaséra.

P-18 Az Ac-202, G4j daganatellenes vegyiilet

hatdsanak igazolasa human sejtkultirakban

és allatkisérletekben
Fehér L., Ras6 E?, Molnér E.', Vizler Cs., E. Ayaydin*, Puskas L.!
! Avicor Kft., Szeged; * Orszigos Onkologiai Intézet, Tumorprogresszids
Osztdly, Budapest; * MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; * MTA SZBK,
Mikroszkdpos Sejtanalizis Labor, Szeged
Lipidcseppecskékkel kolesonhaté vegyiiletcsalad kiilonbozG tagjainak
hatdsat vizsgaltuk konfokalis mikroszkoppal és kolorimetrids sejtoszto-
dasi teszttel (MTS assay) humantumor- és normadl sejtvonalakban. A ve-
gytiletek koziil az Ac-202 citotoxikus hatast mutatott és potencialis kemo-
terdpids szernek bizonyult. Az Ac-202 fluoreszcens vegyiilet sejten belili
lokalizéci6jat és szoveti eloszlasat konfokdlis mikroszkop segitségével
hatdroztuk meg. Kisérleti allatokat kiilonb6z6 idStartamig, kiilonféle ol-
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dészerben feloldott Ac-202 vegyiilettel kezeltiink, melyet tobbféle médon
(i.v., i.p. és per os) juttattunk be. Vizsgéltuk a vegyiilet farmakokinetikajat
az egerek szerveibdl (sziv, vese, mdj, agy és tiid6) késziilt metszetek fluo-
reszcencia intenzitdsa alapjan. A daganatellenes aktivitds meghatédro-
zasara patkanyok kiilonb6z6 tumorok szubkutan implantalasat kovetSen
i.p. Ac-202-kezelést kaptak. Két 6ra milva a vegyiilet minden vizsgalt
szervbe, igy a tumoros szévetekbe is felszivodott, azonban hat éra milva
az anyag mennyisége jelentSsen lecsokkent. Patkanylépbe oltott tumor
esetén az Ac-202 anyaggal el6- és utdkezelt allatokban a letapadas és
metasztazis kialakuldsat vizsgaltuk. Az elSkezelt éllatok esetében szig-
nifikans gétldst mutattunk ki. Tovabba 12 napon keresztiil patkdnyokba
per os bejuttatott vegyiilet csokkentette egy szubkutan betiltetett primer
tumor novekedését is.

P-19 A minimal Escherichia coli

fehérjetermelési képességének javitasa
Fehér T.', Karcagi 1", Balik6é G.", Umenhoffer K., Gyérfy Zs.!, Csorgé B.',
G. Plunkett ITI*, D. Frisch?, J. Campbell?, F. R. Blattner**, Pésfai Gy.'
"MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; > Scarab Genomics LLC, Madison, WI,
USA; * Dept. of Genetics, University of Wisconsin, Madison, WI, USA
Az E. coli genomjanak teljes attervezésével egy felhasznalobarat, konnyen
programozhaté sejtet kivanunk létrehozni. A munka egyik célja a sejt re-
kombinéns fehérjegyarként val6 alkalmazhatésagénak javitdsa. A genom
atalakitdsa soran: i. a genom magjat (core) megtartva a niche-specifikus
szigeteket deletdltuk (66 szegmens, 20%); ii. az Osszes mobilis genetikai
elemet (fagok, IS-elemek) eltavolitottuk; iii. hibas metabolikus ttvonala-
kat korrigaltunk; iv. gyakorlati szempontbdl fontos géneket betiltettiink.
Mindezek eredményeként a sejt az er6forrdsokat hatékonyabban haszno-
sitja (gyorsabb novekedés), a genom stabilabb (csokkent mutéciés rata), a
sejt konnyebben transzformalhato, egyes instabil plazmidok jobban fenn-
tarthatok, rekombinans fehérjék magas szinten termeltethetSk. Nem vart
modon egyes toxikus fehérjék expresszaltatdsaval szemben a sejt toleran-
sabb. Ennek hétterében a ritka kodonokban gazdag génfrakci6 kiejtése, és
ezzel a ritka kodonokhoz tartozé aminoacil-tRNS nagyobb mennyiségben
val6 rendelkezésre dllasa allhat. Tovébbi érdekesség, hogy a tervszertien
létrehozott MDS66 és a gyakorlatban szelektélt standard fehérjetermeld
E. coli BL21 torzs az ujabb adatok szerint igen sok hasonldsdgot mutat
mind a géntartalomban, mind a génexpressziés mintazatban.

P-20 A Thermobifida fusca fajbol izolalt

intracelluléris B-D-xilozidaz enzim miikodési

mechanizmusanak vizsgalata
Fekete Cs. A., Kiss L.
DE TEK-TTK, Biokémiai Tanszék, Debrecen
A Thermobifida fusca fajbél izolalt intracelluldris B-D-xiloziddz katalitikus
aminosav-oldallancainak vizsgélatat specifikus kémiai médositassal végez-
tiik. Az enzim altal katalizalt reakcié sebességének pH-fiiggése alapjan
megallapithat6, hogy az enzim aktiv centrumdban két kiilonb6zé pK-ju
aminosav-oldallanc taldlhatd, egy protonélt és egy deprotonalt aminosav-
oldallanc, amelyek a szubsztrat hasitdsdban vesznek rész. Annak bizonyi-
tasara, hogy az aktiv centrumban egy karboxilattipust aminosav-oldallanc
vesz részt a katalitikus folyamatban, a karboxilatot N-(3-dimetilamino-
propil)-N"-etilkarbodiimid (EDAC) katalizélta peptidkotés kialakitasaval
azonositottuk, melyhez glicin-metil-észtert alkalmaztunk. Az enzim kon-
centraciéfiiggden inaktivalodott a médositds soran, ami igazolta a karboxi-
lattipust katalitikus nukleofil jelenlétét. A katalitikus nukleofil azonosi-
tasara egy affinjelolét, N-brémacetil-B-D-xilopiranozilamidot szintetizal-
tunk. Az enzimet az affinitdsjel6l6 koncentraciéfiiggd modon inaktivalta,
melybSl meghatéroztuk az inaktivalds sebességi allandéjat, valamint a
reakcié rendiiségét, amely azt mutatta, hogy egy molekula affinitasjel6lé
egy molekula enzimmel reagélt. Annak igazolasara, hogy az inaktivélasi
reakci6 az aktiv centrumban tortént, kompetitiv inhibitor jelenlétében is el-
végeztiik az inaktivéalasi reakcit, aminek eredményeként a kompetitiv
inhibitor megvédte az enzimet az inaktivalodastdl, igazolva azt, hogy
valéban a katalitikus nukleofil szerepét betdlté aminosav-oldallanc médo-
sult. Az inaktivalodas sebességének a pH-fliggését vizsgélva kimutattuk,
hogy az inaktivalas sebessége az enzim pH-optimumén a legnagyobb,
ezzel is igazolva, hogy a katalitikus nukleofil médosult.

P-21 Egy szerinproteidz-homolég kozponti szerepe
a Manduca sexta immunrendszerében

Felfoldi G."?, 1. Eleftherianos’, R. H. ffrench-Constant', I. Venekei?,

S. E. Reynolds'

" Dept. Biology and Biochemistry, University of Bath, UK; ?ELTE TTK,

Biokémiai Tanszék, Budapest
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A Photorhabdus luminescens (Enterobacteriaceae) Gram-negativ, rendkiviil
rovarpatogén baktérium, amelynek fert6zése teljesen szimbionta partne-
rétSl, Heterorhabditis sp. fonalféregtdl fiigg. A Photorhabdus egyik lehetsé-
ges virulenciafaktora a PrtA, amely a serralizin-csalddba tartozé cink-
metalloenzim. Feltételeztiik, hogy az enzim szerepet jatszik a fert6zés
kialakitasdban, s ennek bizonyitdsdra természetes szubsztratfehérjéket
kerestiink a dohanyszender (Manduca sexta, Lepidoptera) hemolim-
fajaban. Hat kiilonb6z6, a PrtA altal szelektiven hasitott fehérjét talaltunk,
melyek koziil az egyik az SPH-3. Errdl kimutattuk, hogy transzkripcidja
bakterialis fert6zés hatdsara indukalhat6 a M. sexta hemocitdiban és zsir-
testjében egyarant. RNS-interferencia (RNSi) technika hasznalatdval inak-
tivaltuk az SPH-3 gént, aminek kovetkeztében az SPH-3 mRNS-szintje
nullara zuhant mind a zsirtestben, mind pedig a hemocitdkban, valamint
drasztikusan lecsokkent a rovarok ttilélési ideje Photorhabdus-fert6zést ko-
vet8en. Tovabbi kisérleteink kimutattak, hogy az SPH-3-géncsendesités a
Manduca immunfelismerd fehérjéinek (Hem, Iml-2, PGRP, PRSP, BGRP-1,
BGRP-2) géndtirasira (mRNS-szintjére) semmilyen hatdssal nincsen,
viszont az 6sszes eddig ismert, effektor funkciot ellité immunfehérje
(attacin, cecropin, lebocin, lizozim, moricin, profenoloxidaz) mRNS-szint-
je nullara lecsokkent. Ezek a megfigyelések azt bizonyitjak, hogy: i. a PrtA
egyik hatdsa az immunvaélasz koordinalasanak gétlasa; ii. az SPH-3 koz-
ponti szerepet jatszik a M. sexta immun-jelatviteli rendszerében; iii. nem
egy, hanem két, jobbara fiiggetlen jelatviteli titvonal létezik az immunfel-
ismeréstSl a génexpresszié-szabalyozas felé.

P-22 Az aktivaciés domén glicin-csukléopontjainak
szerepe a tripszin aktivaciéjdban és miikodésében
Gombos L., Kardos J., Patthy A., Medveczky P., Szilagyi L.,
Malnasi-Csizmadia A., Graf L.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A tripszinszer( szerin protedzok sajatos aktivaciés mechanizmussal ren-
delkeznek, melynek soran a zimogén egy rendezetlen doménje (aktiva-
ciés domén) rendezett szerkezetet nyer. E folyamat sordn az aktivacios
domén szegmensei konzervalt glicin-csuklépontok koril fordulnak el.
Munkénk célja az volt, hogy megvizsgéljuk a konformaciés flexibilitas
szerepét az aktivaci6 folyamatdban oly médon, hogy a csuklépontokban
taldlhato glicineket alaninra cseréltiik helyspecifikus mutagenezis révén.
Megvizsgaltuk a mutadciok hatdsat mind az aktivaciét kiséré konforma-
ci6s dtmenetre, mind pedig a tripszin katalitikus mechanizmusara. Mu-
tansaink zimogénszer szerkezetet mutattak, melyet bizonyos aktivacios
doménszakaszok megnovekedett flexibilitdsa, a molekula N-terminalisa-
nak fokozott hozzaférhetdsége, valamint az aktiv hely deformitasa jelle-
mez. Mindez arra utal, hogy a csuklépontok koriili flexibilitds csokken-
tése gatolja a zimogén/aktiv enzim atalakuldst, igy eltolja a két forma
kozotti egyenstilyt a zimogén forma iranyéba. Szubsztratanalégok kots-
dése azonban az aktiv forma irdnyéba tolja el az egyensulyt, mivel inhi-
bitorkétott dllapotban a muténs tripszinek is a vad tipushoz hasonl6 szer-
kezeti jellemzSket mutattak. A zimogenitas mértéke jol korrelalt a kcat
csokkenésével, illetve a Ky névekedésével. Mindezek alapjan arra kovet-
keztetiink, hogy a zimogénszerii szerkezet aktivva torténé éatalakuldsa
indukdlt illeszkedés mechanizmussal torténik.

P-23 Nagy atereszt6képességii tesztelési

eljarasok alkalmazasa: kémiai, biokémiai

és sejt alapt médszerek
Hegedyis Cs.!, Kovacs 1., Kovacs K.', Kénya K?, Pazurik 1.7, Patonay T,
Virdg L.!
'DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; > DE TEK-TTK, Szerves Kémiai
Tanszék, Debrecen
A modern gyoégyszerkutatds alapja a gyoégyszerjelolt molekuldk azono-
sitdsa nagy dteresztGképességii tesztelési, tin. high-throughput screening
(HTS) moédszerekkel, melyek akar tobb szdzezer vegyiilet vizsgalatara is
alkalmasak. Ennek a tipikusan gy6gyszergyari kornyezetben miikods tech-
noldgidnak egyetemi kornyezetben is van létjogosultsaga, mivel a gyogy-
szergyarak csupan egy sz(ik célmolekula-spektrumra fékuszélnak, az egye-
temi HTS viszont az akadémiai szféra alapkutatasaihoz kapcsolédva alkal-
mas kutatasi célu géatloszerek, illetve kisebb betegségcsoportok gyogyszer-
fejlesztési szempontbdl is igéretes molekuldinak azonositédsara. Vizsgéla-
tainkban kémiai, biokémiai és sejtes alapti modszerek bedllitasaval inditjuk
ttjara a Debreceni Egyetem HTS-laboratériumat, mely rendelkezik egy
Tecan Freedom EVO folyadékkezel robottal, Tecan 384 fejes mikrotéla-
mosoéval, Perkin-Elmer Victor V* t6bbszoros jeloléshez is alkalmas mikro-
tala-olvasdval, valamint a sejtes vizsgélatokhoz egy komplett sejttenyésztd
egységgel. Vizsgélatainkhoz a Debreceni Egyetem jelenleg 2000 molekulat
tartalmaz6 molekulabankjanak (http://ret.chem.klte.hu/ret) vegyiileteit hasz-



naltuk. Egyszerti kémiai reakciéval (ABTS dekolorizécids teszt) antioxidans
hatast vegyiileteket azonositottunk a molekulabankban. Enzimatikus
modszerrel a poli-(ADP-ribéz) polimeraz 1 (PARP-1) potencialis gatloszere-
it kerestiik, mig Jurkat human T-sejtvonalon citotoxikus, illetve citoprotek-
tiv vegytileteket azonositottunk Alamar Blue redukcién alapul6 eljarassal.
A laboratérium szolgéltatdsai mind az egyetemi mind a kiilsé partnerek
rendelkezésére allnak (http://www.parp.dote.hu/htslab.html). (RET 06/2004,
OTKA K60780, ETT257/2006)

P-24 Egy 4j proteazinhibitor-varidns kifejlesztése

szerin proteazok hatékonyabb izoldlasira

és proteomikai vizsgalatihoz
Héja D., Pal G.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A szerin protedzok olyan létfontossdgu élettani folyamatokban vesznek
részt, mint példdul az emésztés, véralvadas, immunfolyamatok stb. Ezen
enzimeket a részletes vizsgalathoz nagy tisztasdgban kell elSéllitani. A
tisztitds sordn gyakran hasznalnak egy — tanszékiinkon el&allitott — E. coli
baktérium altal termelt, széles specifitast inhibitort, az ecotint. Az ecotin
erdsen kot egy sor szerin protedzt, példaul a tripszineket, kimotripszi-
neket, elasztdzokat, a véralvadasi faktorok koziil pedig a Xa és XIIa fehér-
jéket. Az ecotin homodimer fehérje, melyben a két alegység nem kovalens
modon kapcsolédik egymashoz. Egy dimer egyszerre két protedzt képes
gatolni. Az ecotint eddig gy hasznaltdk affinitaskromatografids célra,
hogy a nem kovalens dimert nem irdnyitott médon kototték kovalens
kotésekkel a szildrd felszinhez. Ez két potenciélis nehézséggel jar: a mole-
kuldk egy része protedz kotésre alkalmatlan modon rogziil a felszinen, il-
letve a hasznalat soran azon dimerek, melyek csak egyik alegységiikon
keresztiil rogziiltek, elveszthetik a nem kovalensen rogzitett alegységet.
Ezen problémak elkertilésére rekombindns DNS-technikédkkal két 1ényeges
véltozast hoztunk lére az ecotinban. Egyrészt az egyik alegység C-termi-
nalisit egy révid peptidszakasszal a masik alegység N-terminaliséhoz kap-
csoltuk. Az igy létrehozott egylanci formédban a két alegység immar ko-
valensen kapcsolddik dssze. Masrészt az 6sszekotd peptidben elhelyeztiink
egy ciszteint. Ezen a felszini ciszteinen keresztiil az egylanci ecotin ira-
nyitott médon kothetd szilard felszinhez. Igazoltuk, hogy az tj varidnsok
nagy mennyiségben termelhetSk egyszerti bakterialis rendszerben, és meg-
6rzik az eredeti vad tipusti forma aktivitasat. Ugyancsak igazoltuk, hogy
a szabad ciszteinen keresztiil az Gj forma irdnyitott médon szildrd fazisra
kothetd, és sikeresen hasznalhat6 affinitdskromatogréfias célokra.

P-25 Regulalt és nem reguldlt miozin II izoformak

S2 fragmentumainak 6sszehasonlité vizsgélata
Hébor E, Siiveges D., Kardos J., Nyitray L.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A miozin II izoformédk kozott szabalyozottsaguk alapjan két f6 tipus kii-
I6nithetd el: a regulalt és a nem regulalt miozin II. A nem reguldlt miozi-
nokndl a regulaci6 az aktinhoz kapcsolddé troponin-tropomiozin komp-
lexen keresztiil valosul meg. Ezzel szemben a reguldlt miozinokndl a
szabélyozés a regulacios konnyt lanc foszforilalasaval (sima izom, nem
izom miozin II) vagy kozvetleniil a Ca*-ionkoncentracion keresztiil
(kagyloizom) torténik. A sima izom és a kagyléizom miozin II fehérjéinek
kikapcsolt dllapotaban a fejek visszahajlanak és interakciéba lépnek a csa-
vart csavar szerkezet(i S2 doménnel (szubfragmentum 2), azaz a miozin-
rid fejhez kapcsol6dé N-terminalis régidjaval. Ennek tiikrében azt varjuk,
hogy a miozin II fehérjénél a rid proximalis részének flexibilitisa megha-
taroz6 lehet a kiilonb6z6 izoformak miikodésénél. Kisérleteink soran re-
gulalt (kagyl6- és csirke-simaizom), és nem regulalt (eml&ssziv- és -vaz-
izom) miozin II S2 fragmentumok stabilitasat vizsgéltuk spektroszképiai
(cirkuldris dikroizmus) és kalorimetrids (differencidlit pasztaz6 kalori-
metria) médszerekkel. Eredményeink szerint az S2 nagyobb stabilitast
mutat a nem reguldlt miozinok esetében, ahol szerepe csupan a két fej
egylitt tartdsa, mint a regulalt miozinoknal, ahol fontos funkcionalis sze-
repet is betolt. FeltehetSleg a kikapcsolt, aszimmetrikus szerkezet csak
Ggy johet létre, ha az S2 N-terminalis régiéjaban a csavart csavar szerke-
zet(i dimer letekeredik. Kisérleti adatainkat aldtamasztjak a kagylémiozin
II S2 rontgendiffrakcids szerkezetei, valamint in silico szekvencia-
elemzések és molekuladinamikai szimulaciok. (OTKA K61784, TS49812)

P-26 A DLC foszforiliciéja — egy érdekes szabilyozas
Hédi Zs.!, Molnar T.!, Buday L., Schlett K?, Rapali P!, Kardos J.',
Stafford W. E*, Nyitray L.!

ELTE TTK, ' Biokémiai Tanszék, Budapest; * Elettani és Neurobioldgiai Tanszék,
Budapest; ° SE, Orvosi Vegytani, Molekuldris Biolégiai és Pathobiokémiai
Intézet, Budapest; * Boston Biomedical Research Institute, Watertown, MA, USA

Az eukarioték egyik legkonzervativabb fehérjéje a 10 kD molekulato-
meg( dinein kénnyd lanc. A human genomban két paraldgja talalhato:
DLC1 és DLC2. El6bbit a dinein, mig utébbit a miozin Va alegységeként
irtak le, de ezen motorfehérjéken kiviil szamos egyéb (>60) kotSpartneriik
ismert. Szerkezetét tekintve a DLC homodimer, és a dimerizacioval létre-
jové arokba kotddnek a partnerfehérjéi. Korabbi munkdinkban mar is-
mertettiik a DLC2 altalunk feltérképezett kotShelyét a miozinon, és az
ezen beliil taldlhaté harom aminosavas, alternativan kifejez6d6 B exon
esszencidlis szerepét a DLC kotésben. Miutan kidertilt, hogy a DLC szint-
je sok mellrakos sejtben megemelkedik, és hogy ez kapcsolatba hozhaté a
DLC Ser88 PAK1 kindz altali foszforilaci6javal, ezen a vonalon folytattuk
a kisérleteket. Ser—Glu-cserével mimikéltuk a DLC foszforilacidjat, hogy
stabil fehérjét kapjunk in vitro kisérletekhez. Gélsziiréssel, CD-spekt-
roszkopidval és analitikai ultracentrifugdldssal bizonyitottuk, hogy a mu-
tans DLC szerkezetét tekintve monomer, aminek a két, térben nagyon ko-
zeli foszfat/glutamat az oka. A monomerizéci6 hatdsara azonban elttinik
a kotd drok is, igy elvileg nem tudja kotni a partnereit. Ezt igazoltuk is
néhény fehérjefragmentummal (nNOS, PAK1), &m meglepetésiinkre a na-
gyobb, stabil csavart csavar szerkezt(i (tehat stabil dimer) miozin Va frag-
mentum kototte a monomer DLC fehérjét is, ellentétben a monomer mio-
zinfragmentumokkal. Ez a felfedezés 1j tavlatokat nyithat a DLC mtiko-
désérdl és szabélyozésardl alkotott eddigi elképzeléseinkben, mert fol-
veti, hogy a foszforilacié a kotS partnerek kozti szelekcioban (is) szere-
pet jatszhat. (OTKA K61784, TS49812)

P-27  Kalcineurin vizsgilata human
melanéma-sejtvonalakban
Juhész T.', Matta Cs.!, Szijgyarto Zs.>’, Zakany R.!
DE OEC, ' Anatdmia, Szovet- és Fejlédéstani Intézet, Debrecen;
?Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; > MTTA Sejtbioldgiai és Jelitviteli
Kutatécsoport, Debrecen
A melanoma malignum cutis az epidermis pigmenttermeld sejtjeibdl, a
melanocitakbél kiinduld, rosszindulati daganatos megbetegedés. Mélyen
invaziv és metasztatizalé varidnsai nagyon rossz ttlélési prognodzissal jar-
nak. A melanémasejtek nagyfokd apoptdzisrezisztencidt mutatnak, me-
lyért részben a Ras-Raf-MEKK-ERK-titvonal hiperaktivitasa felelSs. Kisér-
leteinkben két eltéré biologiai viselkedésti human melanéma-sejtvonalban
vizsgéltuk a kalcineurin (Ca-/kalmodulinfiiggd Ser / Thr protein foszfatéz)
funkcidit, melynek specifikus farmakoldgiai inhibitora a ciklosporin A
(CSA). A HT-168M1 egy madjmetasztazisbdl elGallitott, mig a WM35 egy
metasztdzist nem add, de invaziv (a bazélis membrant attors, a der-
miszben megjelend) primer melanémabdl izolélt sejtvonal. A WM35 sejtjei
alacsonyabb szintli kalcineurinfehérje-expressziét és enzimaktivitast
mutatnak, amint azt Western blot, illetve enzimaktivitds-mérések segit-
ségével talaltuk. A MEKK-inhibitor PD098059 (2’-amino-3"-metoxi-flavon)
vegyiiletet a melanomasejtek tdpfolyadékahoz adva a kalcineurin fehérjé-
je alig detektalhaté a Western blot modszerrel, mig RT-PCR eljarassal az
mRNS-szint — feltehetSleg kompenzatorikus — enyhe emelkedését lattuk.
Boyden-kamréban, kemoattraktansként fibronektint haszndlva, a WM35
sejtjei erGteljesebb migracids aktivitdst mutatnak, mint a HT-168M1 sejt-
vonal sejtjei. CSA-kezelésre ellentétesen reagaltak a migracio sordn a sejt-
tipusok: a HT-168M1 sejtjei koziil a kezeletlen kontrollhoz képest tobben
migraltak, mig a WMB35 sejtjeinek migraciés képessége erdteljesen
csOkkent. Eredményeink arra utalnak, hogy a kalcineurin szerepet jatszhat
a melandmasejtek invazivitdsdnak és apoptéziskészségének szabalyo-
zasaban. (DE OEC Mecenattira grant, OTKA K60620, ETT 083/2006)

P-28 Foszfatazinhibitorok és a MYPT1 szerepe

a retinoblasztéma-fehérje defoszforilaciéjaban
Kiss A."?, Lontay B.!, Markasz L.?, Olah E3, Gergely P.'?, Erdédi F.'*
' MTA Sejtbioldgiai és Jeldtviteli Kutatécsoport, Debrecen; * DE OEC, Orvosi
Vegytani Intézet, Debrecen; ’ DE OEC, Gyermekgyogydszati Klinika, Debrecen
A retinoblasztoma-fehérje (pRb) foszforildcidja fontos szerepet jatszik a
sejtciklus sordan a G1/S-atmenet szabalyozdsaban. A pRb defoszforilacioja-
ban a protein foszfataz-1 (PP1) katalitikus alegységek (PP1c) szerepét felté-
telezik, a folyamatot szabalyozo regulator alegységet azonban még nem
azonositottak. Irodalmi adatok a pRb és a miozin foszfatdz holoenzim re-
guldtor alegysége (MYPT1) kolcsonhatasara utalnak. Ezért THP-1 leuké-
mids sejtekben tanulményoztuk foszfatazinhibitorok és a MYPT1 lehetsé-
ges szerepét a pRb foszforilacids szintjének és degradécidjanak szabalyo-
zasaban. Immunprecipitacids és pull down kisérletekkel igazoltuk a MYPT1
és a pRb kolcsonhatasat, valamint fluoreszcens mikroszképia segitségével
kimutattuk részleges kolokalizacidjukat is THP-1 sejtek sejtmagjaban.
Foszfatazaktivitds-mérésekkel igazoltuk a MYPT1 szerepét a PPlc pRb
szubsztrathoz val6 iranyitdsaban. Az apoptézist indukalé daunorubicinos
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(DNR) kezelés novelte a sejtek foszfatazaktivitasat. A protein foszfatdzokat
gétld kalikulin-A (CL-A) csokkentette a DNR 4éltal kivaltott kaszpaz-3-
aktivalodés és pRb-degradédcié mértékét, mikozben novelte a pRb T826,
valamint a MYPT1 T695 és T850 oldallancainak foszforilaciés szintjét. CL-
A-kezelés hatasdra a MYPT1 részlegesen a citoplazmaba transzlokalodik.
Mindezek a tényezdk a foszfatdzaktivitds atmeneti csokkenését és a pRb
foszforilacios szintjének névekedését eredményezhetik. Eredményeink sze-
rint a PP1c pRb szubsztrathoz torténd irdnyitasdban a MYPT1 fontos sze-
repet jatszhat, és ez a miozin foszfatdz 1j szabalyozé funkcidjara utal.
(BIOINKUB-DEBIOINK, ETT 244 /2006, Mecenatura 07/2005)

P-29 A Drosophila CalpA gén expresszidjanak vizsgalata
Koékai E.', Pop F. S? Molnar 1, Farkas A.?, Dombradi V., Friedrich P?,
Gausz ]2, Addm G

'DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; > MTA SZBK, Genetika Intézet,
Szeged;  MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A Drosophila-genomban négy kalpaingén talalhatd, amelyek koziil csak
kett$ terméke, a CalpA és a CalpB rendelkezik kalciumfiiggs tiolprotedz-
aktivitdssal. Kutatasaink sordn a CalpA gén szoveti kifejez6dését vizsgal-
tuk az egyedfejlédés kiilonbozs szakaszaiban, CalpA-specifikus ellen-
anyag segitségével. E. coli baktériumban rekombinans 6xHis-CalpA fehér-
jét termeltettiink, amelynek felhaszndldsdval poliklonalis anti-CalpA
ellenanyagot allitottunk elS nytlban. A CalpA gén szerkezete egy hosz-
szabb (2928 bp) és egy rovidebb (2341 bp) mRNS atirédasat is lehet&vé
teszi. Az anti-CalpA antitest felismeri a hosszabb mRNS-r6l képz6ds 94
kDa, és az ebbdl autolizissel keletkezd 81 kDa molekulatomegii fehér-
jéket. Az antitest segitségével megallapitottuk, hogy a 94 kDa fehérje a
Drosophila egyedfejlédésének minden szakaszéban, a 81 kDa méretii pe-
dig csak az els6 két larvalis stadiumban van jelen. A mésodik és harmadik
stadiumui larvdkban megjelenik egy 62 kDa méretd sav is, amely a rovi-
debb mRNS-rél atirédo fehérjének felelhet meg. A kompeticiés kisérletek-
ben a rekombinans CalpA fehérje jelenléte gétolta a specifikus jelek kiala-
kuldsat. Immunhisztokémiai vizsgalataink kiegészitik a CalpA szoveti
eloszlasara vonatkoz6 korabbi adatokat. Kimutattuk, hogy a CalpA fehér-
je az 4ltalanos membranlokalizécié mellett a legtobb sejtben a sejtmagok-
ban is kimutathat6. Korai embridkban a CalpA az aktinsejtvaz mentén
taldlhato, a poszterior részen erésebb felhalmozoédassal. Petekamrakban
mar a fejlédés legkordbbi szakaszdban megjelenik, s a késébbi stadiumok-
ban mind a csirasejtek, mind a follikuldris sejtek sejtmembranja mentén és
a sejtmagokban is megtalalhato. Tesztiszekben a mitotikus sejtekben és a
spermatocitdkban egyarant kifejezédik, ahol szintén membran- és sejtma-
gi elhelyezkedést mutat. A CalpA fehérje kettGs lokalizacidjat a larvalis
szovetek kozil a zsirtest, a gytirimirigy és az aorta sejtjeiben is ki lehet
mutatni. Ezeken kiviil larvaban a CalpA a kozponti idegrendszer néhany
sejtiében is lathato, illetve az imagdokorongokban, ahol erds expresszid
figyelhet6 meg. (OTKA 060723)

P-30 A kalcineurin szerepe az endotélsejtek
citoszkeletonjanak ujrarendezddésében
Kolozsvari B., Baké E.
DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
Az endotélsejtek konfluens monoréteget alkotnak az erek belsé faldn. Fe-
ladatuk, hogy szelektiv gatat képezzenek a kering6 vér és a szovetek ko-
z0ott. A citoszkeleton elemeinek atrendezddése, az aktin-mikrofilamentu-
mok és az aktin-miozin kolesonhatds véltozasai meghatarozzak példaul
az endotélsejtek alakjat és a vaszkuldris gét (barrier) integritasat. Gyullada-
sos folyamatokban bioaktiv dgensek hatdsara az endotélsejtek kontrakcio-
ja és igy a sejtek kozotti hézagok képzidése figyelhetd meg, a gatfunkcio
sériil, tobbek kozott a miozin kénny lanc foszforildlasanak kovetkezmé-
nyeként. A reverzibilis fehérjefoszforilacié szamos sejtfolyamat szabalyo-
zasaban kiemelkedd jelentGségii. A foszforilaci6 protein kinazok, a defosz-
forilacié protein foszfatazok révén valésul meg. A kalcineurin (protein fosz-
fataz 2B, PP2B) kalcium/kalmodulinfiiggd foszfo-Ser/Thr-specifikus en-
zim, mely két alegységbdl, katalitikus (CnA) és regulator (CnB) domének-
bdl 4ll. A katalitikus alegységnek harom izoformajat mutatték ki endotél-
sejtekben (o, B, ), amelyek pEGFP vektorban készitett konstruktjai korab-
bi munkénk eredményeként rendelkezésiinkre dllnak. Kutatdsaink soran
a kalcineurin katalitikus alegység kiilonbozs izoformdinak szerepét vizs-
géljuk eml@s-endotélsejtvonalban (CPAE CCL-229). Tanulmanyoztuk a
PP2B szerepét, a gatfunkcié és a citoszkeleton szabélyozaséban sejt- és mo-
lekuléris biol6giai médszerekkel. Vizsgaltuk a CnA alegység kiilonb6zd
izoformaplazmidjaival tranziensen transzfektalt endotélsejtek citoszkele-
tonszerkezetének valtozasat thrombinkezelést kovetSen. Vizsgalataink ar-
ra mutatnak, hogy a kalcineurin fontos szerepet tolthet be a gatfunkcio
regeneralasdban, a diszfunkcié megsziintetésében. (OTKA K60620)
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P-31 Az uracil-DNS-degradaciés faktor

szerkezet—funkcié vizsgalata csonkitott mutdnsaival
Koénya E., Pukdncsik M., Békési A., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
Az uracil-DNS-degradaciés faktor (UDE) fehérje nem mutat azonositha-
t6 homolégiat egyetlen eddig azonositott nukledzcsaladdal sem. Az UDE
fehérjéhez hasonl6 szekvencidkat 6sszehasonlitva 6t konzervalt motivum
azonosithatd, melyekbdl az els6 duplikalt. A masodlagos szerkezet vizs-
gélatabol kideriilt, hogy a duplikalt fragmens f6leg o-helikalis. A limitalt
proteolizis eredményei arra utalnak, hogy a katalitikus kotShelyet va-
16szintileg a megfelel konzervélt motivumok alakitjdk ki. Olyan UDE-
mutans fehérjéket terveziink, melyek a konzervalt motivumokat eltérd
modon tartalmazzék. Az els6 csonkitott muténs (1-157 aminosav) csak az
elsé motivumot tartalmazza az N-terminalison. Ez a fehérje inaktiv, és
nem vagja az uracil-DNS-t. A masodik csonkitott mutans (1-248 amino-
sav) a duplikalt motivum mindkét tagjat magéba foglalja. A harmadik
mutéans tervezésénél figyelembe vettiik a limitalt proteolizisra vonatkozo
eredményeket, melyek szerint a C-terminalis régio rendezetlen, flexibilis.
Ezt a régiot levagva olyan csonkitott mutanst hoztunk létre (1-340 amino-
sav), mely az Osszes konzervélt szegmenst tartalmazza, és feltehetSleg
proteolizisre kevésbé érzékeny. Reményeink szerint ezen muténs krista-
lyositasaval képet kaphatunk a teljes enzim szerkezetérdl. Célunk az UDE
fehérje szerkezeti felderitése csonkitott mutansai altal nagy ateresztd-
képességli (HTP) krisztallografia segitségével. Az eddigi kristdlyositasi
kisérleteink sikertelenségét az N- és C-termindlis végeken 1évS rendezet-
len régi6 is okozhatta, igy a csonkitott mutdnsok segitségével nemcsak a
szerkezetr$l, hanem a fehérje funkcidjardl is felvilagositast kaphatunk.
Ezenkiviil az 1-157 konstrukt multidimenzionalis NMR-vizsgélatokra is
megfelel§ méretti, igy itt oldatbeli szerkezetmeghatarozas is lehetséges.
(HHMI, GVOPF, EUFP6)

P-32 Jelatviteli szfingolipidek sejten beliili
kalciumfelszabaditasanak lehetséges
mechanizmusai: kalmodulin a hidnyzé lancszem?

Koviécs E., Liliom K.

MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A szfingozin-1-foszfat (S1P) és a szfingozil-foszforil-kolin (SPC) tjonnan

felismert jelatvivé molekuldk. Erdekességiik, hogy mind elsédleges, mind

masodlagos hirvivék lehetnek. Mig sejtfelszini G-fehérje-kapcsolt recep-
toraik azonositottak és jol jellemzettek, addig nem sokat tudunk intracel-
lularis célfehérjéikrél. Masodlagos hirvivéként legismertebb hatasuk,
hogy a sejt belsG raktaraibol kalciumot képesek felszabaditani — maig még
tisztdzatlan médon. Az SPC vegyiiletrél kimutattak, hogy képes aktivalni

a rianodinreceptort, az endoplazmatikus retikulum egyik kalciumcsator-

néjat. A kalmodulin, az egyetemes kalciumszenzor, a rianodinreceptorhoz

kotédve szabélyozza annak mtikodését. Korabbi munkainkban kimutat-

tuk, hogy az SPC kétédik a kalmodulinhoz, és disszociéltatja a kalmodu-
lin—célfehérje komplexet, igy gatolja a célfehérjék kalmodulin altali akti-
vacidjat. Ennek alapjan feltételeztiik, hogy az SPC tigy szabadit fel kalci-
umot a belsS raktarakbol, hogy a kalmodulint disszocidltatja a rianodin-
receptorrdl, igy befolyasolja annak mtikodését. Hipotézisiink igazoldsara
a rianodinreceptor kalmodulink6té doménjét tartalmazé peptid és a kal-
modulin kolcsonhatasat vizsgaljuk SPC és S1P jelenlétében. Danziljelolt
fehérje, valamint a peptid triptofénfluoreszcencidja egyarant azt mutatja,
hogy az SPC disszocialtatja a kalmodulin-rianodinreceptor peptidkomp-
lexet, mig az S1P nem. A jelenség tovébbi megértéséhez agybol, illetve
szivizombo6l preparalt endoplazmatikus retikulumon mériink SPC hata-
sara bekovetkezd kalciumfelszabadulast kalmodulininhibitorok, vala-
mint feleslegben adott kalmodulin jelenlétében. Eredményeink alapjan
valészintisithetd, hogy a kalmodulin a hidnyz6 lancszem az SPC és a ria-
nodinreceptor kozott.

P-33 A Drosophila kalpain B enzimének mtikodése
foszforilaciéval regulalhaté
Kovacs L.', Alexa A2 Sperka T.?, T6zsér ].>, Dombradi V.", Friedrich P>
'DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet; Debrecen; > MTA SZBK, Enzimoldgiai
Intézet, Budapest; * DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet,
Debrecen
A kalpainok Ca*-aktivélt neutralis, citoplazmatikus tiol protedzok, me-
lyek sokoldalu szerepet jatszanak a sejten beliili jelatviteli folyamatokban.
Szubsztratfehérjéiken limitalt proteolizist hajtanak végre, ezaltal 1j funk-
cionalis allapotba hozva Sket. A Drosophila melanogaster mint modellorga-
nizmus segithet megérteni az emls-, illetve human életfolyamatok mole-
kuldris szintjeit, igy e viszonylag egyszerd szervezetben szdmos kérdés
konnyebben megvalaszolhaté a kalpain és a protein kindz rendszerek



kolcsonhatdsaval kapcsolatban is. Ezért tanulményoztuk a Drosophila
kalpain B foszforilacidjat és az enzim aktivitasat kiilonboz6 foszforilacios
allapotban. In vitro koriilmények kozott igazoltuk a rekombinans kalpain
B foszforilacéjat protein kindz A katalitikus alegységgel (PKA), MAP
kinaz 1 (ERK1) és MAP kindz 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-
fatcsoportot épit be a polipeptidlancba. Tomegspektrometrids médsze-
rekkel meghataroztuk a PKA, ERK1 és ERK2 enzimeken a foszforilacios
helyeket. Azt talaltuk, hogy a PKA a Ser845 és az ERK1/ERK2 enzimek a
Thr747 oldalldncot foszforilaljdk. Az igy foszforildlt kalpain B aktivalo-
dasét és aktivitasat fluoreszcens dipeptidszubsztrattal (NYAMC), illetve
egy fehérjeszubsztrattal (MAP2c) kovettiik. Azt talaltuk, hogy az ERK2
enzimmel végzett foszforildcio a kalpain B aktivalodast majdnem kétsze-
resére (1,9 + 0,3), az aktivitast kozel masfélszeresére noveli. A t6bbi kindz
hatdsanak elemzése és az in vivo foszforilaci6 igazolasa jelenleg folyik.
(OTKA 60723, Bolyai Janos Kutatasi Oszténdij — Alexa Anita)

P-34 A szoveti transzglutamindz hatasa

a makrofagok gyulladasi citokintermelésére
Koroskényi K., Sarang Zs., Fésiis L., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
Az apoptotikus sejtfelvétel gyulladdscsokkentS hatdsdval kapcsolatban
altalanosan elfogadott az a nézet, miszerint abban a f&szerepet egy im-
munszuppresszalé hatasti szolubilis molekula, a transzformalé nove-
kedési faktor B (TGF-B) jatssza. A TGF-B biolégiailag inaktiv fehérje for-
méjaban termelddik, makrofagok 4ltal torténd aktivalasédban részt vesz a
szoveti transzglutamindz (TG2) is. Intézetiinkben korabban megfigyelték,
hogy TG2" egerekben az apoptotikus sejtek fagocitdzisa zavart szenve-
dett, és a majban az apoptdzist gyulladas kiséri. Kisérleteinkben ezért azt
kivantuk vizsgélni, hogy a TG2 hidnya befolyésolja-e az apoptotikus
sejtek gyulladasi citokintermelést (IL-6, TNF-0) csokkent$ hatasét hastire-
gi és csontvelSi Gssejtekbdl differenciéltatott, Toll-like receptoron (TLR) ke-
resztiil hato lipopoliszachariddal (LPS) stimuldlt makrofagokban in vitro.
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a TG2 tavolléte nem — ezaltal az
aktiv TGF-B hidnya sem — befolydsolta a gétlas 1étrejottét és mértékét. Ez
azt mutatja, hogy a kozvetlen gatlas folyamatdban nem vesz részt sem a
TG2, sem a TGF-B. Emellett mindkét makrofagtipusnal TG2 hidnyaban a
sejtek magasabb szintli gyulladasi citokintermeléssel reagaltak LPS-sti-
muldciéra. A TG2 tehat gatlo moédon beleszol a gyulladasi citokinek TLR
medialta indukciéjéba, adataink alapjan azonban nem TGF-B-fiiggé mo-
don. Transzferkisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a makrofagok ter-
melnek parakrin médon haté molekulat, mely a TLR fehérjéken kivaltott
hatast csokkenteni képes, azonban a csokkenés TGF-B hidnyéban, illetve
a TGF-B hatasanak blokkolasakor is megfigyelhetd volt. Ez nem zarja ki
egyértelmiien a TGF-B részvételét a folyamatban, csupan kétségbe vonja
annak kozponti szerepét, és egyéb, eddig nem azonositott molekula —
vagy molekuldk —1étezését veti fel. Emellett a csokkentd hatas LPS vegyii-
letekkel, illetve apoptotikus sejt feliiliszéjaval kezelt makrofagok
feliiluszoival is kivalthaté volt. (OTKAT049445 ETT100/2033)

P-35 NADPH-termelés az endoplazmas

retikulum lumenében
Margittai E.!, P. Simona?, B. Angelo®, Banhegyi G.'
'SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest; ? Dept. Pathophysiology,
Experimental Medicine and Public Health, University of Siena, Siena, Italy
Az endoplazmas retikulum (ER) lumene a citoszoltol elkiiloniilt piridin-
nukleotid-készletet tartalmaz. A lumen reduktazainak, egyebek kozott a
11B-hidroxi-szteroid dehidrogendz 1-es tipusanak (11BHSD1) kofaktor-
ellatasdhoz sziikség van a NAD(P)H folyamatos djratermelésére. A
11BHSD1 kulcsszerepet jatszik a glukokortikoidok prereceptoriélis akti-
valaséban, s igy a metabolikus szindréma patogenezisében is. A jelenlegi
feltételezések szerint a hexéz-6-foszfat dehidrogenaz (H6PDH) az ER lu-
mindlis kompartimentumanak legfontosabb NADPH-general6 enzime.
Szubsztrétellatdsat az ER gluk6z-6-foszfat transzportere (G6PT) biztositja.
A H6PDH szerepét vizsgalva patkanymaji mikroszomalis vezikuldkban
megallapitottuk, hogy az intraluminalis piridinnukleotidok tidlnyomo-
részt redukalt allapotban vannak, és a redoxstdtusz fenntartdsaban a
H6PDH aktivitasnak fontos szerepe van. A H6PDH és a 11BHSD1 szoros
kooperécidjat a kolokalizdcié és a kozos kofaktorkészlet biztositja.
Humén granulocitdkban kimutattuk a G6PT, H6PDH és 11BHSD1 jelen-
1étét. A G6PT gatloszerei apoptozist okoztak, melyet antioxidansokkal,
illetve a 11BHSD1 redukalt szubsztratjaival ki lehetett védeni. Az ered-
mények szerint az ER intraluminélis NADPH-szintjének fenntartésa anti-
apoptotikus hatdst a granulocitakban. A G6PT-H6PDH-11BHSD1 rend-
szer elemeit patkdny epididimalis zsirszovetébdl szdrmazé mikroszoma-

kon is kimutattuk. Feltevésiink szerint adipocitédkban a rendszernek sze-
repe lehet a szénhidratfogyasztast kovetS lokalis glukokortikoid-akti-
vacidban, s igy a trigliceridraktarozésban. Bar a HSPDH alapvet6 fontos-
sagtinak tlinik az ER lumindlis redoxhomeosztizis fenntartdsaban, a
H6PDH-génkiiitott egér életképes és gyakorlatilag tiinetmentes. Ez arra
utal, hogy a H6PDH mellett mas dehidrogenazok is részt vesznek az int-
raluminalis NADPH-termelésben. Patkdnyméj-mikroszomédban kimutat-
tuk, hogy a lumenben NADP*-fiiggé izocitratdehidrogenaz- és malat-
dehidrogenéz-aktivitds mérhetS. Az aktivitasok latensek voltak, csak a
membran permeabilizdldsa utdn véltak mérhet6vé. Bar az izocitratdehid-
rogendz-aktivitds kinetikai paraméterei eltértek a citoszolban taldlhato
enzimétdl, immunoblot-vizsgélatban a citoszolbeli izoenzim elleni antitest
reagalt a lumindlis formaval. Osszefoglalas-képpen megallapithatjuk,
hogy az ER lumene tobb, NADPH-generaldsra képes enzimet tartalmaz.
Az enzimek NADPH-termeléshez val6 in vivo hozzijarulasdnak felmé-
rése tovabbi vizsgalatokat igényel.

P-36 Ionotrép purinerg receptorok

a differencialédé kondrocitikon
Matta Cs.!, Fodor ]2, Juhasz T., Szijgyérté Zs.**, Csernoch L.?, Zakany R.!
DE OEC, ' Anatémia, Szovet- és Fejlédéstani Intézet, Debrecen; 2 Elettani
Intézet, Debrecen; > Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; * MTA Sejtbiologiai
és Jeldtviteli Munkacsoport, Debrecen
Az in vitro porcdifferenciacié szabalyozasdban szamos Ca*-fiiggs jelatvi-
teli titvonal jatszik fontos szerepet. Kondrogenikus modelliinkben a csir-
keembridk végtagtelepeibdl elSéllitott primer ,nagy stiriségi” mezen-
chimdlis sejtkultirakban 6 nap alatt spontan porcképz3dés torténik. A te-
nyésztés kiilonb6z8 napjain a kultidrdk sejtjeiben az intracellularis (i.c.)
Ca*-szintet floureszcencids mddszerrel megmérve a tenyésztés 3. napjan
atlagosan 140 nM i.c. Ca*-koncentraciocsticsot detektaltunk. A csticsot
kivalt6 kalcium az extracellularis kozegbdl szarmazik, mert a 2. és a 3. na-
pon adott Ca**-keldtor (EGTA) hataséra elmarad az i.c. Ca*-szint emelke-
dése. A detektalt Ca*-cstics sziikséges a porcdifferencidciohoz, mert
EGTA-kezelés utdn a dimetil-metilénkékkel metakromazidsan fest6dd
porc mennyisége csokkent. A membrénba beépiilé mobilis Ca**-iontransz-
porter, Ca*-ionofor, a A23187 kis koncentraciéban (0,1 pg/ml) hasznélva
szignifikdnsan fokozta a porcképzddést, mig nagyobb (1 és 5 ug/ml) kon-
centraciéban gétolta azt. A porcosodd kultirdk sejtjei Ca*-szint-emel-
kedéssel reagalnak az extracelluldrisan adott 180 uM ATP-re, a sejtvalasz
id6fiiggést mutat: ATP hatdsara csak a 3. tenyésztési napon mértiink Ca*-
szint-emelkedést. A sejtvélasz jellege ionotrép purinerg receptorként vi-
selkedd Ca*'-csatornék jelenlétére utal, RT-PCR reakciokkal sikertilt kimu-
tatnunk a P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 és P2X5 purinoreceptorok mRNS-ét,
illetve Western blot és immuncitokémiai festési techikaval igazoltuk a leg-
tobb receptor jelenlétét a sejtekben és a sejtmembranban. Az expresszios
mintazat alapjan valészintisithets, hogy az extracellularis Ca*-ionok a
P2X1 és a P2X3 receptor segitségével juthatnak be a sejtekbe a differencia-
ci6 3. napjan. (DE OEC Mecenattira program, OTKA K60620, T49151, ETT
083/2006)

P-37  Muténs deltaretrovirus-proteazok vizsgalata

Matiz K., Boross P., Bagossi P., Mikldssy G., T6zsér J.

DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen

A retrovirédlis protedzok (PR) jelentSs szerepet jatszanak a retrovirusok
fert6z6képességének kialakuldsdban. A protedzok miikodésének jobb
megismeréséhez az enzimkinetikai tulajdonsagok jellemzése mellett fon-
tos a protedzok szerkezeteinek meghatarozasa is. Mivel a potencidlis
kemoterapiai célpontul szolgdlé human T-sejtes leukémia- (HTLV) és
marhaleukémia- (BLV) virusok teljes hossziisagti protedzainak szerkeze-
tei még nem ismertek, ezért olyan moddositott proteazokat terveztiink,
amelyek vizsgéalatdval lehet6vé vélhat ezen deltaretrovirus-protedzok
kristdlyositdsa. A teljes hossziisdgli HTLV-1 proteazt eddig még az enzim
autodegradécids és aggregéacios hajlama miatt nem sikertilt kristalyosi-
tani, ezért olyan mutdnsokat terveztiink és allitottunk elS, amelyek
gatoljdk az autodegradaciot (M37K, A43K), valamint csokkentik az enzim
aggregaciojat (L72D, F80D). A négy mutans protedz koziil harmat (M37K,
A43D, L72D) proteolitikusan aktivnak talaltunk kis kultdrdban végzett
expressziés kisérleteink sordn. Ezen enzimeket nagyobb l1éptékben exp-
resszéltattuk és tisztitottuk Osszehasonlit autodegradacios és aggrega-
ciés kisérletek elvégzéséhez. A BLV protedz esetében az enzim N-ter-
mindlis autoprocesszalasi helyét moédositva, MBP-PR ftiziés fehérjét
expresszaltattunk, ami enzimatikusan aktivnak bizonyult. Az igy médosi-
tott PR a vad tipust enzimmel val6 Osszehasonlité enzimkinetikai vizs-
gélatok elvégzése utan felhasznalhaté szerkezetmeghatdrozasra alkal-
mas kristalyok elGallitdsara.
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P-38 Az amiloidszélak torésének szerepe

a f2-mikroglobulin polimerizaciéjdban
Micsonai A", Graf L.!, Zavodszky P? Y. Goto®, Kardos J.!
"ELTE TTK, Biokémia Tanszék, Budapest; > MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézete,
Budapest; ’ Institute for Protein Research, Osaka University, Osaka, Japan
Napjainkban egyre stilyosabb problémat okoznak a fehérjék kéros agg-
regécidjaval kapcsolatos degenerativ betegségek, mint példaul az Alzhei-
mer- és Parkinson-kor. Munkédnk soran az MHC-I molekula egyik alegy-
sége, a vesedializishez kotott amiloidézis kialakulasaért felelés f2-mikro-
globulin (B2m) in vitro aggregacidjat vizsgaltuk. A folyamat erésen nuk-
ledciofiiggd, magok hozzaadasara a f2m késedelem nélkiil amiloidszala-
kat képez, mig a tisztdn monomereket tartalmazé oldat polimerizacidja
csak hosszu idGbeli elmaradasi fazis utan indul el. Az irodalomban a
spontan nukledcié jelenségével magyardzzék a elmaradasi fazis végét
jelentd felgyorsult reakciot. Egy masik lehetséges magyardzat a szélak
torése és az igy keletkez§ polimerizaciéra képes tj szalvégek keletkezése.
Ennek kimutatasahoz hosszt szalakat novesztettiink, alacsony magkon-
centréciot és a spontdn nukledciohoz sziikségesnél alacsonyabb monomer-
koncentraciot alkalmazva. Azonban ezen reakciok esetében is tapasztal-
tunk elmaradasi fazist és felfutdst, ami a szélak torésével magyarazhato.
Hipotézisiinket a reakcié kinetikdjanak fluoreszcenciaspektroszképiai
vizsgalataval és elektronmikroszképos felvételekkel bizonyitottuk. Kimu-
tattuk, hogy a szélak érzékenyek a mechanikai behatasokra is. Alkottunk
egy modellt és egy szamitégépes szimulaciot, mellyel a kisérleti eredmé-
nyekhez illeszthetSk a széleloszlasra és -kinetikdra vonatkozé elméleti
paraméterek. Eredményeink arra utalnak, hogy a szélak torése in vivo sze-
repet jatszhat a betegség id6beli lefutdsdban, és akar egyetlen f2m ami-
loidszél kialakuldsa is elindithatja a betegség kifejlédését.

P-39 A tobbszorosen telitetlen zsirsavak

és anyagcseretermékeik hatdsa

a magreceptor-specifikus célgének expresszidjara
Mihély J., R. Riihl
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
Az olyan tobbszordsen telitetlen zsirsavak (PUFA), mint a linolénsav, eiko-
zapenténsav és arachidonsav, esszencialis tdpanyagok, valamint a retino-
id-X-receptor (RXR), a peroxiszoma-proliferalast aktivalo receptor (PPAR)
o/B/y és a retinsavreceptor (RAR) magreceptorok tdpanyag jellegt
aktivatorai. Ezen zsirsavak monohidroxildlt anyagcseretermékei a hid-
roxi-eikozatetrénsav (HETE), hidroxi-eikozapenténsav (HEPE) és hidroxi-
oktadiénsav a PPAR-fehérjék erésebb aktivatorai. Ezeket a zsirsavakat
és anyagcseretermékeiket MM6 (human monocita) sejtekbe inkubaltuk
10°-10° M koncentréaciéban, majd RT-QPCR segitségével hatdroztuk meg
olyan magreceptorspecifikus célgének expresszidjat, mint a zsirsavkotd
protein (FABP4) és az adipocitadifferenciacioval kotott protein (ADRP),
melyek PPAR-célgének, valamint a transzglutamindz, amely RAR/RXR
célgén. Fiziologiailag, valamint taplalkozas szempontjabol relevans kon-
centraciéju zsirsavak és metabolitok esetében a magreceptorcélgéneknek
csak alacsony transzkripcids aktivitasat tudtunk megfigyelni, hatékony
szintetikus agonistdk aktivitdsahoz képest. PUFA-vegyiiletek RXR-ago-
nistdkkal torténd egyiittes kezelésekor magasabb aktivalds figyelhets
meg. E kisérletek alapjdn azt allapitottuk meg, hogy a PPAR PUFA és
PUFA-anyagcseretermékek altali transzkripciéjat féleg mindkét hetero-
receptor dimerligédldsa kozvetitette. Kiilonb6z8 endogén RXR-agonistak
kombindlasi kisérletei folyamatban vannak annak érdekében, hogy tap-
lalkozas szempontjabol 1ényeges, magreceptorok altal mediélt génaktivi-
tast hatdrozzunk meg.

P-40 Mutéins HIV-1 proteazok transz

domindns gatlé hatisa
Mikléssy G., Kadas J., Matiiz K., T6zsér J., Bagossi P.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
A retroviralis protedzok jelentSs szerepet toltenek be minden replikacio-
kompetens virus életciklusaban. Els6dleges szerepiik a Gag és a Gag-
(Pro)-Pol prekurzorfehérjék funkciondlis részekre valé hasitdsa, ami a vi-
rusokat éretté és ezdltal fertGzSképessé teszi. Az AIDS-terapidban meg-
hatdrozo szerepet toltenek be a kiilonboz8 protedzinhibitorok, ezek azon-
ban az enzimben bekovetkez6 mutadciok miatt kialakuld rezisztens tor-
zsek esetében mar nem hatdsosak. Mivel a protedzalegységek dimeriza-
ci6ja az aktivitds elSfeltétele, ezért az inaktiv, de dimerizaciora képes
monomerek alternativ gatlasi lehetGséget jelenthetnek. Elényiik a kis mo-
lekul4jd inhibitorokkal szemben, hogy nagy kolcsonhato feliiletiik miatt
kevésbé érzékenyek a rezisztencidt okozé mutdciokkal szemben. Mo-
lekularis modellezés segitségével olyan mutans HIV-1 protedzmono-
mereket terveztiink, amelyekben a szubsztratkots zsebet aminosav-oldal-
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lancokkal toltottiik fel a természetes szubsztratok kotSdésének meg-
akadalyozésara. Az in vitro gatlasvizsgalatokat a laboratériumunkban ki-
dolgozott mikrotiterlemezen torténd fluoreszcens mérési moédszer segit-
ségével végeztiik a fehérjék tjratekeredése utan. Sejttenyészetben a gétlas
hatasfokat egy génterapias HIV-1 vektorrendszer elemeinek felhaszna-
laséval teszteltiik, melynek soran 293T-sejteket transzfektdltunk a vad és
a mutdns protedzokat expresszalé plazmidokkal, majd a feliiliszoban
1év§ virionok fert6zGképességét aramlési citométerrel vizsgaltuk. (OTKA
T43482)

P-41  Ac-202: egy 1j tipust rakellenes szer

molekularis célpontjanak felderitése

Avi-Link™ affinitiskromatografiaval
Molnér E.', Fehér L., F. Ayaydin?, Farkas A.*, Krizbai I.°, Puskas L.'
! Avicor Kft., Szeged; > MTA SZBK, Mikroszképos Sejtanalizis Laboratorium,
Szeged; ’ MTA SZBK, Biofizikai Intézet, Szeged
Az Avicor Kft. altal kifejlesztett Avi-Link™ affinitdsoszlop olyan kémiai-
lag modositott tivegszemcséket tartalmaz, amelyek feliiletiikon tobbféle
funkciés csoportot hordoznak, igy kiilondsen alkalmasak gyégyszerjelolt
kismolekulak kikotésére, majd az ezen kismolekulakkal kolcsonhato fe-
hérjék affinitaskromatografidval torténd azonositdsdra. Az Ac-202 — egy
j, potencialis kemoterapids szer — molekuldris célpontjait is ezzel a mod-
szerrel hatdroztuk meg. Tobb, dltalunk azonositott fehérje — irodalmi ada-
tok alapjan — a lipidcseppecskékben és az endoplazmatikus retikulumban
fordul el8. A fluoreszcens Ac-202 vegyiiletet ugyanezekben a sejtalkotok-
ban mutattuk ki, igy az affinitdskromatografia eredményei 6sszhangban
allnak a vizsgélt kismolekula sejten belili lokalizacidjaval.

P-42 Amilaz enzimek szubsztratkotd alhelyeinek
vizsgalata molekuldris modellezéssel
Motyan J. A.', Bagossi P?, Harangi J.!
DE '"TEK-TTK, Biokémiai Tanszék, Debrecen; > OEC, Biokémiai és Molekuldris
Biolégiai Intézet, Debrecen
Az o-amilazok o(1—4)-glikozidos kotéseket hidrolizélnak. Vizsgalatukat
széles kort ipari alkalmazédsuk és a humén eredetii enzimek diagnosz-
tikai szerepe indokolja. Az amilazok szerkezet—funkcié dsszefiiggéseinek
tanulményozésara lehetSséget biztositanak a rontgendiffrakcios mérések-
kel meghatarozott 3D szerkezetek és a kisérletes enzimkinetikai és ter-
mékmintazat-elemzési adatok. Munkénk sordn olyan szamitogépes elja-
ras kidolgozasat ttiztiik ki célul, amelynek segitségével vad tipusti és mu-
tans o-amildz enzimek mtikodését tudjuk magyarazni, illetve a késéb-
biekben jésolni a 3D szerkezeti modellek segitségével. Munkénk alapjét a
tanszéken kordbban vizsgalt olyan o-amildz enzimek képezték, melyek
termékmintazat-elemzését és alhelytérképezését elvégezték. A modell fel-
allitdsdahoz human nyél-o-amilaz (vad tipus, W58L, Y15IM mutans) és
arpa-o-amildz (vad tipus, Y105A/F/W, Y105A/T212Y, T212Y mutans)
enzimeket hasznaltunk. A bontasi kép meghatarozasa kromofér csoportot
tartalmazé malto-oligoszacharid-szubsztratsorozatok segitségével tor-
tént, amelybdl az alhelyek kotési energidit a tanszéken kifejlesztett SUMA
(SUbsite Mapping of o-Amylases) szémitogépes programmal hataroztuk
meg. Eljarasunkban az alhelyek kotési energiait a rontgenkrisztallografiai
vagy a homol6g modellezéssel felépitett 3D szerkezetek molekularis me-
chanikai szamitdsokbél kapott enzim-szubsztrat kolesonhatasi energiaér-
tékekbdl szamoltuk ki. Médszertink kalibraldsahoz a SUMA programmal
kordbban kiszamolt energiaértékeket hasznaltuk, a korrelaciés egyiitthatd
értéke 0,7-0,9 volt. Tesztelésre tij mutansok bontési képét hataroztuk meg,
amelyet Gsszehasonlitottunk a modelliink &ltal josolttal. Az eljras fel-
hasznalhat6 lehet kiilonb6z6 o-amilazok mtikddésének gyors joslasara
anélkiil, hogy koltséges és hosszadalmas kisérletes folyamatban hataroz-
nank meg a hasitasi képet és az alhelyek kotési energiait.

P-43 A switch-2 aktivhelyhurok szerepe

a miozin 5 processziv miikodési mechanizmusaban
Nagy N., Kovacs M.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A vezikularis transzportot végzé miozin 5 processziv motorfehérje, amely
kétfejii egyedi molekulaként szdmos enzimciklus és mechanikai 1épés el-
végzésére képes az aktinrdl valo levalas nélkiil. Ezt az teszi lehet6vé, hogy
a miozin-5-fej az ATP-az ciklusidS nagy részét aktinhoz kotve tolti. Me-
chanizmusa ezért drasztikusan eltér az izommiozin-2-ét6l, mely ciklus-
idejének tilnyomo részét az aktinfilamentumrél levélva tolti, hogy ne
akadalyozza a tobbi fej dltal hajtott elmozdulast. A switch-2 hurok vala-
mennyi miozin nukleotidkoté helyének konzervativ szerkezeti eleme
(aminosav-szekvencidja LDIXGFE). Az X poziciét miozinosztalyonként
kiilonb6z6 aminosav foglalja el (miozin 2 fehérjében A vagy S, miozin 5



fehérjében Y). Az ATP kotését kovetSen a switch-2 konformaciovéltozasa
(nyitott—zart atmenet) sordn a switch-2 peptidgerince az ATP-molekulaval
a hidrolizishez kulcsfontossagui hidrogénkotést létesit. A switch-2 peptid-
ben 1év6 X pozicionak a miozin 5 mechanizmusaban betoltott szerepét
pontmutans miozin-5-konstrukciokkal (Y439A, Y439S, Y439E) vizsgaltuk.
A mutédnsokat egyenstilyi és tranziens kinetikai, valamint fluoreszcencia-
spektroszkopiai vizsgalatokban hasonlitottuk ssze a vad tipust kontrol-
lal. Az ATP-kotés hatdsara bekovetkezd triptofanfluoreszcencia-valtozas
mértéke (amely a switch-2 konformaciovaltozasat is jelzi) dsszhangban allt
a konstrukciok ATPaz-aktivitdsaval: a switch-2 kinyildsat el6idéz8 muta-
cidk a foszfatfelszabadulds gyorsitdsan keresztiil az ATPaz-aktivitds no-
vekedését okoztak. Eredményeink arra utalnak, hogy a switch-2-hurok az
ATP-hidrolizisben jatszott szerepén kiviil a termékfelszabadulas modula-
laséaval teszi lehet6vé a miozin 5 processziv miikodését.

P-44 IL2-indukalt Stat5-kotShelyek genomeszinti
azonositasa leukémids T-sejtvonalban
Nagy Zs. S.!, Balint B. L.?, Nagy L.?, R. A. Kirken'
" Dept. of Biological Sciences, University of Texas at El Paso, El Paso, TX,
USA; *DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen
Az IL2 az aktivalt T-sejtek f6 novekedési faktora, amely szamos jelatviteli
aton (Ras/Raf/Erk/Mapk, PI3K és Jak1-3/Stat5) fejti ki hatdsat. A Stat5
jelatvivo és transzkripcids faktornak két izoforméja ismeretes, a Stat5a és
a Stat5b. Géntechnoldgiai titon médositott egerekkel végzett vizsgalatok
azt mutattak, hogy e két izoforma egyedi és egymassal atfedd feladatokat
is ellat: mig a Stat5a f6ként az emlémirigyek kifejlddésében miikodik koz-
re, a Stat5b a novekedés szabdlyozasiban vesz részt a névekedési hor-
monokon keresztiil. A T-sejtekben azonban kritikus tilélési faktorként a
két fehérje redundans szerepet tolt be. Korabbi vizsgélatok azt mutattak,
hogy egyebek kozott a limfoid és leukémids rakos sejtekben konstituti-
ve aktiv (példdul tirozinon foszforilalt) Stat5 van jelen. Emellett human
periférids mononukledris vérsejtekben és limfoid vagy leukémids rakos
sejtekben a Stat5 expresszdjanak gétldsa apoptotikus sejthalalt indukélva
stilyosan ronthatja a sejt életképességét. Ezen eredmények alapjan a Stat5-
inhibitorok a rakos sejtek tulélését gatld, uj gyogyaszati hatéanyagok
lehetnek. Emiatt immunolégiailag jelentds Stat5 célgének azonositasa fon-
tos célpont lett az 1j rdkellenes gyogyaszati modok fejlesztésében. Nap-
jainkig csupan néhany specifikus Stat5 célgén ismeretes. Vizsgélatunkban
IL2-indukalt Stat5 célgének azonositasara torekedtiink ChIP on chip méd-
szerrel. Kit225 human IL2-fliggs leukémids T-sejteket IL2 faktorral 30 per-
cig stimulaltunk, formaldehidben fixaltunk, majd a Stat5a és Stat5b fak-
torokat kromatin-immunprecipitacioval kicsaptuk. A médszer ellenérzé-
sére a humén IL2Ro gén enhancer régiéban a Stat5-kotShely IL2-mediélt
felhalmozodésat mértiik kvantitativ PCR modszerrel. A kovetkezs 1épés-
ben a DNS-hez kotddott Stat5 faktort amplifikaltuk, jeloltiik, majd Affy-
metrix Human Promoter 1.0R array rendszerben hibridizéltattuk. A bevitt
DNS és a normdl nyulszérum mind a stimuldlatlan, mind az IL2-sti-
mulalt, kontrollként alkalmazott sejtekbSl megkototte a ,hattér”-DNS-t.
A statisztikai analizis hatékonysdganak novelése érdekében biologiai is-
métlésekként a kisérleteket hdrom, egymastol fliggetlen ismétlésben vé-
geztiik. A vizsgalat eredményeképpen varhatéan a huméan promoéterek-
ben az IL2-indukalt Stat5-kotShelyek genomszintii térképét kapjuk meg.
Ezt kovetden a legérdekesebb gének Stat5-medialt szerepét ChIP, elekt-
roforetikus mobilitdseltolédasi teszt (EMSA) és siRNS-medialt deplécio,
majd kvantitativ PCR médszer segitségével validaljuk.

P-45 A falloidin nem kooperativ médon kotdik

az ADP.BeF,- és ADP.AIF,- aktinfilamentumokhoz
Orbén J., Lérinczy D., Hild G., Somogyi B., Nyitrai M.
PTE AOK, Biofizikai Intézet, Pécs
Az aktin meghatarozo szerepet jatszik az eukariota sejtek citoszkeletonja-
nak felépitésében, a sejtek alakvaltozasdban és motilitdsaban. Az aktin
eléfordulhat monomer vagy filamentum formaban. Minden aktinmono-
merhez kétdik egy nukleotid és egy kation. A polimerizaci6 soran a mo-
nomerekhez kotott ATP-molekulat az aktin hidrolizélja, ezért a filamen-
tumokat a foszfat disszocidcidjat kovetSen ADP-aktin-protomerek épitik
fel. Jelen vizsgélatainkban a tranziens ADP.P; allapotot kivantuk tanul-
ményozni. Ennek az allapotnak az élettartama viszonylag rovid, ezért a
vizsgélatainkban ADP.BeF, és ADP.AIF, foszfatanalogokat alkalmaztunk.
Munkank sordn a pdasztazé differencidlkalorimetria (DSC) modszerét
hasznéltuk arra, hogy az ADP.BeF.- és ADP.AlF,—aktin-filamentumokban
a falloidin kotSdése altal kivaltott valtozasokat leirjuk. Nukleotidana-
16gok és falloidin nélkiil az aktinfilamentumokra jellemz& atmeneti h6-
mérséklet (Tm) 64,1 °C volt. A nukleotidanalégok (ADP.BeF,: 84,8 °C;
ADP.AIF,: 84,7 °C) vagy a falloidin (82,3 °C) kot6désének a hatdsara a T

értéke megndtt, ami azt mutatta, hogy megnétt a filamentumok termikus
stabilitdsa. Amikor mind a falloidint, mind a nukleotidanalégokat az ol-
datokhoz adtuk, a filamentumok termikus stabilitdsa tovabb nétt (95,5 °C
ADP.BeF,, és 95,9 °C ADP.AIF, esetében). Az, hogy a nukleotidanalégok
altal stabilizalt filamentumok termikus stabilitasat a falloidin tovabb tud-
ta novelni, azt mutatta, hogy a falloidin és a nukleotidanalogok mas-mas
molekularis mechanizmusokon keresztiil fejtik ki hatdsukat az aktinfi-
lamentumokra. Egy korabbi munkankban ismertetett stratégia szerint
megyvizsgéltuk azt is, hogy a falloidin kooperativ médon kotédik-e az
ADP.BeF,- vagy ADP.AlIF,—aktin-filamentumokhoz. Azt tapasztaltuk,
hogy ellentétben a nukleotidanalégok nélkiil polimerizélt filamentumo-
kon mértekkel, az ADP.BeF,— és ADP.AlF,;—aktin-filamentumok nem koo-
perativ médon kétik a falloidint. Megéllapitottuk, hogy a falloidin altal
kivaltott konformaciés médosuldsoknak a filamentum hossza mentén
val6 terjedése nem lehetséges a nukleotidanalégok éltal stabilizalt ak-
tinfilamentumok esetében.

P-46 A lizofoszfatidsav szerepe

a f2-mikroglobulin amiloidképzédésében
Pé&l-Gébor H."?, Gombos L.!, Micsonai A.!, Kovéacs E.?2, Kovacs J.!, Graf L.},
Y. Goto3, Liliom K.?, Kardos J.!
"ELTE TTK, Bioldgiai Intézet, Budapest; > MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet,
Budapest; * Institute for Protein Research, Osaka University, Osaka, Japan
A B2-mikroglobulin (B2m) minden sejt felszinén megtalalhaté immunfe-
hérje, a f6 hisztokompatibilitdsi komplex-I (MHC-I) egyik alegysége.
Vesedializisben részesiil§ betegeknél tobbéves kezelés soran a f2m ami-
loid formaban lerakédhat az iziiletekben és izmokban, stlyos mozgas-
szervi problémadkat okozva. A f2m amiloidszalak in vitro is noveszthetSk
alacsony pH-értéken, illetve natrium-dodecil-szulfat (SDS) és a mar fel-
nétt szalak szonikédlasaval kapott magok jelenlétében semleges pH-érté-
ken. Azonban mindmdig nem tisztazott, mely tényezdk jatszanak sze-
repet az amiloidképzd&désben fiziologids korilmények kozott. Munkank
sordn megvizsgaltuk az SDS-hez hasonl6 felépitést, fiziologidsan eléfor-
dul6 lizofoszfolipidek esetleges szerepét a f2m polimerizécidjaban. A mo-
nomerek szerkezetére és stabilitdsdra gyakorolt hatdst CD-spektroszko-
pids és kalorimetrids titon vizsgéltuk, a képz6dott amiloidszélakat fluo-
rimetrids mérésekkel, illetve elektronmikroszkopos vizsgalatokkal detek-
taltuk. Megmutattuk, hogy a lizofoszfatidsav (LPA, a vérben jelen 1évg
lizofoszfolipid) képes specidlis kolcsonhatésba 1épni a f2-mikroglobulin-
nal. Ennek sordn az LPA a nativ, monomer 2m szerkezetét destabilizalja,
illetve magok jelenlétében elSsegiti az amiloidszalak képz&dését. Ez fel-
veti az LPA és a hozza hasonl6 szerkezet( lipidek szerepét a vesedia-
lizishez kotott amiloidézis kialakuldsaban.

P-47 A dUTPaz enzim mechanizmusanak

és funkcidjanak vizsgalata a C. elegans modellen
Pécsi 1., Toth J., Vértessy G. B.
MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
A dUTPaz az egyediili olyan enzim, amely specifikus médon a dUTP
nukleotid-trifoszfat hidrolizisét katalizdlja. A dUTPaz hidnyédban kiala-
kul6 uraciltartalmi DNS kaszkddszert karos mechanizmust indit el a
sejtben, ami a DNS fragmentalédasahoz vezet. Az eddig vizsgalt legtobb
fajpan (példaul baktériumok, virusok, human, ecetmuslica) eléfordulé
dUTPaz szimmetrikus homotrimer molekula. A Caenorhabditis elegans
dUTP4z enzime (tovabbiakban cDUT) azonban az eddig ismert egyetlen
olyan forma, amelyben a monomer szekvencidk egyetlen polipep-
tidlancban talalhatok 20-25 aminosavnyi dsszekotd régiokkal elvélasztva
egymastol. Ez a szerkezet tjj lehet§séget nytjt a monomerek ko6zotti kom-
munikécié tanulményozéasara. Célkittizéseink a kovetkezdk voltak: i. a funk-
ci6 szempontjabdl fontos aminosavak azonositdsa homolégiaszerkezeti
modellben, mutagenezis; ii. a vad tipust és mutans fehérjék termelése és
Osszehasonlit6 szerkezeti és funkcionalis karakterizalasa; iii. cDUT-exp-
resszi6-vizsgalata C. elegans tesztallatban. A C. elegans dUTPaz enzimét
pET45b bakterialis expresszids rendszerben termeltettiik, és affinitdskro-
matografids uton tisztitottuk. A rekombinans fehérje mért kinetikai allan-
doi: ki = 1,5 sec?, Ky = 3 uM. Az els6 monomer szekvenciat kovets
Osszekotbbe egy stopmutéciét vittiink be, ezzel imitdlva a human dUTPaz
homotrimer szerkezetét. A monomer azonban nem oligomerizélodott,
és mivel a dUTPazban mindharom aktiv hely felépitésében mindhdrom
monomer részt vesz, a mutdns monomer fehérje nem mutatott enzimak-
tivitast sem. Az alapkonstrukciébél kiindulva két ciszteinmutanst is ké-
szitettiink annak felderitésére, hogy a szerkezeti modell alapjan valészi-
niisitett diszulfidhidaknak van-e szerepiik a fehérje feltekeredésében és
aktivitdsaban. Az erre irdnyul6é méréseink folyamatban vannak. (HHMI,
GVOP, EUFP6)
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P-48 Komplex gyulladasos betegség genetikai analizise
Poliska Sz.

DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen

A krénikus obstruktiv 1égtiti betegség (COPD) egyre novekvd jelentSségii
kor a vilagon, azonban hatdsos gyogyszeres kezelése jelenleg nem ismert.
Akoérkép jellemzdje a légzdfeliilet csokkenése, amely lasst, tobbnyire visz-
szafordithatatlan folyamat. A légzéfeliilet csokkenésével egyiitt emphys-
ma és kronikus bronhitisz, valamint tiidégyulladas jelenik meg. Az em-
physma soran az alveolaris fal sériil, a gazcserefeliilet csokken, az alve-
olaris rendszer sériilése miatt a kisebb légutak elzarédnak, és az alveolaris
parenchyma roncsolddésa a tiid6 rugalmassdganak elvesztéséhez vezet.
A beteg tiidejében fellépS krénikus horgd- és parenchymagyulladas ki-
alakuldsaban neutrofil granulocitdk, alveolaris makrofdgok és citotoxi-
kus (CD8+) T-limfocitak vesznek részt. Az alveolaris makrofagok kézpon-
ti szerepet jatszanak a gyulladési folyamatok koordinéldsaban, kiilonb6z6
citokinek és kemokinek termelése révén. Célunk génexpressziés mintdzat
felvétele, és annak meghatarozasa volt, hogy milyen kiilonbségek latha-
tok a beteg- és kontrollmintdk kozott, valamint nagy ateresztSképességii
DNS-genotipizélds bedllitasa, s igy a betegség genetikai hatterének megis-
merése. Munkénk sordan COPD-pozitiv és -negativ paciensekbdl broncho-
alveolaris mosé6folyadékot (BALF) és periférids vérmintat vettiink. BALF-
bol alveolaris makrofagokat izoldltunk, majd RNS-t preparéltunk, a vér-
mintdkbdl genomi DNS-t tisztitottunk. Az RNS-mintédkat Affymetrix HG
U133A chipre jeloltiik és hibridizaltattuk. A microarray adatokat a Gene-
Spring programban elemeztiik, amelynek segitségével megkaptuk az
egyes mintak génexpressziés mintazatat. Az elemzés soran olyan géneket
azonositottunk, amelyeknek expresszids profilja szignifikans kiilonbséget
mutat a COPD-pozitiv és -negativ mintdk kozott Az Affymetrix adatokat
QPCR segitségével TagMan low density array rendszerek futtatdsaval iga-
zoltuk. A genotipizaldsra TaqMan assay modszert hasznéltunk. A reak-
cikat 384 lyukd mikrotdlcin TECAN pipettazo6 robottal raktuk ossze, és
ABI 7900-as RT-QPCR késziiléken futtattuk. A vizsgélatba 580 pécienst
vontunk be.

P-49  Kozos cisz regulalé elemek levélrozsda-fert6zéssel
asszocialt biiza-apoplasztfehérjék
génexpresszidjaban

Pés V!, Cserhéti M.?, Hunyadi-Gulyas E3, Manninger S.-né*,

Gyorgyey ]2, Medzihradszky F. K, Lukéacs N.!

'BCE, Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszék, Budapest; > MTA SZBK,

Novénybioldgiai Intézet, Szeged; > MTA SZBK, Proteomikai Kutatécsoport,

Szeged; * MTA NKI, Budapest

2D-PAGE szeparalast kovet6 MS (MALDI-TOF) analizissel egy glukan-

endo-1,3-B-D-gliikozidazt, egy kitindz 1 enzimet és egy PR 1.1 fehérjét

azonositottunk buza (Triticum aestivum L.) csirandvény apoplasztjaban,

melyek levélrozsda-fert6zést (Puccinia recondita fsp. triticii) kovetGen a

fogékony Thatcher vonalhoz képest korabban indukalédnak és nagyobb

intenzitissal expresszdlédnak az Lrl rezisztenciagént hordozé kozel
izogén genotipus intercelluldrisaiban. Mivel az irodalombdl ismert, hogy
az azonositott enzimek rezisztens és fogékony vonalak stresszvéalaszaban
is kozremtikodhetnek, feltételezziik, hogy egyes esetekben éppen eltérd
expresszidjuk révén valhatnak mégis a sikeres védekezés érdemi kozre-
miikodGivé. Az eltérd expresszio feltételezett okait kutatva a talalt biza-

szekvenciakkal erés homolégiat (Gramene blast, e-score: <10*) mutato
rizsgéneken (14 glukanaz, 9 kitinaz és 6 PR 1.1 szekvencia) promoétervizs-
gélatot végeztiink, melybdl az aldbbi eredmények adodtak: PlantCare
analizissel 2, 1, illetve 5 olyan prométermotivumot taldltunk, amelyek
kizardlag a leginkabb homolég (a mi blizagénjeinkkel ortolégnak tekint-
hetd) két glukandz, két kitindz, illetve egy PR1.1 rizsgén promoterében
szerepelnek. Az 5 PR1.1-homolég prométermotivum koziil harom bizo-
nyitottan stresszindukalt folyamat részese. Elébbieken til, a vizsgélatba
vont 29 rizsgén prométerszekvenciain tetramerdidd-analizalé programot
alkalmazva 164 olyan tetranukleotid-parost sikeriilt azonositanunk, me-
lyek mindhédrom ortolég csoport legalabb egy-egy tagjdnak prométerei-
ben meghatarozott tavolsigban elrendez8dd, kozos motivumkett&sként
definialhatéak. Ezekbdl 41 annotalt, 10 konstrukciét pedig ismerten kii-
16nféle stresszvédlaszokban tartanak szamon.

P-50 Uracil-DNS-degradalé faktor doménanalizise
Pukancsik M.!, Békési A.", Zagyva 1", Leveles 1", Hunyadi-Gulyas E2,
Klement E2, Medzihradszky F. K?, J. Bujnicki’, Vértessy G. B.!

"MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; > MTA SZBK, Proteomikai
Laboratérium, Szeged; * Lab. of Bioinformatics and Protein Engineering,
International Institute of Molecular and Cell Biology, Warsaw, Poland

Uracil a DNS-ben citozin dezamindacidjaval vagy timin helyettesitésével
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keletkezhet. A DNS-beli uracilt a szervezet altalaban hibaként érzékeli, és
a baziskivagasi javit6 rendszer révén eltavolitja. Ezen javito rendszer elsé
eleme, az uracil-DNS glikoziddz (UDG) enzim génje hidnyzik a Drosophila
melanogaster genomjabol, igy itt létrejohet uraciltartalmi DNS. Drosophila-
larvakban hianyzik a dUTP4z enzim is, ezért a DNS uraciltartalma szigni-
fikansan megndhet. Uracil-DNS-affinitdskromatografia segitségével azo-
nositottunk egy uracil-DNS-re specifikus degradélé faktort (UDE). A fe-
hérje nukledzaktivitasat EDTA jelenlétében is meg6rzi, azaz aktivitdsahoz
nem igényel exogén Mg*'-ionokat. A homol6g szekvencidk dsszerendezé-
sével 6t szigortian konzervalt motivumot azonositottunk. A fehérje ma-
sodlagos szerkezetére vonatkozo szerkezeti predikci6 szerint az elsé két
konzervélt motivum o-helikélis szerkezet(i. Ezen analizis eredményei azt
sugalljak, hogy a kotd, illetve katalitikus helyek kialakitasdban mindkét
egységbdl a megfelel§ konzervalt régiok vesznek részt. A fehérje részletes
szerkezeti analizisét ttiztiik ki célul, igy megkezdtiik az UDE kristélyosi-
tasat 15 bazispar hosszu oligonukleotidok jelenlétében. Limitélt proteo-
lizissel végzett kisérletek azt mutatjdk, hogy a DNS-kotés a konzervalt
motivumok mentén torténik és a fehérje konformécids valtozasat indukal-
ja, mely szignifikdns védelmet nyujt tobbféle protedz hasitasdval szem-
ben. Szokatlan szekvencidjdnak és kivételes specificitdsanak koszonhe-
téen az UDE a fehérjék egy tj csaladjat képviseli, amely felismeri és deg-
radélja az uracilt tartalmaz6é DNS-t. (HHMI, GVOP, EUFP6)

P-51 Uj Escherichia coli expressziés vektorok

tervezése és tesztelése
Radnai L., Siiveges D.", Pohl G2, Straner P?, Hodi Zs., Molnar T.', Nyitray L.'
ELTE TTK, ' Biokémiai Tanszék, Budapest; > Szerves Kémiai Tanszék, Budapest
A bakterialis fehérjeexpresszios rendszerek haszndlatat korldtozhatja a hi-
bas feltekeredés vagy a proteolitikus degradaci6. Ezeket a problémékat az
expresszi sebességének szabalyozasaval, jol oldodo fiizids partnerek hasz-
nalataval, tovadbba affinitdscimkék alkalmazasaval orvosolhatjuk. Célunk
volt olyan E. coli expresszids vektorok tervezése és tesztelése, melyek a fenti
hatranyok koziil minél tébb kivédésére képesek, valamint tovabbi elényos
tulajdonséagokkal is rendelkeznek. A pEGXT vektort a pET15b médositasa-
val, mig a pCM1 vektort a pET21c mddositasaval allitottuk eld. Elébbi
hasznélataval a rekombinans fehérje N-terminalisara z6ld fluoreszcens fe-
hérje (GFP) és His-tag, mig C-terminalisdra T7-tag fuziondltathato. A GFP
stabil, j61 old6do, intenziv zold szindi, fluoreszcens fehérje, mely lehet6vé
teszi az expresszi egyszer(i optimalizalasat, a specifikus detektaldst a tisz-
titasi 1épések soran, tovabbd a pontos, gyors és érzékeny koncentracidmé-
rést. ApEGXT rendszer alkalmas kis, izotopjelolt peptidek termeltetésére is,
mégpedig extra aminosavak nélkiil a C- és N-terminalison. Ez a médszer
sokkal olcs6bb, mint a kémiai szintézis, ezért nagy jelentSségti az NMR
spektroszkopiai kutatdsokban. A pCM1 vektort rontgenkrisztallografiai cé-
lokra terveztiik. Hasznalataval nagy mennyiségti és tisztasagu, degradécio-
mentes mintdhoz juthatunk. A célfehérje N-termindlisara kalmodulint, mig
C-terminalisara His-tag-szakaszt fuziondlunk. A kalmodulin kicsi és rend-
kiviil jol old6dé fehérje, mely kalcium jelenlétében specifikusan koétédik
fenil-Sepharose métrixhoz, igy affinitdskromatografiat tesz lehet6vé. A deg-
radaciémentességet és tisztasdgot az affinitascimkék fenti elrendezése biz-
tositja. A kromatogréfids 1épések, tovabba a fiiziés partnerek proteolitikus
eltavolitasa kozben puffercserél§ eljardsokra nincs sziikség, ezért a modszer
gyors és egyszer(, a veszteségek minimalisak. (OTKA K61784, TS49812)

P-52 A szoveti transzglutaminaz emeli

a foszfatidil-szerin-kifordulds sebességét

és a kalpain aktivitasat kalciumionofér-indukalt

vordsvértest elhaldsiban
Sarang Zs., Madi A., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen
Az érett vorosvértestek (vvt) a sejtmaggal rendelkezd sejtek apoptozisa-
hoz hasonlé mechanizmussal halnak el, melynek soran a sejtek zsugorod-
nak és felsziniikon foszfatidil-szerin (PS) jelenik meg, amelyet felismerve a
makrofagok bekebelezik Gket. Az elhalds soran a sejten beliili Ca*-koncent-
raci6 megemelkedik, melynek kovetkeztében a Ca*-szabalyozott cisztein
protedz p-kalpain és széveti transzglutaminaz (TG2) aktivalodik. A TG2
szdmos membran alatti vazfehérjét keresztkotve felelssé tehetS az elhald
vvt-k Ca*-indukdlt tartds alakvaltozasaért és a membran deformalhaté-
saganak elvesztéséért. Kalciumionofdrral kezelt vvt-ket hasznalva kimutat-
tuk, hogy a TG2-hidnyos sejteknek — a vad tipust sejtekhez hasonlitva —
csokken a makrofagok altali felvétele. Tovabbi kisérleteink szerint a kalcium-
ionoférral kezelt, illetve oxidativ vagy hiperozmotikus stressznek kitett
TG2” vvt-k felszinén lassabban jelenik a PS, mint a */* sejteken, és feltéte-
lezhetGen ez felelSs a csokkent makrofagok éltali felvételiikért. Ugyanakkor
a sejtfelszini PS eloszldsdban nem tapasztaltunk eltérést a két sejt kozott.



Probalkozasunk soran, hogy a lassult PS2-kifordulasért felelSs fehérjéket
megtaldljuk, kimutattuk, hogy az aktivalt TG2 képes keresztkotni a sejten
beliil nem kovalensen asszocialt kis és nagy kalpainalegységet. Hogy meg-
hatérozzuk a TG2-fligg8 kalpain-keresztkotés hatasat, megmértiik in vitro
az enzim aktivitasat TG2/ és */* vvt-kben ionoférkezelés el6tt és utan,
valamint idSben kovettiik a vvt-kben a kalpainszubsztrdt membranvazfe-
hérje, a spektrin lebomlasat. Azt taldltuk, hogy a kalpainaktivitds a kalci-
umionofor-kezelt TG2"/*-sejtekben volt a legnagyobb. A kalpainnak a vvt-k
elhaldsaban jatszott szerepének tisztazasara kalpain */* és  sejtek kozott is
Osszehasonlitottuk a kalciumindukalt PS-kifordulds sebességét, de nem ta-
laltunk kiilonbséget a két sejttipus kozott. A kovetkezSkben vizsgaltuk a
TG2 hianyanak a vvt-k in vivo élettartamara kifejtett hatasat, és azt talaltuk,
hogy a nincs kiilonbség a */* és " sejtek élethosszdban. Adataink arra enged-
nek kovetkeztetni, hogy a TG2 a kalpainaktivitds szabalyozasan keresztiil
elGsegiti a kalpainszubsztratok lebontdsit és — bar a sejthaldl inicializa-
lasdban nem vesz részt — kalpaintdl fliggetleniil gyorsitja a PS megjelenését
az elhald sejteken. (OTKA T049445 és ETT 100/2003)

P-53  Androgén szteroidok bioszintézisének

gatlasa 4j 17B-exo-heterociklusos

androszteronszarmazékokkal
Szécsi M., Toth 1., Wolfling J.2, Schneider Gy.?, Julesz J.!
SZTE ' Endokrinoldgiai Ondllé Osztdly és Kutaté Laboratérium, Szeged;
? Szerves Kémiai Tanszék, Szeged
Szteroidoknak a 17a-hidroxildaz/Ciz0-lidz, valamint az 5a-reduktéz 1-es
és 2-es tipust izozim (5aR1 és 5aR2) altal katalizalt dtalakuldsai az and-
rogén szteroidhormonok bioszintézisének kulcslépései. A 170-hidroxildz
/Ciz0-lidz elsGsorban a here tesztoszterontermelésében jatszik szerepet.
Az 50R1 és 5aR2 a tesztoszteron—5a-dihidro-tesztoszteron konverziot
magukban az androgén célszervekben (példaul a bérben vagy a proszta-
taban) viszik végbe. Vizsgélataink soran tjonnan szintetizalt 17B-exo-he-
terociklusos androszteronszdrmazékok szteroidkonvertalo enzimekre
gyakorolt inhibitor hatasat kutattuk. A Ci7z-lidz, az 50R1 és az 5aR2
aktivitds mérését in vitro radioszubsztrat-inkubaciés médszerekkel végez-
tiik. Specifikus Ci720-lidzgétlé hatast taldltunk az androszteronvdz 17-es
szénatomjahoz nem a karbamatgyir( nitrogénjén, hanem annak 4-es szén-
atomjan kapcsolddo tetrahidro-oxazinon-szubsztituens esetén. Az N-(p-
metil-fenil)- és a dimetil-tetrahidro-oxazinon-szarmazék specifikus 5oR1-,
illetve specifikus 50R2-inhibitornak bizonyult. Az androszteronvézhoz
nitrogénjén keresztiil kapcsol6do tetrahidro-oxazinon, valamint az 6ttagi
gytr(is analog tetrahidro-oxazolon-szarmazék Cizpo-lidz és 5aR2 kettSs
gatlo hatast mutatott. Az N-(p-etil-fenil)-, illetve az N-(p-etoxi-fenil)-tetra-
hidro-oxazinon hatékony 50R1- és 5aR2-inhibitornak bizonyult. Az 4j
17B-exo-heterociklusos androszteronszarmazékokndl megfigyelt moleku-
laszerkezet-inhibitorhatds dsszefliggések értékes adatként szolgalhatnak
a célzott antiandrogén hatédst enzim szinten kifejts, tj gyoégyszerhato-
anyagok kifejlesztésében, és hozzajarulhatnak a prosztata androgénfiig-
g6 daganatos elvaltozasainak (benignus hiperplazia, karcinoma) kezelé-
sében alkalmazott terdpids lehetGségek béviiléséhez.

P-54 Az LC8 dinein konnyti lancok szerkezet nélkiili
fehérjékhez vagy doménekhez kotddnek
Szenes A.|, Hodi Zs.!, Tompa P? Nyitray L.!
'ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; ? MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet,
Budapest
Az eukariétak legkonzervativabb fehérjéi kozé tartoznak a 10 kD molekula-
tomegti dinein konnyti lancok (DLC; két human paral6g génjiik a DYNLL1
és a DYNLL2). Eredetileg a dinein motorfehérje alegységeként és az nNOS
enzim inhibitoraként irtdk le Sket, de késébb kideriilt, hogy a miozin Va mo-
torfehérjéhez, s tovabbi tobb mint 60 fehérjéhez kotddnek (a csak élesztd-
kettSshibrid moédszerrel, illetve fehérjekomplexek MS-analizisével kimuta-
tott potencialis kotSpartnereik szama 200 folott van), azaz a proteom ,,gdcfe-
hérjéinek” tekinthetSk. A sejtekben betoltott szerepiik csak részben tiszta-
zott, de mindenképpen széles kord — a motorfehérjéken kargé adapterek,
egyes fehérjéket szekvesztralnak, részt vesznek az apoptozis, a sejtprolifera-
cié, a génexpresszi6 szabalyozasdban. A DLC kotSpartnereket az IUPred
szerkezetj6slé programmal vizsgalva azt taldltuk, hogy szinte kivétel nélkiil
vagy szerkezet nélkiili fehérjék, vagy a DLC-felismeré motivumuk szerke-
zet nélkiili doménben taldlhato. A benniik taldlhat6 rovid linearis felismerd
motivum (SLM) gyenge konszenzusszekvencia, amely B-lancként kétédhet
a homodimer DLC két kotSarkdba. A kotSpartnerek szerkezetnélkiilisége
magyarazatot adhat — legaldbbis részben —a DLC promiszkuitasara. A DLC-
hez kotddés valdszintileg nem jar egyiitt a kotédomén nagymértékii rende-
zetlen—rendezett szerkezeti atmenetével, de befolyasolhatja szomszédos
domének szerkezetét, interakciéit. Ezt timasztja ald, hogy sok kétSpartner-

ben taldltunk a DLC kotémotivum kozelében olyan szekvencidkat, amelyek
csavart csavar tipusu szerkezetet vehetnek fel. A DLC molekularis ,ra-
gasztoként” a csavart csavar kialakuldsat, ezéltal dimerek és nagyobb fe-
hérjekomplexek kialakuldsat segitheti el6. Korabbi kisérleteinkben azt ta-
laltuk, hogy a DLC kotSdése a miozin Va-hoz a csavart csavar farok-
domének stabilitdsat jelentGsen fokozta. (OTKA K61784, TS49812)

P-55 A protein kindz CJ a porcdifferenciacié

egyik szabalyozé eleme
Szijgyart6 Zs."?, Juhasz T, Matta Cs.’, Zdkany R
DE OEC, ' Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; * MTA Sejtbiologiai és Jeldtviteli
Kutatécsoport, Debrecen; > Anatomia, Szovet- és Fejlédéstani Intézet, Debrecen
A PKCS3 a protein kinaz C csalad 4j tipusu, kalciummal nem aktivélhato
izoformai kozé tartozik, porcdifferencidban betoltott szerepérdl nincsenek
adatok. A kondrogenezist csirkeembridk végtagtelepeibdl el@allitott
primer ,nagy stiriségi” mezenchimalis sejtkultirdkban vizsgaljuk, ahol
6 nap alatt spontan porcképzSdés torténik, a kondrocitak differecialédasa
dominansan a tenyésztés 2-3. napjan zajlik. A kiilonb6zg életkort tenyé-
szetekbdl készitett mintdkban RT-PCR moédszerrel a 2. és 3. tenyésztési
napokon kissé megemelkedett PKC3-mRNS-szintet talaltunk, mig immu-
noblot vizsgalatban a PKCS erGteljesen emelkedett szintjét lattuk. A PKC3
farmakol6giai inhibitorat, a rottlerint (Ro) 2,5 umol koncentraciéban a
tenyésztés 2. és 3. napjain a kultirdk tdpfolyadékdhoz adva a metakro-
maziasan festhetd porc mennyiségének csokkenését tapasztaltuk. Megle-
pé médon a Ro-kezelések hatdsdra a PKCS mRNS- és fehérjeszintii exp-
resszija is visszaszorult, ami esetleges autoregulaci6 lehetGségét is fel-
veti. A sejtek életképességének Ro-kezelések hataséra bekovetkezd foko-
z6désat 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lium bromid (MTT)
teszttel detektaltuk, mig a sejtek 0szt6d6 képességét jelz§ tricialttimidin-
beépiilés mértéke erdteljesen csokkent. Ez arra utal, hogy a Ro nem cito-
toxikus, és a sejtproliferacié gatldsa miatt csokkenhet a porcképzddés,
mivel a porcdifferenciciot serkentd transzkripcios faktorok, a Sox9 és a
CREB expresszidja inkabb fokozddik a porcosodé sejtekben. Tovabbi ki-
sérleteinkben a PKC3 konstitutive aktiv katalitikus doménjének tranziens
tilexpresszidjaval szeretnénk pontosabb képet nyerni a PKCS porcdiffe-
rencidciora és porcképzddésre gyakorolt hatasairél. (DE OEC Mecenattira
grant, OTKA K60620, ETT 083/2006)

P-56 Egy 4j inhibitor, a blebbistatin hatasa

a miozin 2 miikddése kozbeni szerkezetvaltozasokra
Takacs B., Gyimesi M., Kintses B., Malnasi-Csizmadia A., Kovacs M.
ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest
A blebbistatin nemrég felfedezett inhibitor, amely vézizom és nem izom
miozin 2 izoforméakra specifikus. Kordbban kimutattuk, hogy a blebbista-
tin allosztérikusan gétol: az aktinkoté arok mélyére kotve stabilizélja az
ATP-hidrolizist kovets, termékkotott miozinintermediert, és igy lassitja a
foszfatfelszabadulast. Jelen munkankban azt vizsgaltuk, hogy a blebbi-
statin hogyan befolyasolja a miozin 2 motordoménnek az ATPéz-ciklus
sordn végbemend konforméciévaltozasait. Vizsgéalatainkhoz egytriptofa-
nos Dictyostelium motordomén-mutdnsokat hasznéltunk, amelyek a hely-
specifikus fluoreszcens szenzorként alkalmazott triptofanokat a motor-
domén kiilonb6z8 kulespoziciiban hordozzék (switch-1 és switch-2 nukleo-
tidkots hurkok, illetve az erSkar bazisa). A blebbistatin a vad tipust mio-
zin 2 fehérjéhez hasonléan gatolta a mutansok ATP-dz-aktivitasat. A mu-
tansok fluoreszcenciaspektroszképiai és tranziens kinetikai vizsgélatabol
arra kovetkeztetiink, hogy az inhibitor az eddig ismert hatdsain til meg-
véltoztatja a nukleotidzseb tartalma és az aktinkotShely allapota kozotti
kapcsoltsagot, mégpedig oly médon, hogy ADP jelenlétében egy aktint
erdsen kotd, , felhtizott” er6kart intermediert stabilizal. Ez a kozti dllapot
—jéllehet a miozin mechanizmusaban kiemelked6 fontossagt (vélhetSleg
az erdkifejt 1épés kezd@allapota) — eddig azért nem volt hozzaférhetd,
mert inhibitor tdvollétében igen rovid az életideje. Adataink arra utalnak,
hogy a blebbistatin a mar eddig is jol kihasznalt, széles kort sejtbioldgiai
és fizioldgiai alkalmazasi lehetGségek mellett a miozinmechanizmus szer-
kezeti alapjainak felderitésében is tovabbi hasznokkal kecsegtet.

P-57 A humdn bér mindig ,elszall”?

— a cannabinoidrendszer szerepe a human bdr

és fiiggelékei novekedésének szabalyozasaban
Toth I. B.', Telek A.}, Dobrosi N.', Géczy T.", Borbir6 1!, C. C. Zouboulis?,
G. Kunos®, R. Paus*, Bir6 T.!
'DE OEC, Elettani Intézet, Debrecen; ?Dept. of Dermatology,
Dessau Medical Center, Dessau, Germany; * National Institute on Alcohol
Abuse and Alcoholism, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA;
*Dept. of Dermatology, University of Liibeck, Germany
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A legfrissebb tudomanyos eredmények szerint a cannabinoidrendszer,
melyet korabban a neurondlis és immunfolyamatok kdzponti molekula-
csalddjaként jellemeztek, szerepet jatszhat a sejtproliferdci6 szabélyozasa-
ban. Jelen kisérletsorozatban a human bér sejtjei és fiiggelékei novekedé-
sében vizsgaltuk a rendszer elemeit. Kombinalt cellularis és molekularis
élettani technikdkat alkalmazva kimutattuk, hogy a tenyésztett human
epidermalis keratinocitdk, a faggydmirigy eredetti sebocitak, valamint az
izolalt szGrtiisz6 (meglepd modon) egyrészt célpontjai, masrészt forrasai
az endocannabinoidoknak. Megéllapitottuk ugyanis, hogy az endocanna-
binoid anandamid (AEA) az Gsszes sejttipusban dézisfiiggd modon gétol-
ta a proliferdciot (emellett csokkentette a szérszal elongacidjat) és apop-
tozist indukalt. Szamos agonista és antagonista alkalmazasaval bebizo-
nyosodott tovabba, hogy ezen hatdsok a kiilonb6zé sejteken kiilonb6z
cannabinoidreceptorok (CB) kozvetitésével valésultak meg; azaz, szdr-
tlisz6—CB1, sebocita—CB2, keratinocita—CB1 és TRPV1 (mely utobbi re-
ceptor aktivdlédasa szintén gatolja a sejtek novekedését). Kimutattuk azt
is, hogy sebocitakon a CB2-medialt szignalizaci6 i. fokozza a sebocitak
differencialodasat; ii. részt vesz az arachidonsav lipidtermelést névels ha-
tasdban; valamint iii. magaban foglalja a protein kinaz C3 aktivalodasat is.
Mivel az endocannabinoidok jelenléte az Gsszes sejttipusban kimutathato
volt, eredményeink funkcionalis, a sejtek és ,miniorganumok” névekedé-
sét onmagaban gatl6 endocannabinoid jelatviteli rendszer muikodését
valészintsitik a human bérben.

P-58 A RARa ligalasa fokozza a T-sejtek

gliikokortikoidok altal kivaltott apoptézisat

és elGsegiti a gliikokortikoidreceptor medialta

transzkripciés folyamatokat
Toth K. A., Fésiis L., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Bioldgiai Intézet, Debrecen
A szteroidhormonok csalddjéba tartozé gliikokortikoidok nagy jeletSségii
antiinflammatorikus, immunoszuppressziv és antineoplasztikus aktivi-
tassal birnak, beleértve képességiiket a T- és B-limfocitdk apoptdzisanak
kivéltasara. A gliikokortikoidok ezen tulajdonsaga lehet6vé teszi széles
korti felhasznalhatésdgukat az olyan neoplasztikus betegségek keze-
1ésében, mint a leukémia és limféma. A timocitak gliikokortikoid indukal-
ta apoptozisa az egyike volt az els6k kozott elfogadott programozott-
sejthaldl-formdknak. Ez a hatés a gliikokortikoidoknak a gliikokortikoid-
receptorhoz val6 kot6désén keresztiil valosul meg, melynek kovetkezté-
ben a hormon-receptor-komplex a sejtmagba transzlokalédik, ahol gén-
expresszi6 szabédlyozasan keresztiil alapvetS sejthaldlfolyamatokat indit
el. Ismert néhany gliikokortikoidok altal indukalhato gén, melyek kozé a
GILZ (gliikokortikoid 4ltal indukélhaté leucincipzar) transzkripcids fak-
tor is tartozik. A gliikokortikoidokon kiviil, a transz-retinsav és a 9-cisz-
retinsav, melyek ligandumai mind a reténsavreceptornak (RAR), mind
pedig a retinoid-X-receptornak (RXR), kiilénb6z6 médokon szintén timo-
citaapoptodzist szabédlyoznak. A retinoidreceptorok, a gliikokortikoid-re-
ceptorhoz hasonléan, a sejtmagi receptorok csaladjaba tartoznak. A transz-
retinsav és a 9-cisz-retinsav hasonléan aktivéljadk a RAR-t, mig 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 forméjéban fejtik ki aktivitasukat, és
génexpressziét szabalyoznak. El6zetes kutatdsaink igazoltdk a retinoidok
szerepét a timocita sejtelhalds indukciéjaban és negativ szelekcidjuk sza-
bélyozasaban. Jelen kisérleteink arra irdnyultak, hogy a retinoidok befo-
lyasoljédk-e a timuszsejtek gliikokortikoidok altal kivaltott apoptézisat, ha
igen, ez mely retinoidreceptorokon keresztiil és milyen mechanizmussal
torténik. Immunprecipitdciés és emlGskéthibrid médszert alkalmazva
igazoltuk, hogy a RARo. direkt interakci6 révén kapcsolddik a glitkokor-
tikoidreceptorhoz. Tovéabbi eredményeink igazoljdk, hogy a ligalt RARo. a
szintén ligalt gliikokortikoid-receptorral egyiitt transzlokalédik a mito-
kondriumba. Kimutattuk, hogy a retinoidok gliikokortikoidérzékeny sejt-
vonalak apoptézisat is fokozzdk, jelezve, hogy felhasznalhatok lehetnek
T-sejt-eredetti, rosszindulati daganatok kezelésében is.

P-59 A homotrimer human dUTPaz
szerkezet—funkcié-vizsgalata

Varga B.!, Barabas O.', Toth J.!, Tolgyesi F., Fidy ]2, Vértessy G. B.!

'MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest; * SE, Biofizikai és Sugdrbioldgiai

Intézet, Budapest

A humaén dezoxiuridin-trifoszfat nukleotid hidrolaz homotrimer enzim,

mely a Dutp — dUMP + PP; reakciét katalizalja. Az azonos monomerek-

ben talalhat6 6t, szigorian konzervélt motivumbol épiil fel a harom aktiv

hely. Az egyik monomer C-termindlisa atnytlik a masik két monomer &l-

tal kialakitott aktiv zseb f6lé. A szubsztrat bekotésekor ez a kar razarédik
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az aktiv zsebre. A huméan enzim nukleéris izoformajarél megmutattak,
hogy nagy szerepet jatszik a multirezisztens rdksejtvonalak ttlélésében.
Nagy termelékenységii expresszios rendszert sikertilt létrehozni ezen izo-
forma rekombindans, His-jelzéssel ellatott valtozatdra, valamint ugyanen-
nek a rekombinans enzimnek egy Trp-mutans valtozatara. A C-terminali-
son taldlhatd, szigortian konzervalt motivum fenil-alaninjat cseréltiik
triptofanra, kot6dési vizsgélatok fluorimetrids kovetéséhez. A kalorimet-
rids és fluorimetrids tton koévetett szubsztratkotédési vizsgalatokhoz a
dUTP térszerkezetileg kozel azonos analégjat, az o,B-imido-dUTP-t hasz-
naltuk. A foszfatpufferben végzett izotermalis kalorimetrids titralds alap-
jan nem volt egyértelmt a harom kotShely fiiggetlen miikodése; mas
mérések azonban a foszfat/pirofoszfat ion(ok) ilyen jellegli szabalyozo
szerepét nem tadmasztottdk ald. A human dUTPaz-o,B-imido-dUTP-
komplex 3D kristalyszerkezetének megoldasaval lathatova valt a timado
nukleofil , near-attack” konforméaciéja. (HHMI, GVOPF, EUFP6)

P-60 Toxikogenomikai sziirés nagy ateresztSképességii
nanokapillaris QRT-PCR technikaval
Vass L., Fehér L.?, Lérincz Zs.’, Cseh S, Dorman Gy.*, Puskés L."**
'MTA SZBK, Funkciondlis Genomika Laboratdrium, Szeged, * Avicor Kft.,
Szeged; ’ Recomgenex Kft., Budapest; * AMRI Hungary Zrt., Budapest;
° Avidin Kft., Szeged
Humén hepatokarcinéma- (HepG2) sejtvonalon citotoxikus hatdst mutato
anyagok altal indukalt génexpressziés valtozasokat vizsgaltunk. A HepG2
sejteket 16 6ran 4t inkubdltuk a vizsgélt anyagok LDjo-koncentracigjaval.
A sejtekbdl RNS-t tisztitottunk, és cDNS-atirast kovetSen nagy ateresz-
t6képességii, nanokapillaris kvantitativ valds idejii PCR-technikaval toxi-
kolégiailag relevans gének és ABC-transzportergének relativ expresszios
szintjét hataroztuk meg. A vizsgalt anyagok kozott volt ismert és isme-
retlen hatédsu toxikus anyag, gyogyszerhatéanyag és kombinatorikus ké-
miai konyvtarbél szarmazo kismolekula. A pozitiv kontrollmintdkhoz vi-
szonyitva a molekuldk metabolizmusaban, transzportjidban szerepet jat-
sz6 gének mellett dltalanos toxicitdsi génmarkerek expresszidjanak val-
tozésat is nyomon kovettiik. Osszesen 102 gén kifejez6dését hatéroztuk
meg. A kapott eredmények alapjan kovetkeztethetiink a citotoxikus anya-
gok lebontdsdban szerepet jatsz6 metabolikus titvonalakra, esetleges mel-
lékhatésokra, és fontos informdciét kaphatunk potenciélis rékellenes sze-
rek kifejlesztésére. A vizsgalt anyagok egy része kisebb dézisban, mas
indikaci6kban akar gydgyszerkutatas targya is lehet. A kapott eredmé-
nyekbdl létrehozott adatbank alkalmas lehet ismeretlen toxicitdsa vegyii-
letek toxikus hatasanak predikcidjara.

P-61 A transzglutaminaz 2

coeliakias epitopjainak vizsgalata
Vecsei Zs.!, Kiraly R.'?, Bagossi P.', Fésiis L."?, Korponay-Szab6 1.°
'DE OEC, Biokémiai és Molekuldris Biologiai Intézet, Debrecen; > MTA
Apoptozis és Genomika Kutatécsoport, Debrecen; > Gyermekgydgydszati
Klinika, Debrecen
A szoveti transzglutaminaz (TG2) mint a legfontosabb autoantigén meg-
hatdrozo6 szerepet jatszik a coeliakia patomechanizmusaban. Eddigi ada-
tok alapjan feltételezhets, hogy a TG-specifikus, coeliakids antitestek
nagy része konformaciés epitéopok ellen termelddik, valamint hogy az
enzim N- és C-termindlis részén talalhatok a f6 epitopok. Ezenkiviil egy
237 aminosavnyi hosszi, antigénként funkciondl6 szakaszt is azonositot-
tak a magdoménen. Vizsgalataink sordn a coeliakias epitdp felépitésében
szerepet jatszhaté aminosavakat azonositottunk szamitégépes mo-
dellezéssel, és ez alapjdn az enzim I. doménjén egy Arg (R), a II. (core) do-
ménen egy Glu (E), a IV. doménen pedig egy Met (M) aminosavat cserél-
tiink Ser aminosavra helyspecifikus mutaciéval. Kisérleteinkben ezen
mutdcidkat tartalmazé TG-k, és coeliakias gyermekekbdl szarmazé szé-
rummintak kozotti kolesonhatast vizsgaltuk anti-TG ELISA eljaréssal,
valamint fibronektinkotott TG felhaszndldsaval (FBN-TG ELISA). Az anti-
TG ELISA rendszerben a coeliakids antitestek csokkent kotédést mutat-
tak az R- és E-mutansokhoz (75-80%, a TG100, monoklondlis anti-TG-
antitest kot6désére vonatkoztatva, vad tipus 100%). Amikor a tervezett
aminosavcserék egyszerre két doménen szerepeltek (RE dupla muténs),
a kot6dés mértéke tovabb csokkent (20%), a mindharom aminosavceserét
tartalmazé mutans (REM) esetében pedig mar csak 15% volt. Hasonlo
eredményre jutottunk, amikor az antitestek kotédését a FBN-TG ELISA
rendszerben vizsgaltuk, a kot6dés mértéke az REM mutanshoz 30% volt.
A Kkisérleteinkben vizsgalt coeliakids antitestek kozel azonos kotddési
mintdzatot mutattak, igy valészintsithetS, hogy a betegség elején egy
dominéns epit6p létezik. Ezen konformacids epit6p felépitésében szere-
pet jatszanak az enzim I, IL, illetve IV. doménjén talalhat6, egymashoz
viszonylag kozeli aminosavak is.



P-62 Enzimjelzéses immunoassay (ELISA)
és optikai immunszenzor (OWLS) kidolgozasa
pontyvitellogenin kimutatasara
Veshtebey-Levkovets, 1!, Adanyi N.?, Bukovszkaja, O.’, Blohin, Sz.%,
Szendrd 1.4, Székacs A.'
' MTA NKI, Budapest; > KEKI, Budapest * DoubleDelta Kft., Debrecen;
* MikroVikuum Kft., Budapest
A vitellogenin (Vtg) gerinctelenekben (rovarok) és bizonyos gerincesek-
ben (halak, kétéltliek, madarak) termel6dé tojasfehérje-elGalak, mely a
néivari egyedekben termelSdik, &m kornyezeti endokrin zavar6 (EED)
hatdsok nyoman szintézise abnormaélis médon, a him egyedekben is meg-
indulhat. A Vtg mint az EED hatasok biomarkere kimutatasara a vitel-
logenin tipust lipovitellin (Vin, a Vtg egyik fehérjealegysége) két izo-
alakjét kiilonitettiink el ponty- (Cyprinus carpio) petefészekbdl, s a fehér-
jéket nyulakban immunogénként alkalmazva ELISA rendszert és immun-
szenzort fejlesztettiink a Vtg kimutatdsara. A Vitn extrakciés kivonasdhoz
az aktiv oogenezis stidiumdban pontyovarium-mintdkat gydijtottiink, s
pufferes mosas, majd homogenizécié utan a lipovitellint tartalmazo6 frak-
ciét tomény szervetlen sok (kétféle Na-s6 és egy Mg-so) oldataival vontuk
ki. A terméket SDS-PAGE és ioncserél§ kromatografia segitségével DEAE-
cellul6z-oszlopon analizaltuk (174 kDa, 24,8%; 14 kDa, 75,2%). A tisztitott
fehérjékkel 25 pg/kg dozissal vadas nyulakat immunizaltunk, majd a ter-

melt antitestet ELISA- és OWLS-mérésekhez alkalmaztuk. Szendvics
tipusi ELISA rendszer kialakitdsara az anti-Vin immunglobulint (aVtn)
tormaperoxidaz (HRP) jelz8enzimhez kotottiik, majd a szérumokat rog-
zitett aVtn alkalmazasaval ELISA rendszerben titraltuk, s a kapott aVtn—
Vtn-aVin-HRP szendvics ELISA rendszerben a Vin meghatarozdsa a
0,1-5 ug/ml koncentraciétartomanyban volt lehetséges. Az optikai hul-
lamvezetd fénymodus-spektroszképiai (OWLS) szenzortechnika lehets-
vé teszi, hogy az immunkémiai folyamatot rendkiviili érzékenységgel,
szinte molekularis léptékben, s egyszersmind valds idejd kovetéssel de-
tektaljuk. OWLS szenzorok kialakitdsahoz glutdraldehides kapcsolassal
Vitn vagy aVin fehérjét rogzitettiink az aminocsoportokkal maédositott
Si0-TiO; szenzorfeliileten, igy a Vtg kimutatdsara mind direkt, mind
versengé OWLS rendszerben lehetSséget teremtve. Direkt rendszerben
aVin antitestet (1:1000 higitas) rogzitve a Vtg linedris kimutatasi kon-
centracidtartomanya 0,5-10 ug/ml volt. Verseng@ rendszerben Vtg vagy
Vin ismert koncentraciéju oldatait aVin-oldattal (1:1000 higitas) el&in-
kubéltuk, majd az oldatot rogzitett Vin fehérjével (3 ug/ml) érzéke-
nyitett szenzorra vittiik fel. A szenzorfeliiletre megkotédni képes aVin
mennyisége a mintabeli Vtg-koncentraciéval forditott aranyban &llt, s a
Vtg linedris kimutatdsi koncentraciétartomanya 5-100 pg/ml értéknek
adédott. (NKFP 3A058-04, GVOP-3.1.1.-2004-05-0429/3.0, mtiszertechni-
ka: MikroVakuum Kft.)

TE - Technoldgiaismertet6 eladasok
(kereskedelmi cégek, képviseletek altal szponzoralt eladasok)

TE-01 Multiplexed quantitative gene expression solution
using GenomeLab™ GeXP genetic analysis system
S.]. 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-expresszids vizsgalatok
,stem-loop” RT-PCR médszerrel
Szilassy D.
Applied Biosystems — Applera Magyarorszdg Kft., Budapest
Napjainkra vildgossa valt, hogy mennyire elhamarkodott volt a kédolo
géneken kiviil es6 genomi régiokat ,hulladék” (azaz junk) DNS-nek ne-

vezni. Ugy ttinik, a human genomban a fehérjét nem kédolé mikro-RNS
gének szama meghaladja a kédol6 génekét. Az is korvonalazédik, hogy a
fajok Osszetettsége sokkal inkdbb ezen RNS-szekvencidkhoz kothetd,
mintsem a kédol6 génekéhez. Evrél évre rohamosan novekszik a mikro-
RNS-gének funkcidival kapcsolatos kozlemények szdma. Mikro-RNS-ek
szerepét leirtdk kiilonboz6 daganatok esetében, genetikai 6roklGdésii
neurolégiai kérképekben, illetve Gjabban 20 mikro-RNS exkluziv jelenlé-
tét mutattak ki huméan embrionalis Gssejtekben. Amilyen mértékben csi-
gazta fel a tudomanyos kozvéleményt a mikro-RNS, olyan mértékben
néttek az ilyen kutatdsokra szant pénzforrasok. Az egymassal versengd
laboratériumok koziil versenyelénye van annak, amelyik a leghatéko-
nyabb technolégiat alkalmazza a kisérletekben. A kvantitativ PCR mod-
szerre alapozott TagMan® technoldgia a szakmai kozvélemény — igy a
., Microarray Quality Control” konzorcium szamdra is — a leghatékonyabb
modszernek bizonyult a messenger RNS-ek pontos mennyiségi megha-
tarozasara. Az eljaras — érzékenysége, specificitdsa és széles dinamikus
terjedelme révén — a mikro-RNS-expresszios profil meghatarozésa esetén
is bizonyitott. Az el6adédsban ismertetjiik a rovid mikro-RNS-eknél alkal-
mazott ,stem-loop” PCR eljarast, bemutatunk referencidkat, illetve a mun-
kafolyamat fontos részeként ismertetjitk a mikro-RNS-tisztitas lehetséges
mddszereit.

(Szponzor: Applera Magyarorszdg 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,
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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

expression analysis, single nucleotide polymorphism (SNP) analysis,
analysis of chromosome aberrations, and most recently also protein detec-
tion by real-time immuno PCR.

(Szponzor: Merck Kft., Budapest)

A kutatohelyek roviditésének jegyzéke

BCE: Budapesti Corvinus Egyetem

BME: Budapesti Mtiszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem
DE: Debreceni Egyetem

ELTE: Eotvos Lordnd Tudomanyegyetem

KEKI: Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutatéintézet
MBK: Mezdgazdaségi Biotechnologiai Kutatékozpont
MTA: Magyar Tudomanyos Akadémia

MTA NKI: MTA Névényvédelmi Kutatdintézete
MTA SZBK: MTA Szegedi Biolégiai Kézpont

OGYIK: Orszagos Gyogyintézeti Kozpont

PTE: Pécsi Tudomanyegyetem

SE: Semmelweis Egyetem
SzIE: Szent Istvan Egyetem
SZTE: Szegedi Tudoméanyegyetem

AOK: Altaldnos Orvostudoményi Kar

AOTK: Allatorvos-tudoményi Kar

KeTK: Kertészettudomanyi Kar

OEC: Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
TEK: Tudomanyegyetemi Karok

TSK: Testnevelési és Sporttudomanyi Kar
TTK: Természettudomanyi Kar
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SERVA

Electrophoresis

Fine Biochemicals

+ Gydgyszerkdnyvi minéségli anyagok: antibiotikumok, aminosavak,

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

+ Elektronmikroszképia: SPURR Embedding Kit

+ Fehérjekémia: 50 kiildnb6z4 Protedz inhibitor, inhibitor mixek

« Jelatvitel: 6 Uj Protein kindz

Electrophoresis

+ SERVALYTE Blank PRECOTES

+ NetFix technoldgia; PreNets gél

+ SDS PreNets blotting kit

+ dializishez: DiaEx Midi Kit

+ Protein Concentration Kit

* Festékek

+ Fehérje: Standardok, Proteome Markers

* Nukleinsav elektroforézis, Native PreNets

+ Submarine Electrophoresis

+ Software: Digital Image Analysis System, Cell explorer

Life Sciences

+ DNase, RNase mentes reagensek, vegyszerek

* Nukleotidok és keverékeik

* Protoplaszt fdzié: Funcelase

Collagenase

+ Collagenase NB szévettani felhasznalasra

lon exchange media

+ Serdolit, DOWEX, Servacel

Enzimek/koenzimek/inhibitorok

Panreac

Panreac Quimica SA.

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

* Deuterizlt anyagok NMR analizishez

+ Nyomelem-analizishez reagensek
Analpur (szennyez8anyag csak ppb tart.)
Hiperpur (szenny.a. kevesebb, mint 1 ppb)
Hiperpurplus (szenny.a. kevesebb, mint 100 ppt)
Alacsony Hg-tartalmi reagensek
AAS standardok, ICP standardok
+ Nagytisztasagu olddszerek: n-Hexan, Acetonitril, Aceton, Diklormetan,
Metilalkohol stb.
* Nagytisztasagu savak, reagensek: HCI, HNO3

CULTIMED Mikrobiol6giai termékek
CODEX: Gyogyszerkonyvi minségi alapanyagok

ADITIO: Elelmiszer-ipari mindség(i alapanyagok

(antioxidansok, stabilizatorok, pH-szabalyozék, asvanyi sok stb.)
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Az Edtvds Lorand Tudomanyegyetem Biokémiai Tanszéke munkatérsakat keres

legalébb héroméves idétartamra az alébbi témaban:
Jelatviteli palyak molekularis logikaja

Jelenleg két Wellcome Trust és egy EU dltal tdmogatott posztdoktorénsi,

illetve egy laborasszisztensi éllés betsltésére van lehetéség mihamarabbi kezdéssel.
Barmely, a természettudoményokban jartas és dinamikus fiatal kutaté, mérnék vagy orvos
jelentkezését varjuk, beleérive a fenti témat érdekesnek talélé, leends PhD-hallgatékat is.

Jelentkezés onéletrajzzal és publikécios listaval dr. Reményi Attilandal

(E-mail: attila.remenyi@ucst.edu)
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Kezds biologust (esetleg vegyészt) keresiink géntechnolégiai munkéra

(elsésorban rekombindans fehériék elsdllitasa a feladat), maximum haroméves szerzédéssel.
A jelentkez8 tudoményos segédmunkatarsi statuszba keril, fizetés a kdzalkalmazotti
bérkategéria szerint. A haroméves idétartam alatt lehet&ség nyilik doktori iskoléba torténd

jelentkezésre is. Korébbi gyakorlat elényt jelent, de ennek hianya sem kizaré feltétel.

Erdekladni lehet Dr. Nyitray Laszlénal, ELTE Biokémiai Tanszék
E-mail: nyitray@elte.hu, tel: (1) 381-2172

ALLASHIRDETES

,,Hipertermofil szerin oligopeptidazok szerkezete és mikadése” cimi
elnyert OTKA-palyazat keretében haroméves idétartamra alkalmaznank

nedves laborban dolgozé tudoményos segédmunkatarsat.

Munkahely:
MTA SZBK, Enzimolégiai Intézet
1113 Budapest, Karolina 0t 29.

Erdeklédni lehet Dr. Polgar Laszléndl

Tel.: (1) 279-3110.
Jelentkezhetnek 2008-ban végzé diplomamunkésok is.
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One Stop

For All Your Cell Culture Needs

bioprocess containers * media * buffers * reagents * serum-free media * FBS alternatives * sera
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