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Kitiintetések, dijak

AZ MBKE TAGJAINAK ELISMERESEI

Idén heten vehették at a Parlament F6rendihaz termében tartott Ginnepségen
a Gabor Dénes-dijat. Gabor Dénes Nobel-dijas tuddsrdél, és humanista gon-
dolkodoérdl elnevezett hazai elismerést, valamint a haromévente adomanyozott
nemzetkozi dijat a biralo bizottsag javaslatara, az arra mélté szakembereknek a
NOVOFER Alapitvany Kuratériuma itéli oda. Az elmult tébb mint két évtizedben
mind rangosabba valt kitiintetést eddig 142, a technikai és természettudomany-
ok terén kimagaslo innovativ teljesitményt nyujtd kutatd és miszaki értelmiségi
vehette at. A dijazottak olyan kiemelkedd, teljesen (j tudast létrehozé szakem-
berek, akik ismereteiket a gyakorlatban alkalmazzak, kimagaslé tudasukat szin-
vonalas oktatoi, nevelGi tevékenységlik révén atadjak kdrnyezetiiknek, jelentds
tarsadalmi aktivitast fejtenek ki, 1atokorik pedig messze meghaladja szliken vett
szakterlletlket. Egyeslletiink tagjai kozil idén ketten részeslltek a dijban:

Kéri Gyorgy vegyész-biokémikus, az MTA bioldgiai tudomanyok doktora. Egye-
temi tanar, szakterillete a biokémia és jelterapia. Munkahelye az MTA-Semmel-
weis Egyetem Pathobiokémiai Kutatdcsoport. Kutatasi terllete: jeltovabbitasi
terapia, kinaz gatlas, jeltovabbitasi mechanizmusok, programozott sejthalal, ra-
cionalis hatdanyag tervezés, antitumor peptidek.

Sperlagh Beata altalanos orvost, klinikai farmakolégus szakorvost, az MTA
doktorat, az MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutaté Intézet tudomanyos igazga-
to-helyettesét az idegrendszeri gydgyszerkutatas terén kifejtett, a gydgyszerfej-
lesztésben kozvetlenll hasznosuld, nemzetk6zi szintl eredményeiért, az intézeti
gyogyszer-innovacios tevékenység koordinalasaban, a gydgyszeripari K+F-ben
résztvevl szakemberek gradualis és posztgradualis képzésében nyujtott kiemel-
kedd szerepéért tliintették ki.

Gratulalunk a kitiintetteknek!
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- Géabor Dénes dijat kapott Sperlagh Beata

... a helyesen lesziirt és csoportositott elvek nem sziikmarktian, hanem bdékezlien szolgal-
jak a gyakorlatot és seregestiil 6z6nlenek nyomukban az Gj meg uj gyakorlati eredmények...
(Francis Bacon)”

A PURINERG JELATVITEL A FELFEDEZO KUTATASTOL
A GYOGYSZERINNOVACIOIG:
FOKUSZBAN AZ ATP MOLEKULA

- Igen nagy megtiszteltetés szamomra, hogy 2010-ben én le-
hettem az egyik a hét Gabor Dénes dijazott kozil. Ez az elis-
merés egyuttal jo alkalom arra, hogy rairanyitsa a figyelmet
» szlkebb szakteriiletemre, a purinerg jelatvitel kutatasara - igy
& 6rommel mutatom be azt sajat szakmai palyafutdasomon ke-
resztll a Biokémia olvasdinak.

Tudomanyterlletemet, a gydgyszerkutatast még az egye-
tem évei alatt szerettem meg, hiszen ez egy olyan integrativ
szemléletl tudomanyag, amely 6sszekoti az orvostudomanyok elméleti alapjait
a gyakorlati orvoslassal. J6 gyogyszerkutatasi 6tletek persze nemcsak farma-
kolégusok, hanem barmilyen kutato fejébdl kipattanhatnak, a farmakologusnak
van azonban igazan aktiv tudasa és ralatasa arra, hogy megitélje, hogy az Uj
otletnek milyen esélye van a gydgyszerré valas rogos dsvényén. Masképpen fo-
galmazva a gyogyszerkutatd ugyanezt teszi, mint a tobbi kutatd, csak a , szem-
dvege” mas: egy lépéssel tovabb megy, leforditja és alkalmassa teszi az alapku-
tatasi eredményeket az innovacio tovabbi Iépéseire.

Ennek a mesterségbeli tudasnak az elsajatitdsahoz segitett hozza, hogy az egye-
temet kdvetben a hazai gydgyszerkutatas egyik fellegvaraban, az MTA Kisér-
leti Orvostudomanyi Kutatd Intézetben Vizi E. Szilveszter munkacsoportjaban
kezdhettem el palyafutasomat 1988-ban, ahol a kémiai ingerlletatvitel (j, nem
konvencionalis formait feltard izgalmas kutatasokba kapcsolédhattam be. Ek-
kor ismerkedtem meg sajat kutatasi terliletemmel is: az ATP és adenozin altal
kozvetitett purinerg jelatvitel kutatasaval, amely abban az idében azonban még
gyerekcipOben jart. A tudomanyos kdzvélemény ugyanis sokaig erds szkepszissel
fogadta azt az elképzelést, hogy az ATP molekuldnak, mint univerzalis energia
donor és akceptornak a sejten kivil is van informacidatviteli funkcidéja. Nekem
éppen ez tetszett meg benne: a természet az ATP-vel egy kivételesen sokoldall
molekulat alkotott, amely mind az anyagcserében, a genetikai anyag épitékove-
ként és a sejtek kozotti kommunikacidban is jelentls szerepet jatszik.

Erdekes magyar vonatkozésa e témdnak, hogy a purinok extracellularis jelatviteli
szerepére el0szor éppen Szent-Gyorgyi Albert hivta fel a figyelmet: 1929-ban a
Journal of Physiology-ban k6z6lt munkajaban az adenozin és egyéb purinoknak a
keringésre és légzésre gyakorolt széleskorl hatasairdl szamolt be. Szent-Gyodrgyi
zsenialitasat igazolja, hogy ez a megfigyelés majd kb. fél évszazaddal el6zte meg
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l Akikre biiszkék vagyunk Géabor Dénes dijat kapott Sperlagh Beata

korat: a purinok jelatviteli szerepét feltard atfogdbb kutatasok csak a hetvenes-
nyolcvanas években indultak el. Az ATP funkcidjat ugyanakkor akkoriban még
sokkal egysikubban képzelték el: elsOsorban klasszikus neurotranszmitter sze-
repet tulajdonitottak neki. ElsO kisérletsorozatomban azt vizsgaltam meg, hogy
van—-e az ATP-nek a mar ismert, posztszinaptikus hatasain kivil preszinaptikus,
transzmitter felszabadulast modulalé hatasa. Sikertlt kimutatni, hogy az ATP-re
érzékeny P2 receptorok stimulacidja fokozza az acetilkolin felszabadulast a ten-
gerimalac ileum hosszanti simaizmot beidegzd kolinerg végkésziilékekbdl. Ezt az
akkori dogmakkal szembemend megfigyelést ugyan nehéz volt elfogadtatni, de
azo6ta beigazolddott, hogy feltételezéslink helyes volt és a P2 receptorok valéban
preszinaptikusan is kifejez6dnek és részt vesznek nemcsak az acetikolin, hanem
szamos mas transzmitter felszabaduldsanak szabalyozasaban.

A kutatasaimnak egy kovetkezd, a kilencvenes évekre tehet6 szakasza az ATP
felszabaduldas mechanizmusainak feltarasaval folytatédott - részben idehaza,
részben a New York-i Center for Neurochemistry-ben, ahol rovidebb-hosszabb
szakaszokban vendégkutatoként dolgoztam. Ebben egy viszonylag egyszerd, de
rendkivil érzékeny biokémiai mddszert volt a segitségemre: a szentjanosbogar
fényreakcidjat hasznositd luciferin-luciferaz technika, amely képes detektalni az
idegi aktivitas soran felszabaduld, viszonylag kis mennyiségl ATP-t. E mddszer
segitségével a kdzponti és periférias idegrendszer szamos teriletén térképeztem
fel az ATP felszabadulds forrasat és mechanizmusat. A purinerg jelatvitelt feltard
kutatasoknak egy sajatos szépsége, de egyuttal nehézsége is ugyanakkor, hogy
az ATP ubikviter anyag, amely minden metabolikusan aktiv sejt citoplazmajaban
megtalalhatd, igy jelenléte még nem igazolja az ATP extracellularis jelatvivo sze-
repét (1. abra). S valdban, kutatasaink eredményeképpen egyrészt igazolddott,
hogy az ATP felszabadul az idegrendszer szamos szinapszisaban az idegvégzo-
désekbdl idegi aktivitas soran, de szamos egyéb fizioldgias és patoldgias inger is

AMP P2x
| Extos nukestidas W

- Adenozin -~

1. abra. A purinerg jelatvitel az idegrendszerben. Az ATP felszabadulas forrasa lehet
a pre-és posztszinaptikus idegvégz6dés, valamint a glia. Az ATP hatasait a ionotrop P2X és
a metabotrop P2Y receptor csaladon keresztiil fejt ki. Felszabadulasat kévetben az ATP-t
ektoenzimek metabolizaljak és uj extracellularis szignal, az adenozin keletkezik, mely sa-
jat, metabotrdp receptorain hat.

A
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képes ATP-t felszabaditani a sejtekbdl, kezdve a mechanikus ingertdl, a bakteri-
alis endotoxinokon keresztilil a hipoxias-hipoglikémias allapotokig. Masrészt, az
ATP forrasa lehet nemcsak az idegvégzddés, hanem a posztszinaptikus célseijt
és a glia is.

Ma mar tudjuk, hogy az ATP a glutamat mellett a kdzponti idegrendszer egyik
legfontosabb gliotranszmittere is, vagyis egy olyan, gliabodl felszabadulé bioaktiv
anyag, amely képes befolyasolni a szinaptikus ingerlletavitelt. Az elmult né-
hany évben az ATP és egyéb transzmitterek detektaldsara egy, a hagyomanyos
neurokémiai modszereknél sokkal jobb tér- és id6beli felbontassal rendelkezd,
a kontinensen egyedilalld mddszert is bevezettiink: a mikroelektrod bioszenzor
technikat, amely kdzvetlen kémiai detekcidval, ugyanakkor valds idében tudja
kovetni az extracellularis térben jelenlevdé anyagok koncentraciéjat. Igy e mod-
szer alkalmazasaval nemrégiben elsoként tudtunk kimutatni gliotranszmitter
felszabadulast a kozponti idegrendszerben neuronadlis aktivitds hatasara (2.

abra): akut hippokampusz szeletekben depolarizacié hatdsara parallel ATP és

200 7 " . ATP
4 PR N T P T T S e s iy
o ' .I i s Y bt e
-0 L it . —— 4yl
. o | & 10 15 net ATP
100 1 Time (min})
| 26 mmollL K*
=200 ADO
1000 =
. -‘__‘_‘-“‘——N‘K-‘
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2. abra. Parallel ATP, adenozin (ADO) és glutamat (GLUT) felszabadulas
a hippokampuszban K+ depolarizacié hatasara, valds idejii mikroelektréod
bioszenzor technikaval. A ,Null” szenzor a referencia jel, a parhuzamosan regisztralt
fEPSP az idegi aktivitast mutatja.

glutamat felszabadulast mértiink, amelynek kivaltdja az idegi akcids potencial,
de a gliasejtekbdl szarmazik.

1994-ben, a kandidatusi fokozat megszerzését kovetben lehetéséget kaptam,
hogy kutatdsaimat sajat laboratériumban, majd késdbb sajat kutatdécsoportom-
ban folytathassam, ugyancsak az MTA KOKI-ban. Ebben az id6ben a purinerg
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jelatvitel kutatasa is tovabbi ugrasszer( fejlodésnek és viragzasnak indult,
mivel ATP hatasait kdzvetitd P2 receptorok molekularis azonositasat koveto-
en nyilvanvalova valt, hogy ez egy népes, ionotrop (P2X1-7) és metabotrop
(P2Y1,2,4,6,11,12,13,14) receptorokat is magaban foglalé receptor csalad,
melynek tagjai szinte az 6sszes szdvetben és szervben kifejezddnek. Igy f6 célul
azt tlztem ki, hogy a fenti receptorok altal kozvetitett hatasokat feltérképezziik
a kozponti idegrendszerben a molekularis szinttdl a viselkedésig és minderre
alapozva Uj gyodgyszercélpontokat fedezzlink fel neuroldgiai és pszichiatriai be-
tegségekben. Kutatécsoportom szakértelmét és technikai repertoarjat is ennek
megfelelden épitettem fel: csoportomban igy van anatdmus, molekularis biold-
gus, vegyész, orvos, gyogyszerész, és sokféle mdodszert alkalmazunk a recepto-
rok expresszidjat vizsgald molekularis bioldgiai és immuncitokémiai technikaktol
a sejtszint(i hatasokat vizsgald neurokémiai és farmakologiai mdédszereken at az
egész allatban torténd vizsgalddast lehetdvé tevo in vivo magatartastesztekig és
betegségmodellekig.

A fenti technikak segitségével az elmult 10-15 évben azonositottunk szamos,
a neurotranszmitter felszabadulds és egyéb idegi hatdsokban résztvevd P2X és
P2Y, valamint adenozin receptor altipust. E sokfajta receptor kdzll egy, a P2X7
receptor kiilondsképpen felkeltette érdeklddésiinket (3. abra): e receptor-ion-
csatorna egyik nevezetessége, hogy tartds aktivacidé soran ateresztoképessé
valik nagy molekulasulyd anionok és kationok szamara, vagyis a csatorna po-
rusa kitagul, ami végso soron sejthalalhoz vezet. Mivel a P2X7 receptorok elso-
sorban az immunsejteken fejez6dnek ki, szamunka is meglepd eredmény volt,
amikor kimutattuk, hogy e receptor az idegrendszerben a serkentd idegvég-
z6déseken is megtalalhaté és aktivacidja glutamat felszabadulashoz vezet. A
fokozott glutamat felszabadulas és az azt kdvetd excitotoxicitas kortani szerepe
kdzismert a neurodegeneraciohoz vezetd események lancolataban. Figyelembe
véve emellett, hogy a P2X7 receptor az idegi sejtelhalast kdvetd védekezd, de
lényegében véve azt sulyosbitd reakcidk, igy a mikroglia aktivacio folyamataban
is aktivan részt vesz, a P2X7 receptorokon keresztiul tébb tamadasponton at
befolydsolhatd az idegi sejtelhalas folyamata. Igy az els6 kézenfekvd lehetOség
a P2X7 receptoron hatd ligandok terapias felhasznaldsara a neurodegenerativ
betegségekben adddott. Tovabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a P2X7
receptorok expresszidja fokozddik az agyban neurodegeneraciét eldidézo, igy
pl. ischemia-szer( kérilmények kozott €s a P2X7 receptorok gatlasa ilyenkor
csokkenti a kdros glutamat felszabadulast. Igy feltételezhet6, hogy az ATP irant
egyébként igen alacsony affinitast mutaté P2X7 receptorok nagyobb mértékben
aktivaldodnak patoldgias korilmények kozott, amikor akar az elpusztult sejtekbdl
kiszabaduld ATP is ingerelheti a receptort. Ez egyuttal azt is jelenti, hogy befo-
lyasolasuk a normal idegi mikddéseket talan kevésbé zavarja meg, ellentétben
sok mas, allatkisérletben kiprébalt, de a klinikai vizsgalatokban mar elbukott
gyogyszercélpontnal.
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3. abra. Az ionotréop P2X7 receptorok szerepe a patoldgias glutamat felszabadu-
lasban és az kovetd, neurolégiai és/vagy pszichiatriai tiinetekhez vezeto ese-
ménylancolatban.

Talan még érdekesebb, hogy legujabb vizsgalataink arra vilagitottak ra, hogy a
P2X7 receptorok az agyban fontos szerepet jatszanak a pszichiatriai korképek,
ezen belll a depresszidé és a bipolaris betegség patomechanizmusaban is. A
fenti betegségek allatkisérletes modelljeiben a P2X7 receptor génkilutott ege-
rek ,hangulatstabilizalt” fenotipust mutattak: csékkent a depresszidra jellemzd
magatartas és az anhedonia, de a mania modelljeként alkalmazott amfetamin
altal kivaltott hiperaktivitas is, és csokkent hormonvalasszal reagaltak az allatok
a stresszre — éppen az ellentéte annak, ami a depresszids betegekben tapasz-
talhatd és hasonl6 hatasok reprodukalhatéak voltak P2X7 receptor antagonistak
alkalmazdasaval. Eredményeinket alatdmasztja, hogy human vizsgalatokban a
P2X7 receptort kédold gén mutacidi szignifikdns asszociaciét mutatnak depresz-
szi0 és a bipolaris betegség eldforduldasaval. Jelenlegi vizsgalataink arra iranyul-
nak, hogy a fenti, esetlegesen terapiasan is hasznalhat6 effektus agyi tamadas-
pontjat azonositsuk. Igy genomikai mddszerek segitségével kimutattuk, hogy a
P2X7 receptorok aktivitdasa mélyrehatd valtozasokat okoz a limbikus rendszer
génatirédasaban és tobbek kozott a depresszidban is fontos szerepet jatszé agyi
novekedési faktor, a BDNF agyi szintjeinek szabalyozasaban is részt vesz.

Minden gyogyszerkutaté alma, hogy az altala felfedezett mechanizmus valddi
gyogyszerekben testesiljon meg. Igy mar a kezdetektdl fogva tudatosan to-
rekedtem arra, hogy a fenti, illetve az itt helyhidny miatt nem emlitett egyéb
alapkutatasi eredményeim a gydgyszer innovacioban is hasznosuljanak. Szamos
gyogyszergyarat kerestem meg kutatdsi javaslataimmal, az utébbi idében sze-
rencsére mar tobbnyire sikerrel, igy gydgyszerkutatasi projektjeim nagyrészt
ma mar ipari partnerséggel, elsésorban a Richter Gedeon Rt.-vel val6 egytttm(-
kédésben valdsulnak meg. Emellett az egyetemeken, els6sorban a Semmelweis
Egyetemen folyd gydgyszerkémiai és farmakoldgiai kutatasokkal, valamint kil-
foldi partnerekkel, mint pl. a szingapuri Institute of Chemical Engieneering and
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Sciences (ICES) is jo kapcsolatokat sikerilt kiépiteni. A P2X7 receptor befolya-
solasaban rejlo lehet6ségekre az utdbbi idében szamos nagy gydgyszercég az én
munkamtdl fliggetlenl is ,raharapott”, és a legel6rehaladottabb vizsgalatok mar
klinikai fazisban vannak.

A tudomanyos munkan kivil palyafutasomban fontos szerepet kapott és kap
ma is az oktatas. Akadémiai kutatoként az orvostanhallgatdok gydgyszertan ok-
tatasat masfél évtizede maganszorgalombol vallaltam el, és a jelent6s ido és
energia befektetés ellenére sohasem bantam meg. A gydgyszerkutatas elmé-
letét és gyakorlatat emellett posztgradualis szinten is oktatom PhD hallgatok,
szakorvosjeldltek, gyogyszergyari szakemberek részére. Kutatdécsoportomban
szerencsére sok tehetséges és tudasra szomjazo fiatallal dolgozok egyditt, akiket
pedig mar ,felneveltem” és 6nalld kutatdként dolgoznak tovabb, azokkal is tar-
tom a szakmai kapcsolatot.

A teljes képhez hozzatartozik, hogy eddigi eredményeimben nagy szerepe volt
annak a kivételesen jo szellemi kérnyezetnek is, amelyet kutatointézetiink el6z6
és jelenlegi vezet6i megteremtettek. Az intézetben ma egészséges versenyszel-
lem, a teljesitmeényelviiség kévetkezetes éervényesitése uralkodik, de egymas
munkajat értékeljik és messzemenb6en megbecsiljik. Igy értelmetlen konflik-
tusok, pozicioharcok nélkll tudunk arra koncentralni, ami a feladatunk: a tarsa-
dalom szamara is hasznos alap- és alkalmazott kutatast folytatni. Ma mar én is
a vezetés tagja vagyok és tudomanyos igazgatohelyettesként azért is tevékeny-
kedem, hogy intézetlinkbdl egy 21. szazadi modern transzlacios kutatdokoézpont
valjék.

Gabor Dénes életutja szamomra arra nagyon szép példa, hogy a felfedez6 és al-
kalmazott kutatas mesterséges szétvalasztasa, a terlleten dolgozdk tudomany-
politikai eszkozokkel torténd megosztasa éppoly értelmetlen, sét karos, mint a
felsOoktatas és kutatas mesterséges szétvalasztasa. Az elméletnek és gyakor-
latnak el6bb-utobb dssze kell forrnia még az olyan dsszetett terileteken is, mint
az emberi agy mUkddésének megértése és gydgyszeres befolyasoldsa - csak
remélni tudom, hogy az én munkam sem lesz hidbavald ezen az uton.

Sperlagh Beata
az MTA doktora
egyetemi tanar
tudomanyos igazgatohelyettes
MTA Kisérleti Orvostudomanyi Kutato Intézet
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JELATVITELI TERAPIA

2010 decemberében az a megtiszteltetés ért, hogy megkap-
tam a Gabor Dénes dijat és ebbdl az alkalombdl Szlics Ma-
ria f6szerkeszto felkért egy, az életutamat- munkassagomat
ismertet6 cikk megirasara. Nehéz az embernek sajat ma-
gardl cikket irnia, ezért megprébaltam szakmai életutamat
egy alapvetd és gondolkodasmddomat meghatarozé rogesz-
meszerld koncepcidom, a jelatviteli (kommunikacids) terapia
szemsz0gébdl bemutatni. Ugyanakkor a szakmai szempont-
bdl fontos életrajzi tényeket nem kerlilhettem meg.

1968-ban érettségiztem az Ady Endre 12 évfolyamos iskola-
ban Budapesten és itteni kémia tanaromnak, Kiss Arpadnak
nagy szerepe volt abban, hogy magyartanar édesanyam, Sos Julia altal belém
Ultetett vers és irodalom szeretet ellenére hivatdasomnak a kémiat valasztottam.
1973-ban az ELTE-TTK vegyész szakan szereztem diplomat és diplomamun-
kammal a Fiatal Kémikusok Orszagos Palyazatan Nivé dijat nyertem. Az ELTE
Szerveskémiai Tanszékén eltoltott idonek és Bruckner Gy6z6, Medzihradszky
Kalman és Mészaros Miomir professzoroknak, valamint a rakkutatassal foglal-
kozé csaladi baratnak, Szekerke Maria professzor asszonynak meghatarozo sze-
repe volt abban, hogy érdeklddésem mar egyetemi éveim alatt a bioldgiailag
aktiv anyagok, illetve a gydgyszerkutatas felé fordult. 1973-ban Teplan Istvan
meghivott akkor alakult Peptidkémiai kutatdcsoportjaba a SOTE-ra. Itt kezdtem
el a peptidhormonok szerkezet - hatas 6sszefliggéseinek vizsgalataval foglalkoz-
ni. 1978-79-es USA tanulmanyutam soran a UCSF Hormon Research Laboraté-
riumaban, Prof. J. Ramachandran munkacsoportjaban a peptidek jeltovabbitasi
mechanizmusait tanulmanyoztam, és érdekl6désem ettdl kezdve teljesen a sej-
tek kozotti és sejten bellli kommunikacio, illetve a jelatvitel felé fordult, els6-
sorban annak a szdmomra meghatarozo6 élménynek a hatasara, hogy a tumoros
mellékvesekéreg sejtek osztddasat a specializalt funkciét stimulalé ACTH hor-
monnal le lehet allitani. Vagyis a specifikus sejtfunkcié stimulaldsara vonatkozo
Uzenet antitumor hatasu volt a cAMP-hez kapcsolodé jelatvitel kozvetitésével.
USA tanulmanyutam soran ismerkedtem 0ssze Axel Ullrichal, aki ekkor ment at
a UCSF-r0l a Genentechbe, és kés6bb a Max Planck Molekularis Bioldgia Intéze-
tének igazgatoja lett. Ez az ismeretség egy azéta is nagyon szoros szakmai és
barati kapcsolatnak lett az alapja.

Az USA-bdl hazatérve a ,,Gonadotrophin Releasing Hormone” (GnRH) szerkezet-
hatas Osszefliggéseinek és jeltovabbitasi mechanizmusanak vizsgalataval kezd-
tem el foglalkozni. Ek6zben egy NSF grant segitségével tébb, révidebb tanul-
manyutra visszatértem az USA-ba, ahol jelatvitelre, illetve kinaz enzimekre hato
peptidekkel dolgoztam. Munkatarsaimmal egytt kifejlesztettlink két antitumor
GnRH szarmazékot (Ovurelin®? ill. Folligen?). Nemzetkdzi viszonylatban el6szor
sikerilt eldallitanunk és hatastanilag jellemeznliink tumor szelektiv hatasu, jel-
tovabbitast gatld peptidhormon szarmazékokat. Ezért a munkaért 1992-ben

BIOKEMIA
XXXV. évfolyam 1. szam 2011. marcius

10



4 Gabor Dénes dijat kapott Kéri Gydrgy

az Eurdpai Peptid Szimpoéziumon nekem itélték a rangos Debiopharm Peptide
Awardot. Kifejlesztettlink egy TT232 jell tumor szelektiv hatdasu szomatosztatin
peptid analdgot, amely jelentds tirozin kinaz gatld és programozott sejthalalt in-
dukal¢, illetve in vitro és in vivo tumor gatlé hatasokkal rendelkezik. Munkatar-
saimmal felderitettiik ennek a peptidnek a teljes jeltovabbitasi mechanizmusat
és kilonbdz6 tumor modelleken optimalizaltuk az antitumor hatast, az alkalma-
zas modjat és idejét. Ebben az idészakban sem az MTA, sem az egyetem nem
tudta kifizetni a tetemes nemzetkdzi szabadalmi koéltségeket és a Folligen® sza-
badalmunk el is veszett. (Kézben a Folligent az angliai Tenovus Cancer Research
Institute az azéta forgalomba kertlt és nagyon sikeres Zoladex-el egyltt tesz-
telte és hasonldéan aktivnak taladlta, de hormonalis mellékhatasok nélkil). Ezért
a TT232 fenntartdsara és hasznositasara 1991-ben Magyarorszagon az elsOk
kozott alapitottam biotechnoldgiai céget — egy jé baratom pénzén. Ezt a TT232
jell peptid szarmazékot, mint tumor ellenes gydgyszer hatdanyagot Magyar-
orszagon Klinika II. Fazisig fejlesztettiik és sikeresen alkalmaztuk melanomas
betegeken. 2006-2007-ben a Caprion/Thallion Pharmaceuticals/ kanadai gyogy-
szercég megvasarolta a TT232 licencét és 6t tumor ellenes indikacioban folytatja
a klinikai fejlesztést.

A pécsi egyetemen Szolcsanyi profeszorral egylittm(ikddve kimutattuk, hogy a
TT232-nek jelentds neurogen gyulladas és altalanos gyulladasgatlé hatasa van,
ami 0sszefligg a TT232 altal indukalt jeltovabbitasi mechanizmussal, és ezzel Uj
lehetdségeket tartunk fel a fajdalomcsillapitasra, illetve pl. az arthritis gyogyi-
tasara.

A Max Planck Molekularis Biologiai Intézetével, illetve annak vezetdjével, Prof.
Axel Ullrichal egyuttm{kodve kimutattuk, hogy a TT232 intracellularisan koto-
dik a pyruvat kinaz glikolitikus enzim tumorban expresszaldédo izoformajahoz
a felismerés egy alapvetfen Uj és igéretes kutatasi iranyt nyitott a tumor elle-
nes hatdanyagok kutatasa és a kapcsolddd molekuldris diagnosztika terén. A
PKM2-re mint terapias célmolekulara vonatkozé szabadalmunk hasznositasara
a Max Planck Intézettel kotottliink hasznositasi szerz6dést. Ez a munka azért
valt nagyon fontossa szamomra és valtott ki jelentds nemzetkdzi visszhangot is,
mert Ujraélesztette a Warburg hipotézist, illetve az ezzel kapcsolatos spekula-
ciokat, mely szerint a tumor kialakulasaban meghatarozo szerepe van az aerob
glikolizisnek, illetve a tejsavon keresztil torténd ATP termelésnek. Az elsdsor-
ban csak a tumorokban megjelend, illetve expresszalddd PKM2 izoforma (amit
bizonyos foszforilezett onkoproteinek aktivalnak) ugyanis Ugy néz ki, regulald
szerepet tolt be a glikolizis termékeinek energiatermelésre, illetve nukleotid
szintézisre torténd felhasznalasaban. Ez ugyanakkor megmagyarazza a tumorok
jelent6sen megndvekedett glikdz igényét és felhasznalasat (amely egyrészt a
riboz-5-foszfaton keresztlili nukleotid szintézisre, masrészt a pro-apoptotikus jel-
atvitel, pl. az AMP kinaz gatlasara forditddik), és a gliikdz deprivacié apoptotikus
hatasat.

Ugyanakkor az a felismerésiink, hogy a PKM2 transzlokalddik a magba és ott
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transzkripcios faktorként programozott sejthalalt indukal, a glikolitikus enzi-
mek komplex regulativ szerepére hivtak fel a figyelmet - hasonld jelenséget
a glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz esetében is leirtak. Az a tény, hogy a
metabolikus folyamatok és intermedierek fontos szerepet jatszanak az inter és
intracellularis kommunikacidban, illetve jelatvitelben, régi maniam volt abbdl a
filozofikusnak tln6 gondolatbdl kiindulva, hogy az élet (ami anyagcsere) alapja
a kolcsdnhatas, hogy kolcsdnhatasainkban létezliink és a tapanyagfelvétel, az
anyagcsere és a metabolizmus is informacid tartalommal rendelkezik, része a
kommunikaciés mechanizmusoknak, vagyis a jelatvitelnek. Ezek az eredmé-
nyek tovabb mélyitették érdekl6désemet és elkbtelezettségemet a jelatviteli te-
rapia kutatasara.

A jelatviteli terdpia koncepcidja szerint a betegségmechanizmusok molekula-
ris hatterében az esetek kdzel 90 szazalékaban jeltovabbitasi zavarok, sejten
bellli és sejtek kdzotti kommunikacids hibak vannak. Példaul egy egészséges
rendszerben (sejt-tarsadalomban) a normal sejtek csak akkor osztédnak, ha ki-
vilrdl Gzenetet kapnak, pl. ndvekedési faktorok révén. A tumorsejt azonban pl.
onkogének rendellenes miikédése nyoman mimikalja ezt az lizenetet, folyama-
tosan osztddik és Ujabb mutacidk begyljtésével a tumor egyre életképesebbé
valik, ndvekszik és attét képzoédik (1. abra). De pl. a fert6z0 betegségeknél a
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1. abra. Az onkogenezis mechanizmusa.

virusok és a baktériumok is atprogramozzak a gazdasejt jeltovabbitasi mecha-
nizmusait, hogy a sejt a kdrokozét szolgalja. A jeltovabbitasi terapia koncepcidja
tehat a hamis jelek beazonositasat és szelektiv gatlasat célozza meg.

BIOKEMIA
XXXV. évfolyam 1. szam 2011. marcius

12



4 Gabor Dénes dijat kapott Kéri Gydrgy

A jelatvitelre hatd peptidek mellett még a 80-as évek elején a masik fontos
kutatasi teriletem kismolekuldju kinazgatldk fejlesztése lett, ugyancsak a jel-
atviteli terapia keretében. Kismolekuldju kinazgatldkkal azért kezdtem el fog-
lalkozni, mert 1984-ben, egy Ramachandran professzorral elnyert NSF grant
keretében annak a Mike Bishopnak a laboratériumaban toltottem 3 hodnapot,
aki a src onkogént, illetve a pp60src kinazt felfedezte, amiért késdbb Nobel
dijjal jutalmaztak. Ramachandran professzor kdzben a Genentech Proteinkémi-
ai igazgatdja lett, ahova engem, mint szocialista orszagbdl jovo kutatét grant
keretében torténd kutatdsra nem engedtek be, és igy Ramachandran megszer-
vezte nekem, hogy Bishop programjan dolgozhattam, azzal az elképesztéen iz-
galmas céllal, hogy a rak kialakuldasaért — akkoriban mindenki azt hitte, hogy
szinte els6dlegesen - felelGs src kinazt gatoljuk. A src kinazt én tehat részben
szubsztrat kot6helyen haté peptidekkel, részben gydgyszerszer(ibb kismolekula-
ju peptidomimetikumokkal és tirozin analdégokkal probaltam gatolni, amelyekrol
késobb kidertlt, hogy ATP kompetitivek és igy lassan atsodrédtam a heterocik-
lusos kismolekuldju kinazgatlok teriletére.

A UCSF-en eltoltott tanulmanyutak és a Genentechnél Axel Ullrich-al kialakult
munkakapcsolatom hatasara tehat egyre nagyobb elannal kezdtem el kis mole-
kulaju tirozin kindz gatldkkal és ezek hatasmechanizmusaval, jelterapias hata-
saval foglalkozni. A TT232 hasznositasara 1991-ben létrehozott Biosignal nevl
biotech cégben, majd ennek utdédcégében, a Vichem Chemie Kutatd Kft.-ben
kidolgoztunk egy tébb mint 12000 tagbdl alldé kindz gatlé molekula kdnyvtarat
és egy alapvetden Uj Nested Chemical Library™ vezetd molekulakeresd tech-
nologiat és , pharmacophore” modell generalasan alapulé hatéanyag molekula
optimalizaciés maddszert. A molekulakdnyvtar koncepcidja soran Decartes-ra,
a francia filozéfusra szoktam hivatkozni, aki azt mondta, hogy: ,Gondolkodni
csak arrdl lehet, amit tudunk”. Ennek megfelel6en az elmult 20 évben a pub-
likalt kindz gatlé molekuldak legnagyobb részét megszintetizaltuk és beépitet-
tik a molekulakényvtarunkba, és ezek koré a vezetémolekuldk koré fokuszalt
kis molekulakdnyvtarakat épitettiink, tobb I|épésben. A kivalasztott, kldnozott
és molekuldris bioldgiai modszerekkel validalt kinaz célmolekuldkon tobb Ié-
pésben teszteljik a molekulakdnyvtarunkat, biokémiai és cellularis mérések-
ben. A kémiai, fizikokémiai és bioldgiai adatok alapjan az egyes célmolekulak-
hoz farmakofor modellt generalunk, és ezen a modellen virtualisan teszteljik
a tervezett, illetve az adatbazisokbdl kivalasztott és az Uj szabadalmaztathatd
molekuldinkat. (Farmakofor modell alatt a bioldgiai hatasért felel6s molekula-
ris tulajdonsagok, illetve molekularis deszkriptorok rendszerezett és modellbe
rendezett halmaza értendd.) Amennyiben lehetfségink van ra, rontgenkrisz-
tallografiai vizsgalatokat is végzlink, vagy a protein adatbankbdl kigydjtott 3D
szerkezetet is felhasznaljuk farmakofor modell generalasahoz, illetve racionalis
hatéanyag tervezéshez. Az ilyen mddon kivalasztott, tervezett molekuldk koéré
Ujabb fékuszalt molekula kdnyvtarakat szintetizalunk, ezeket Ujbdl teszteljik és
visszaillesztjik a modellbe. A vezetdmolekula optimalizacié ilyen ,iterativ” tech-
nikaval zajlik. Az Uj szabadalmaztathaté molekuldk el6allitasahoz tovabbi sajat
fejlesztés(i technoldgiakat is hasznalunk, mint pl. az Un. ,master key” (mester
kulcs) és a ,scaffold hopping” (alapvaz-valtd) technoldgidink. A leghatékonyabb
molekuldkat tovabbi in vitro és in vivo vizsgalatokhoz nagyobb mennyiségben is
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eldallitjuk, a molekulakat kiilonb6z6 fiziko-kémiai vizsgalatokkal karakterizaljuk,
és ezeket felhasznaljuk a farmakofor modell tovabbi finomitdsahoz és a vezeto-
molekula optimalizalashoz. A mddszer igen eredményesnek bizonyult nemcsak
tumor, de kilonboz6 fert6z6 betegségek validalt célmolekuladi esetében is.

Az optimalizalt vezetomolekulat kindz enzimeken szelektivitasi panellen tesztel-
juk, cellularis tesztekben vizsgaljuk apoptotikus hatdsmechanizmusukat, és egy
specialis, ugyancsak altalunk (a Max Planck-al egyittm(ikédésben) kidolgozott
un. ,Target fishing” proteomikai technologiaval beazonositjuk a hatdsmechaniz-
musért felel6s célmolekulakat és az un. ,off-target”-eket, amelyek az esetleges
mellékhatasokért lehetnek felel6sek.

Prof. Axel Ullrich-al egyuttm{kodésben tébb, igen hatékony noévekedési faktor
receptor tirozin kindz gatlé vegylletet fejlesztettlink ki. Ezek kozil egy tumor-
angiogenezist (ér-képzodését) gatlé molekula preklinikai fejlesztésig jutott (en-
nek tovabbfejlesztése lett a ma mar klinikai gyakorlatban l1évé Sunitinib nevi
készitménye a Pfizernek), egy ,Platelet Derived Growth Factor” receptor tirozin
kindz gatlé anyagunkat pedig Klinika III. Fazisban vizsgaljak az USA-ban. Az
elmult 10 évben toébb mint 20, alacsony nanomolos ddzis tartomanyban haté-
kony, szabadalmazott vagy szabadalmaztathatd vezetémolekulat fejlesztettlink
ki, részben partnereknek, részben sajat fejlesztésre. Jelenleg egy Axl kinazgatlo
molekulank van preklinikai fejlesztés alatt a Max Planck Intézettel valé egyitt-
m(ikédés keretében.

Sarkadi Balazs professzorral egylttmikddve kimutattuk, hogy a gydgyszer-re-
zisztenciaért részben felel6s ABC transzporterek a kinazgatlok bizonyos szerke-
zeti elemektdl fliggb csoportjara is hatnak. Ez egy fontos, Uj szemponttad valt
kindzgatldk racionalis hatdanyagtervezésében. A jelatviteli terapiara iranyu-
|6 gydgyszerkutatas legujabb eredményeinek megismeréséhez és hasznosi-
tasahoz nagy segitségemre volt, hogy 1992-t6l 1999-ig a Genentech-bdl ala-
kult és a jeltovabbitasi terapia vezetd6 cégének szamitdé SUGen Inc. amerikai
biotech cég, 1999-t4l pedig a Max Planck Intézet mellett m(ik6dé német Axxima
Pharmaceuticals tudomanyos tanacsaddja voltam, és az Axxima-val egyutt ala-
pitott Vichem Chemie Kutatd Kft Uv. és tudomanyos igazgatdja vagyok jelenleg
is.

Jeltovabbitasi terapidra vonatkozd kutatasi programunkkal 2001-ben elnyer-
tik az OM Kutatasi Kooperacios Kozpont létrehozasara vonatkozd palyazatat,
és vezetésemmel és a SOTE gesztorsagaval megalakult a Racionalis Hatéanyag
Tervez6 Laboratoriumok Kooperacios Kutatdkdzpont. Uj kinaz célmolekuldkat
azonositottunk, és az egyénre szabott terapia koncepcidé szellemében ezen cél-
molekuldkhoz kapcsolddd molekularis diagnosztikai mddszereket fejlesztettlink.
Az Un. egyénre szabott terapia a jelatviteli terapia alapvetd koncepcidjava valt,
figyelembe véve azt a tényt, hogy pl. a tumoros megbetegedések esetében az
eredményes terapiahoz be kell tudni azonositani, hogy milyen onkogenikus jelek
muUkddnek tulélési faktorként, mik az un. ,driver mutaciok”, amelyek tébbnyire
antiapoptotikus, survival faktorként mikodoé kinaz enzimeket kddolnak, és ekkor
lehet célzott terapiat alkalmazni.
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A jeltovabbitasi terapia koncepcidjat eredményesen alkalmaztuk fontos fert6z6
betegségek validalt célmolekuldin. A virdlis betegségek kezelésére Axel Ullrich
professzorral egyltt kialakitott koncepcidnk szerint a gazdasejt jeltovabbitasa-
nak gatlasa révén a virus szaporodasat le lehet allitani és ez eldl a virus nem
térhet ki mutacioval. A human influenza virus szaporodasaban meghatarozo sze-
repet jatszd gazdaseijt kindzok gatlasara kifejlesztett vegylletlink igen alacsony
ddzisban gatolja a virus szaporodasat. A témaban elnyert EU grant és a berlini
~Max Planck Institute for Infectious Diseases”-sel kialakitott egyuttmiikodés, az
influenza ellenes szerek irant megndvekedett érdeklddéssel egyitt, most kedve-
z0 helyzetet teremtett a gydgyszerfejlesztésre.

A jelatviteli terapia fert6z6 betegségekben torténd alkalmazasa soran kiemelt
indikacioként kezdtlnk el a tuberkuldzis témaval foglalkozni. Ez azért kilén-
leges betegség, mivel a baktérium bell az ,ellenség szivébe”, az immunsejt
makrofagba és atprogramozza annak jeltovabbitasi mechanizmusat elsGsorban
egy PKnG nevl(i kindz enzim kibocsajtasaval, amely igy nem tudja 6t elpusztitani.
A baktérium tizendt-husz évig ,ellicsorég” a makrofagban (ezalatt teljesen ti-
netmentes lehet a paciens), majd amikor érzékeli az immunrendszer legyengi-
|ését, akkor tamad. Jelenleg kétmilliard embernek van tuberkuldzisa a vilagon,
leginkabb pedig a fejl6dd orszagokban van jelen, de az utdbbi években Eurdpa-
ban is megjelent az Un. XDR (Extreme Drug Resistant) Tuberculosis. Erre a PKnG
célmolekulara fejlesztettlink mi ki egy kinaz gatlét, ami a rezisztens baktériumot
is megdli a makrofagban. Amikor négy évvel ezel6tt felajanlottuk ezt a hatdanya-
got egy nagy nemzetkdzi gydgyszergyarnak, nem érdekelte oket, ezért eurdpai
uniés tamogatasokbdl fejlesztjik tovabb, a Pasteur Intézettel egylttmikddve.
Az egyik ilyen Tb-drug nevi{ unidos konzorciumnak én vagyok a koordinatora és
most egy nagyobb konzorciumban Ujabb tamogatast kaptunk a témara. Kdzben
kiderllt, hogy a makrofagon kivil is megéld, illetve a mar aktiv baktérium el-
pusztitasahoz mindenképpen tobb célmolekula egyidejl gatlasara van szlikség,
ami az un. ,multiple target” kinazgatlok kifejlesztését teszi sziikségessé.

Ez a tobbszordos cél (,multiple target”) koncepcid az elmult idészakban a
tumorterapiaban is nagyon fontossa valt, kiildndsen a tumor Gssejt terdpia szem-
pontjabdl. A tumorok kialakuldsanak, az un. onkogenezis folyamatanak megis-
merése, illetve megértése szamomra alapvetd fontossagu a terapias lehetdsé-
gek szempontjabodl. A tumor Ossejt koncepcid szerint van egy olyan sejtcsoport a
daganaton belll, amelyet lassu sejtciklus, magas repair és tobb (j mutacié meg-
jelenése jellemez, fokozottan terapia rezisztens, 6nmegujitasra, klonképzésre
képes és ezaltal egy Uj genotipusu, terapia rezisztens daganatot tud |étrehozni.
A tumor Ossejtek aszinkronosan osztddnak, azaz egyrészt dnmagukat repro-
dukaljak, masrészt olyan leanysejtet hoznak létre, amelyekbe csak bizonyos
onkogenikus jelek mennek at, és itt dominans tulélési faltorként mikoédnek. Te-
hat mikozben a kifejlodoétt tumor (a lednysejtek altal dominalt tumor témeg) bi-
zonyos onkogenikus jelektdl jelfliggd, azaz ezek gatlasa programozott sejthalalt
indukal, a tumor Gssejt a tobbféle tulélési faktor jele és az aktiv transzporterei
miatt terapia rezisztens. Ezért a tumorok jelatviteli terapidaja az onkogenikus jel
és a tumor-0ssejt tulélési faktorok egyidejli gatlasaval, tobb célpontd tamadas-
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4 Gabor Dénes dijat kapott Kéri Gydrgy

sal és molekularis diagnosztikaval egyltt képzelhet6 el. A Vichem Kft., a KPS
Kft.-vel és Sarkadi Balazs kutatdcsoportjaval szorosan egyittm(ikédve elinditott
egy nagyszabasu ilyen programot, ahol 18 sejtvonalon és klonalitas assayben is
teszteljik a tobbszoros célpontu kinazgatldinkat. Sikerllt mar olyan hatdéanya-
gokat beazonositanunk, amelyek bizonyos specifikus onkogéneket expresszald
sejtvonalakat kdzel 100%-o0san elpusztitanak, ugyanakkor mas sejtvonalakon
nem hatnak, tehat nem toxikusak, és in vivo modellben is hatasosnak bizo-
nyultak, bar farmakoldgiai és hatastani szempontbdl is tovabbi optimalizaciét
igényelnek.

Befejezésil hangsulyozni szeretném, hogy azok az eredmények, amelyekrol itt
beszamoltam, sok kivalé munkatarsam jelent0s csapatmunkajaként jottek létre.
A munkdaban meghatarozé szerepet vallald munkatarsaim: A Vichemben Dr. Orfi
Laszld, Dr. Greff Zoltan, Dr. Paté Janos, Dr. Szabadkai Istvan, Horvath Zoltan,
Dr. Marosfalvi Jend, Dr. Szilagyi Ildikd, Dr. Waczek Frigyes, Dr. Szegedi Zsolt, Dr.
Er6s Daniel, Dr. Szantai Kiss Csaba, Dr. Banhegyi Péter, Dr. Székelyhidi Zsolt,
Breza Nora, Hegymegi-Barakonyi Balint, Németh Gabor, Székely Rita, Szokol Ba-
lint, Varga Istvan, Varga Zoltan és a PhD hallgatdk, Baska Ferenc, Garamvaolgyi
Rita, Kékesi Laszld, Pénzes Kinga, Sipos Anna. Az egyetemi jelterapias csopor-
tomban: Dr Mezd Imre, Dr. Horvath Anikd, Dr. Seprddi Janos, Dr. Vantus Tibor,
Dr. Bokonyi Gyongyi, Tanai Henrietta, Tovari EmOke, Szabd Edit és a PhD hallga-
tok, Borbély Gabor, Gyulavari Pal, Kurkd Ibolya, Varga Andras, Varga Attila. Az
SE Racionalis Hatdanyagtervez6 Laboratériumok KKK-ban, illetve a KPS Kft-ben
Dr. Schwab Richard, Dr. Petak Istvan, Dr. Szokoldczi Orsi, Dr. Varkondi Edit, Dr.
Pintér Ferenc.

Kéri Gyorgy PhD, DSc
Semmelweis Egyetem kutatoprofesszor
Vichem Chemie Kutato Kft.

liv. és tudomanyos igazgato
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90 éves a DE Orvosi Vegytani Intézete

90 EVES A DEBRECENI EGYETEM ORVOSI VEGYTANI
INTEZETE

A magyar kiralyi grofrol, Tisza Istvanrdél elnevezett Debreceni Tudomanyegyetem
Orvoskarat 1918-ban alapitottak. Bar a Kar vezetdi mindent megtettek annak
érdekében, hogy a képzést minél hamarabb beinditsdk, az orvostanhallgatdk ké-
miai tanulmanyaira, megfelel6 eldadd tanar hianyaban, el6szor csak az 1921/22.
tanévben kerllhetett sor. Ekkor a Kar meghivta Hatos Gézat, a pallagi (debrece-
ni) Gazdasagi Akadémia Kémia Intézetének tanarat az orvosi kémia oktatasara.
A felkérésnek Hatos Géza ugy tett eleget, hogy hetente két alkalommal mas-
fél-masfél ora eldadast tartott a Dél-magyarorszagi Kézmdlivelddési Egyesilet
(DEMKE) termében. A gyakorlatokra a Pallagon Iévd laboratériumban kerlt sor
hetente egy alkalommal. A szervezés nehézségeire utal, hogy az el6adasok csak
november 3 utan kezdddtek el. A didksag a gyakorlatokat gyéren latogatta, amit
azzal indokoltak, hogy az utazas sok idejlket veszi el, és raadasul a fltetlen
vasuton (a villamos elddjén) még meg is fazhatnak. Verzar Frigyes, az Orvostu-
domanyi Kar dékanja atlatta az oktatds nehézségeit, és 1921. december 15-én
kelt levelében javaslatot tett egy 6nalldé Chemiai Tanszék felallitasara a kar kere-
tein belll. Ennek szellemében az Orvostudomanyi Kar Tanacsa XII. rendes Ulé-
sén 1922. marcius 17-én dontott az Orvosi Vegytani Tanszék visszamendleges
hatallyal torténd létrehozasardl. A Tanszék szamara, az Orvosi Fizika Tanszékkel
megosztva, a DEMKE épilet I. emeletén biztositottak egy szobat.

A DEMKE debreceni épiilete (lebontottak).

Az Intézet rangjara emelt szervezeti egység vezetésére 1922-ben Dobi Géza, a
Budapesti K6zgazdasagi Egyetem magantanaranak palyazatat fogadtak el, kiilo-
nos tekintettel arra, hogy a jelolt jartas volt a byochémiai kutatdsokban, ami az
orvosképzés szempontjabdl kiilondsen fontos bioldgiai szemléletet biztositotta.
Dobi Géza debreceni karrierje nem tartott sokaig, mert 1923-ban tanszékvezetdi
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kinevezést nyert a Kézgazdasagi Egyetemre, igy egy év utan visszatért Buda-
pestre. A meglresedett intézetvezetdi helyre kiirt palyazatot Bodnar Janos, a
Ferenc Jozsef Tudomanyegyetem docense nyerte el, aki korabban a mezdgazda-
sagi kémia irant érdekl6dott, azonban Ujabb munkait az enzymologia teriletén
végezte. Bar Bodnar Janos 1923-ban a szegedi és a debreceni Tudomanyegyete-
men is nyilvanos rendes tanari kinevezést kapott, 6 Debrecent valasztotta. Egy
tanarsegéd és harom dijtalan gyakornok segitségével az 6 vezetésével indult
meg az orvostanhallgatok és a bolcsészhallgatok kémia oktatasa az 1923/24.
tanévben. 1924-ben javaslatara az intézmény nevét Chemiai Intézetre valtoz-
tattak, azonban 1927-t6l visszatértek az eredeti Orvosi Vegytani Intézet megne-
vezésre, amelyet azota is hasznalunk. Mlikodése soran, 1924-ben az intézet a
Bem tér 18/B. (régebben Simonyi Ut 16.) alatti hajdani tanitdi arvahaz éplletébe
koltozott. 1937-ben Bodnar Janost az MTA levelez6 tagjava valasztotta, harom
tanévben volt az Orvostudomanyi Kar dékanja, a vészterhes 1943/44. tanévben
pedig a Tudomanyegyetem rektori teenddit latta el. 1945 0szén helyén maradt,
sOt szamos elmenekilt professzortarsa helyettesitését is magara vallalta. A II.
vildghaboru soran az épiletet bombataldlat érte, ezért 1945-47 kozott a kémia
oktatasa a klinikatelepen Iévo elméleti intézetekben folyt tovabb. Bodnar Janos
aktivan részt vett a Bem téri éplilet helyreallitdsaban, ennek kdszénhetben 1948-
tol itt folytathatta az oktatast és szerteagazo, az orvosigazsagligyi, névényvé-
delmi, dohany- és asvanykémiai terlleteket feldlel6 kutatdomunkajat. Nyugdijba
vonulasa utan, 1950-ben munkatarsa Straub Janos egyetemi docens vette at az
intézet vezetését, aki 1953-ban kapott egyetemi tanari kinevezést. Egységesi-
tette a kutatast, és elsGsorban az asvanyi és gydgyvizek analitikajanak fejlesz-
tését helyezte el6térbe. 1956-ban bekdvetkezett varatlan halala utan Porcsalmi
Ilona egyetemi adjunktus kapott ideiglenes vezetdi megbizatast. Az 1957/58.
tanévben Szarvas Pal professzor, a Természettudomanyi Kar Szervetlen és Ana-
litikai Tanszékének vezet6je masodallasban latta el az intézet iranyitasat.

e L

Az Orvosi Vegytani Intézet korabbi épiilete (Debrecen, Bem tér 18/B.)

N il
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A vezetdvaltas nehézségeit Bot Gyorgy egyetemi docens 1958-ban torténd ve-
zet6i megbizasa oldotta meg, aki 1961-ben egyetemi tanari kinevezést nyert,
és ilyen minGségben 1987-ig allt az intézet élén. 1959/60-ban a Debrece-
ni Orvostudomanyi Egyetem (DOTE) oktatasi rektorhelyettese volt. Iranyitasa
alatt az intézet kutatasi profilja fokozatosan Ujra biokémiai jelleget oltott. A
szénhidratanyagcsere, ezen belill a glikogénlebontas szabalyozasa valt az inté-
zet fO0 témajava. Bot professzor munkatarsai k6zé tartozott az intézet jelenlegi
igazgatdja, Gergely Pal, valamint harom kutatdcsoport vezet6je, Dombradi Vik-
tor, ErdOdi Ferenc és Csortos Csilla. Az 6 munkassagukat a torténeti bevezetot
kovetd, a munkacsoportok tevékenységét bemutatd ismertetdk foglaljak dssze.
Gergely Pal egyetemi docens 1987-ben lett az intézet megbizott igazgatdja, és
egy év mulva, 1988-ban kapta meg egyetemi tanari és intézetigazgatoi kineve-
zését. 1997-1999 kozott az AOK dékanjaként, 1999-ben a DOTE tudomanyos
rektorhelyetteseként, 2000-2010 kozott pedig a Debreceni Egyetem Orvos és
Egészségiigyi Centrumanak tudomanyos elndkhelyetteseként vett részt az egye-
tem iranyitasaban. Vezetésével az intézet tudomanyos tevékenysége az enzimfe-
hérjék szerkezete és funkcidja kozotti 6sszefliggés tanulmanyozasara, ezen belll
a fehérje foszforilaciét-defoszforilaciot katalizald protein kindzok és foszfatazok
vizsgalatara iranyult. 2008-ig, Vereb Gyorgy egyetemi docens visszavonulasaig
a tematika kiegészilt a foszfolipid metabolizmus egyik enzimének, a foszfatidil-
inozitol-4-kindz vizsgalataval. 1999-ben csatlakozott az intézethez Virag Laszl9,
aki a fehérjék ADP-ribozilalasaval, egy Ujabb poszttranszlaciéos mddositassal bo-
vitette a kutatasi profilt (Iasd a munkacsoport ismertetését). Gergely Pal 2004-
tol az MTA levelezd tagja, 2010-t6l az MTA rendes tagja. 2006-ban hozta létre az
MTA-DE Sejtbiologiai és Jelatviteli Kutatdcsoportot, melynek mikddése szorosan
kapcsolodik az Orvosi Vegytani Intézet tevekenyseégehez. 2005-tdl az Intézet az
Ujonnan épitett Elettudomanyi Kézpontban kapott elhelyezést a Debreceni Egye-
tem kdzpontjaban, egy modern épitészeti stilusban megvaldsitott épliletben. Itt
a XXI. szazad kdvetelményeinek megfelel6 korilmények kozott folytatjuk mun-
kankat.

Elettudomanyi Kézpont (Debrecen, Egyetem tér 1.)
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Az Orvosi Vegytani Intézet szerteagazé oktatomunkat vegez az egyetem tébb
karan (AOK, FOK, NEK, ETK, TTK). Magyar és angol nyelven oktatjuk az orvosi
kémia és molekularis bioldgia tantargyakat, évente mintegy 1200 hallgaténak.
A tanuldst az intézet munkatarsai altal irt és szerkesztett szamos tankoényv és
egyetemi jegyzet kiadasaval segitjik eld. Intézetlink aktivan részt vesz a TDK és
a PhD képzésben, szabadon valaszthatd kurzusok szervezésében és a hallgatok
tudomanyos munkajanak iranyitasaban. Az intézet kutatasi és oktatasi profil-
ja megismerhetd és nyomon kovethetd az intézet internetes honlapjan (www.
medchem.dote.hu). Az Intézet részletes torténete és professzorainak életrajza
Kapusz Nandor, Petrovics Alica, Vasarhelyi Ferencné: Kilencvenéves a debreceni
orvosképzés (Harmadik atdolgozott kiadas, Debrecen, 2008) cim{ kdnyvében
olvashato.
Dombradi Viktor

I. Jelatviteli kutatécsoport

Dr. Gergely Pal, akadémikus, egyetemi tanar, csoportvezet6

A fehérjék foszforilacids szintjét megszabod protein kinazok és foszfatdzok szamos
sejtfolyamat szabalyozasaban téltenek be fontos szerepet. Célunk a kilénb6zo
sejtek szabalyozasi mechanizmusaban szerepet jatszdé kindzok és foszfatazok
tipusanak, szerkezetének, valamint az aktivitasukat befolyasolo kélcsénha-
tasoknak a tanulmanyozasa. A csoportban Dr. Baké Eva, Dr. Zakany Rdéza, Dr.
Matta Csaba, Dr. Juhasz Tamas és Docsa Tibor mellett 4 PhD hallgatd, Kolozsvari
Bernadett, Somogyi Csilla, Katona Eva és Takacs Roland dolgozik. BOvebben a
csoport munkajarol az érdeklodok tajékozddhatnak a http://medchem.dote.hu
és http://rcmm.med.unideb.hu honlapokon. A munkatarsak egyik része az MTA
altal tdmogatott MTA-DE Sejtbioldgiai és Jelatviteli Kutatdcsoportnak is tagja,
illetve a Debreceni Egyetem Kutatdéegyetemi palyazatanak is részesei.

I/1. Protein kinaz C és kalcineurin jelatviteli palyak szerepe a
kondrogenézisben

Vizsgalataink kozéppontjaban egyes protein kinaz és foszfataz enzimeknek a porc-
képz6dés szabalyozasaban betdltdtt szerepe all. Kisérleti modelliink csirkeemb-
riok végtagtelepeibdl eldallitott primer, porcosodd high density mesenchymalis
sejtkultira (HD kultura), melyben a porcképz6dés valamennyi fazisa spontan
lezajlik 6 nap alatt, igy a folyamat soran bekovetkezd intracellularis torténések
és a porcmatrix valtozasai jol nyomon kovethetdk.
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A HD-kulturak sejtjei nagyon bonyolult, sok I1épésbél allé és szigoruan szabalyozott
egymas utani folyamatok végén hat nap alatt hialinporcca differencialédnak.

Tanulmanyozzuk a kalciumion intracellularis koncentraciévaltozasait, kalcium
ionoforok alkalmazasat kdvetden a kalcineurin és egyes protein kinaz C (PKC)
izoenzimek (els6sorban a PKC®, PKCu és PKC() expresszidjanak és aktivitasa-
nak valtozasait, illetve ezek hatasat a porcképz6dés markereire. Kalcineurin,
PKC izoenzimek aktiv és inaktiv variansainak tranziens transzfekciéjaval eldal-
litott kulturakban vizsgaljuk a porcdifferenciacio valtozasait, a porcosodd sej-
tek kilonboz6 életfunkcidit, a CREB, NFAT, Sox9 és NFkappaB transzkripcids
faktorok expresszidjanak, foszforilaciéjanak valtozasait. Tanulmanyozzuk a PKC
izoenzimek tranziens transzfekcidjanak és/vagy gatlasanak hatasat a kalcineurin
expresszidjara és aktivitasara, valamint a tobbi PKC izoenzim funkcioira.

I/2. Protein foszfatazok (PP1, PP2A és PP2B) szerepének vizsgalata hu-
man melanoma sejtvonalak bioldgiai viselkedésének és jelatvitelének
szabalyozasaban

Harom melanoma sejtvonalban tanulmanyozzuk a PP1, PP2A és a kalcineurin
(PP2B) mRNS és fehérje expresszidjat, meghatarozzuk a kilénb6zd foszfatazok
aktivitasat. Sejtpermeabilis inhibitorokkal gatoljuk a fenti foszfatazok m(kode-
sét, vizsgaljuk a sejtekben a foszfatazok expresszidjat, aktivitasat, a sejtszapo-
rodas mértékét, a sejtek életképességét, az apoptotikus sejtek szamat, a sejtvo-
nalak metasztazist képz6 és invaziv képességét. A foszfatazok konstitutive aktiv
katalitikus részének overexpresszidjaval tanulmanyozzuk a melanomasejtek
proliferacidos képességének, tulélésének, metasztazist képz0 és invaziv képes-
ségének valtozasat.
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A foszfatazok farmako-

l6giai gatlasanak, illet-
ve overexpresszidjanak
hatasat vizsgaljuk az

ERK1/2 expresszidjara és
foszforilacidéjara,  kiegészit-
YWM35 ve az ERK1/2 farmakoldgiai
gatlasaval. Az ERK1/2 gén-
kifejez0dését gatldo shRNS al-
kalmazasanak hatasait vizs-
galjuk a melanomasejtek
proliferacidjara, életképes-
ségére, apoptodzishajlamara,
WM35 + CSA metasztazisképzd €es
Melanomasejtvonalakaktincitoszkeletonjanak |n,v§z|v kepessegere' ,V'ZS'
valtozasa ciklosporin A (CSA) jelenlétében galjuk a foszfatazok es az
(kalcineurin gatlasanak hatasa). ERK1/2 gatlasok hatasa-

it a melanomasejtek CREB
expresszidjara és foszforilacidéjara is. Tanulmanyozzuk a hialuronsav szintaz
(HAS) enzimek, illetve a hialuronsavkoté CD44 fehérje és mRNS szintjeit. A
foszfatazok és az ERK1/2 enzimgatlasoknak a HAS, CD44 és hialuronsav szin-
tekre gyakorolt hatdsat is detektaljuk. A HAS shRNSek transzfekciéjaval torténo
gatlasanak a melanoma sejtek invazivitasara és metasztazisképz6 képességére
gyakorolt hatasat is vizsgaljuk.

HT168 + CSA

I/3.Hypoglykaemiasszerektervezéseanem-inzulin-dependensdiabetes
mellitus kezelésére a glikogén foszforilazra hato inhibitormolekulakkal

A glikogén foszforilaz (GF) aktivitasanak szabalyozasa kulcsfontossagu a szerve-
zet vércukorszintjének megfeleld szinten tartdsaban. Az enzim gatlasa Uj lehe-
t0ségeket nyit meg a 2-tipusu diabetes kezelésében. Szamos glikéz-szarmazék,
az enzim aktiv centrumahoz kotédve fejti ki gatldé hatasat. A Debreceni Egyetem
TTK Szerves Kémiai Tanszék munkatarsai (Prof. Somsak Laszl6 és csoportja),
tovabba kulfoldi kollaboracios partnerek (Prof. J.P. Praly és munkatarai, Lyoni
Egyetem) szamos, aktiv centrumhoz kapcsolddd ligandumot allitanak el6. Ta-
nulmanyozzuk ezen vegylletek hatasat a GF aktivitasara. Az egyik tiohidantoin
szarmazek, a D-glikopiranoziliden-spiro-tiohidantoin, az izom és a maj (GF)
enzimek hatékony inhibitora, gatlasi allanddja néhany mikromol értékd. Ujabb
hidantoin-szarmazékok szintézise jobb gatlasi adatokkal rendelkez6 vegyllet-
hez, az N-(2-naftoil)-N"-(B-D-glikopiranozil)ureahoz (K=0.4 uM) vezetett, ra-
adasul ez a szarmazék erdsen kotédik az enzim katalitikus centrumahoz és az
enzim Ujonnan felfedezett allosztérikus gatldhelyéhez is.

Az iminocukrok bar jol kotddnek a GF molekulahoz, de gatldképességik kilon-
b6z6 kémiai modositasokkal mar nem fokozhatd (pl. izofagomin, azafagomin,
noeuromicin, DAB, amelyeknek az IC,, értéke mikromol/dm?3-es tartomany-
ba esik). A legjobb gatldhatasu glikdzszarmazékokkal végzett allatkisérletek
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(sztreptozotocin-indukalt diabetes Wistar patkanyokban, spontan diabetes obese
Zucker patkanyokban) eredményei arra utalnak, hogy a vércukorszint csokkent-
heto anélkll, hogy hypoglykaemidra utald jeleket tapasztalnank. Adataink meg-
erdsitik, hogy a GF célpontja lehet az antidiabetikus gydgyszerjeldlt molekulak
tovabbi kutatdsanak. Az Uj allosztérikus kotdhely a GF enzimet inaktiv konfor-
macidban stabilizalja és az ide illeszkedd molekuldk mar nanomol koncentraci-
oban gatolhatjdk az enzim aktivitasat, vonzd lehetdséget teremtve a diabetes
terapias kezelésére.

Valogatott kozlemények:

Zakany, R., Szijgyarto, Z., Matta, C., Juhasz, T., Csortos, C., Sz(lcs, K., Czifra, G., Bird, T.,
Mddis, L., Gergely, P.: Hydrogen peroxide inhibits formation of cartilage in chicken
micromass cultures and decreases the activity of calcineurin: implication of ERK1/2
and Sox9 pathways. Exp. Cell. Res. 305, 190-199 (2005)

Somsak, L., Nagy, V. Hadady, Zs, Felfoldi, N., Docsa, T. Gergely, P.: Recent
developments in the synthesis and evaluation of glucose analog inhibitors of
glycogen phosphorylases as potential antidiabetic agents. Front. Med. Chem. 2,
253-272 (2005) )

Zakany, R., Bakondi, E., Juhasz, T., Matta, Cs., Szijgyartd, Zs., Erdélyi, K., Szabo, E.,
Mddis, L., Virag, L., Gergely, P.: Oxidative stress-induced poly(ADP-ribosyl)ation in
chick limb bud-derived chondrocytes. Int. J. Mol. Med. 4, 597-605 (2007)

Matta, Cs., Fodor, J., Szijgyartd, Zs., Juhasz, T., Gergely, P., Csernoch, L., Zakany, R.:
Cytosolic free Ca?* concentration exhibits a characteristic temporal pattern during
in vitro cartilage differentiation: a possible regulatory role of calcineurin in Ca-
signalling of chondrogenic cells. Cell Calcium 44, 310-323 (2008)

BIOKEMIA
XXXV. évfolyam 1. szam 2011. marcius

23



90 éves a DE Orvosi Vegytani Intézete

Juhasz, T., Matta, Cs., Veress, G., Nagy, G., Szijgyartd, Zs., Molnar, Zs., Fodor, 1., Za-
kany, R., Gergely, P.: Inhibition of calcineurin by cyclosporine A exerts multiple
effects on human melanoma cell lines HT168 and WM35. Int. J. Oncol. 34, 995-
1003 (2009)

Fodor, J., Matta, Cs., Juhasz, T., Olah, T., Gonczi, M., Szijgyarto, Zs., Gergely, P.,
Csernoch, L., Zakany, R.: Ionotropic purinergic receptor P2X, is involved in the
regulation of chondrogenesis in chicken micromass cell cultures. Cell Calcium 45,
421-430 (2009)

I1. Protein defoszforilaciéos munkacsoport

Dr. Dombradi Viktor, egyetemi tanar, csoportvezeto

1976-ban friss okleveles vegyész diplomaval a zsebemben jelentkeztem munkara
a DOTE Bot Gyorgy professzor altal vezetett Orvosi Vegytani Intézetébe. Nagyon
gyorsan ra kellett jonndm arra, hogy a tanuldas nem fejezédik be az egyetem
elvégzésével, ugyanis abban az idoben a vegyészképzésbdl kimaradt a bioldgia
és a biokémia oktatdsa, nekem viszont a glikogén anyagcsere szabalyozasaval
kellett foglalkoznom. Szerencsére kivald tanité mestereim voltak, Vereb Gyorgy
és Gergely Pal adjunktusok személyében. KésObb két hosszabb kulfoldi tanul-
manyutam eredményei alapjan dontottem a fehérjék defoszforilaciojat katalizald
protein foszfatazok kutatdsa mellett. Ernest Y.C. Lee laboratériumaban (Miami

Vad torzs PP1-87B mutans

Osszeomlott

osztodasi
orso
1. abra. A protein
foszfataz 1 egyik
izoenzime sziiksé-
Blokkolt ges az anafazis be-
kromoszéma fejezéséhez.
szétvalas
M DNS M Mikrotubulusok Axton és mtsai. 1990
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Egyetem, Biokémiai Intézet, Miami, Florida, USA, 1980/81) a protein foszfataz
katalitikus alegységek tisztitdsat és jellemzését végeztem. Hazatérésem utan
Friedrich Péter tanacsara és munkacsoportjaval (MTA SZBK Enzimoldgiai Inté-
zet, Budapest) egylttmikodve bekapcsolddtam a Drosophila melanogaster ta-
nulmanyozasaba, és tdbb tizezer muslica feldldozasaval bebizonyitottam, hogy
ebbdl a kis rovarbdl is ki lehet nyerni a protein foszfataz 1 katalitikus alegységét.
A modell organizmus el6nyeit akkor tudtam kihasznalni, amikor Tricia Cohen
laboratériumaban (Dundee-i Egyetem, Biokémiai Intézet, Dundee, UK, 1988/89
és 1990/91), molekularis biolégiai modszerekkel igazoltam, hogy az eredeti-
leg egységesnek gondolt preparatumban négy kilonbdz6é protein foszfataz 1
izoforma talalhatd. A Gausz Janos (MTA SZBK Genetikai Intézet, Szeged) altal
eldallitott mutansok felhasznalasaval bizonyitottuk, hogy az egyik izoenzim (PP1-
87B) nélklldzhetetlen a sejtciklus lejatszédasdhoz (1. abra), azaz a foszfatazok a
kindzokkal egyenértékd regulacios szerepet téltenek be. Azt is kimutattuk, hogy
a biokémiailag mar jellemzett foszfatdzokon kivil szamos ,0j tipusu” foszfataz is
megtalalhaté a muslicakban.

Ezen eredményekre alapozva 1992-ben egy asszisztenssel és néhany lelkes PhD
hallgatéval hoztuk létre a Protein defoszforilacids munkacsoportot az Orvosi
Vegytani Intézetben. Azota 5 hallgatonk szerezte meg a PhD cimet. FO célunk (j
protein foszfatazok azonositasa és funkcidéjuk meghatarozasa volt. A Drosophila
téemat az MTA SZBK Genetikai és Biokémiai Intézet munkatarsaival folytattuk,
jelenleg Kokai Endre tanarsegéd, Adam Csaba predoktori 6szténdijas, Kerekes
Eva PhD hallgat6 és Boros Enikd BSc hallgatd vesz részt ebben a munkaban.

A sejtciklus szabalyozasanak tanulmanyozasara egylttm(ikddésbe kezdtink
Dudits Dénessel és munkatarsaival (MTA SZBK Novénybioldgiai Intézet, Sze-
ged). Csoportunkbdl Farkas Ilona docens, Tankané Farkas Andrea asszisztens,
Toth Mara MSc és Gajtké Andrea BSc hallgatdék dolgoznak a ndvényi protein

« 7 s

Szabd Gaborral (DOTE Biologiai Intézet) kezdtik el a N. crassa protein
foszfatazainak vizsgalatat. A tdle orokolt témat kiterjesztve a patogén gombak
jelatvitelén dolgozik Kovacs Laszl6 tudomanyos segedmunkatars, Kelemenneé
Szantd Agota asszisztens, Petrényi Katalin MSc és Boros Enikd BSc hallgaté. Fo
egylttm{kodod partnereink ezen a téren Pdcsi Istvan (DE TTK Biotechnoldgiai és
Mikrobioldgiai Tanszék), valamint Joaquin Arino (Barcelonai Autondm Egyetem,
Biokémia és Molekularis Bioldgia Tanszék).

Munkank soran szamos Uj protein foszfataz katalitikus és regulator alegységet
mutattunk ki és jellemeztiink. Funkciéjuk megallapitasa mar nehezebb feladat-
nak bizonyult, ugyanis rajottlink arra, hogy toébb redundans protein foszfatazt
olyan funkcionalis retrogének kddolnak, melyek egyedi szerepe még nem alakult
ki az evollcio soran. Ezek a here aktiv génexpresszids rendszerét meglovagolva
specifikusan a himek nemi szervében fejez6dnek ki. Talaltunk olyan regulatort,
amely csak bizonyos kortlmények kozoétt, ,masodallasban” 1ép kdlcsbnhatasba
a foszfatazzal, egyébként RNS-kotd fehérjeként mikodik. Az is kiderilt, hogy
az egyik organizmusban mar jol jellemzett foszfatdz egy masik él6lényben, mas
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kornyezetben, masképpen regulalédhat, és ily médon mas feladatokat lathat
el. A fehérje foszforilacido valamint a molekularis bioldgiai mddszerek teriletén
szerzett szakértelmiinket tobb, a foszfatazoktdl fliggetlen hazai egyuttmUiko-
dés keretében is kamatoztattuk. Munkacsoportunkrol részletes informacio ta-
lalhatd a DEOEC Orvosi Vegytani Intézet honlapjan: http://medchem.dote.hu/
hu/kutatas/munkacsoport/functional.htm, illetve az RCMM honlapjan:http://
rcmm.med.unideb.hu/research-groups/protein-dephosphorylation. Kozlemé-
nyeink jegyzéke az MTMT adattarban érhet6 el: https://vm.mtmt.hu/search/

slist.php?kozid=063508&.

Valogatott kozlemények:

Axton, J.M., Dombradi, V., Cohen, P.T.W., Glover, D.M.:0ne of the protein phosphatase
1 isoenzymes in Drosophila is essential for mitosis. Cell 63, 33-46 (1990)

Dombradi, V., Kriglstein, J., Klumpp, S.: Regulating the regulators, Conference on pro-
tein phosphorylation and protein phosphatase. EMBO J. 3, 120-124 (2002)

Kdkai, E., Tantos, A., Vissi, E., Sz66r, B., Tompa, P., Gausz, J., Alphey, L., Friedrich, P,
Dombradi, V.: CG15031/PPYR1 is an intrinsically unstructured protein that interacts
with protein phosphatase Y. Arch. Biochem. Biophys. 451, 59-67 (2006)

Farkas, I., Dombradi, V., Miskei, M., Szabados, L., Koncz, Cs.: Arabidopsis PPP family of
serine/threonine phosphatases. Trends Plant Sci. 12, 169-176 (2007)

Kovacs, L., Farkas, I., Majoros, L., Miskei, M., Pdcsi, 1., Dombradi, V.: The polymorphism
of protein phosphatase Z1 gene in Candida albicans. ]J. Basic Microb. 50, S74-S82
(2010)

Adam, Cs., Henn, L., Miskei, M., Erdélyi, M., Friedrich, P., Dombradi, V.: Conservation of
male-specific expression of novel phosphoprotein phosphatases in Drosophila. Dev.
Genes. Evol. 220, 123-128 (2010)

III. Protein foszfatazok és biomolekularis interakciok a jelatvitelben

A munkacsoport tagjai:

Dr. Lontay Beata, egyetemi adjunktus
Dr. Kiss Andrea tudomanyos munkatars

Doktorjeldltek: Batori Rdbert Karoly, Dedinszki Dora
PhD hallgatok: Bécsi Balint, Sipos Adrienn, Kdénya Zoltan

Laboratériumi technikusok: Dr. Németh Arpadné, Docsa
Andrea

Dr. Erdodi Ferenc, egyetemi tanar, csoportvezeto

A fehérjék reverzibilis foszforilacidjaval szabdlyozott sejtfolyamatokban fon-
tos szerepet jatszanak a defoszforilaciot katalizald foszfoszerin/treonin (Ser/
Thr) specifikus protein foszfatazok. Ezek kodzll a protein foszfatdaz 1 (PP1) és 2A
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(PP2A) enzimek az emlbs sejtek szamos jelatviteli Utvonalaban érintettek. A PP1
és a PP2A katalitikus alegységek (PP1c és PP2Ac) a nagyszamu foszfofehérje
specifikus defoszforilaciojat ugy végzik, hogy olyan fehérjékhez kétédnek, ame-
lyek a szubsztrat és egyéb, pl. szerkezeti fehérjékkel asszocialva, mintegy ,célra
iranyitjak” (targeting) az enzimeket. Ma mar tébb mint 50 olyan fehérjét is-
merink (mindkét enzimtipusra), amelyek a katalitikus alegységekhez kotédve
szabalyozzak azok cellularis funkcidit. Munkacsoportunk f6 kutatasi célkit(izése
e célra iranyitd szerkezeti tényez6k megismerése és ezek cellularis szabalyozasi
jelent6ségének feltarasa. Célunk PP1 és PP2A specifikus inhibitorok azonositasa
és felhasznalasa ezen enzimek funkcidjanak feltarasara.

Az utobbi években a PP1 holoenzimek kozll a miozin foszfataznak (MP) a sejt-
folyamatokban betdltétt szerepét tanulmanyozzuk. A miozin-II 20 kDa kénny(-
lancanak (MLC20) defoszforilacidjaban szerepet jatszé foszfataz fontossagara az
a megfigyelés iranyitotta a figyelmet, hogy a simaizom tenzié az intracellularis
Ca?*-szint jelent6s ndvekedése nélkil is kifejlodik (Ca?*-szenzitizacid), ha a
MP-t pl. membran-permeabilis foszfatazgatld toxinokkal (pl. okadansav (OA),
kalikulin-A (CLA)) gatoljak. A MP holoenzim a 38 kDa PP1c és a miozinhoz is
kotédé 130/133 kDa regulator alegység (MYPT1) koélcsonhatasaval alakul ki,
amelynek része lehet még egy 20 kDa (M20) ismeretlen funkcidju fehérje is. A
Ca?*-szenzitizacid a MYPT1-nek és/vagy a foszforilacié-fliggé 17 kDa inhibitor
fehérjének (CPI-17) a foszforilaciojaval valdésulhat meg.

inhibitor

//_\RTK <(27632

T695 T850

A miozin foszfataz (MP) szerkezete és szabalyozasa a regulator alegység (MYPT1) és
inhibitor fehérje (CPI-17) foszforiaciojaval és a katalitikus alegységekhez két6do gat-
16 toxinokkal.

III/ 1. A miozin foszfataz szerkezete és szabalyozasa foszforilacioval

Korabban felszini plazmonrezonancian alapulé (SPR) kétddési mddszer alkalma-
zasaval kimutattuk, hogy a PP1c-vel vald kdlcsénhatasban a MYPT1 N-terminalis
régioi vesznek részt (Dr. Toth Attila, korabbi PhD hallgaté munkaja). Az aktivitas
szabalyozasa (a PP1c gatlasa) a C-terminalis régioban Iévd Thr695 és Thr850
oldallancok Rho-kindz (ROK), vagy pl. integrinekhez koét6do kinaz (ILK) altali
foszforilaciéjaval valdésul meg (Dr. Muranyi Andrea és Dr. Kiss Enikb, korabbi
PhD hallgatok munkaja). Kimutattuk azt is, hogy a MYPT1 Ser694 oldallancanak
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foszforilaciéja cAMP vagy cGMP-fliggl kinazzal (PKA és PKG) gatolja a Thr695
foszforilaciéjat. A CPI-17 gatlé foszforilacidéjat a ROK és a PKC mellett a PKA, PKG
és ILK is katalizalja, ami a miozin foszforilacié szabalyozdsaban a Rho-jelatviteli
utvonaltdl eltérd alternativ mechanizmusok |étezésére utal. Az ILK foszforilalja
a CPI-17-hez hasonld KEPI fehérjét is, amelyet el6sz6r agyban azonositottak. A
foszforilalt KEPI gatolja a PP1c és az MP holoenzim aktivitasat is.

III/ 2. A miozin foszfataz funkcioéi nem-izom sejtekben

a) MP foszforilacio, lokalizacio és migracio gatlas hepatocarcinoma
sejtekben

HepG2 sejtekben a foszfataz inhibitor okadansav (OA) (olyan koncentraciéban,
amely csak a PP2A-t gatolja) ndvelte a miozin és a MYPT1 foszforilaciojat. A
Thr695 oldallancon foszforilalt MYPT1 populacidé a citoszolbdl a plazmamemb-
ranba transzlokalédott. A Thr850 oldallancon foszforilalt MYPT1 a sejtmagban
és a perinuklearis régioban dusult fel, foszforilacidja ROK-fliggé mddon valdsult
sat eredményezte. A fenti adatokbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a MYPT1 gatlo
foszforilaciéjaban részt vevd oldallancok defoszforilacidjaért feltehetéen a PP2A
felelGs és ez utdbbi gatlasa ezért indirekt médon MP aktivitas csokkenést is ered-
ményezhet (Dr. Lontay Beata munkaja). E témaban tovabbi kisérletek tortén-
nek a MYPT1 nuklearis lokalizacidjanak jellemzésére és a MYPT1-el kdlcsbénhatd
nuklearis fehérjék azonositdsara tomegspektrometrias eljarassal. Vizsgaljuk a
~smoothelin-like-1"” fehérje (SMTNL1) szerepét a MYPT1 és mas izomplaszticitast
meghatarozé gének és fehérjék expresszidjanak szabalyozasaban (Dr. Lontay
Beata és Sipos Adrienn munkaja).

b) MP lokalizacio és lehetséges funkcié neuronokban

05 id6 (sec) MP aktivitast kimutattuk szamos agy-
0 _60_ 90 _120) 160_180. 210| 240| 2707300 3307 régioban, és ezekben tanulmanyoz-
™C tuk a MYPT1 lokalizacigjat kildénboz6
TMC+Y27632 . s e . .
immunologiai technikakkal. Egyes ne-
contror Uronokban, a citoplazmatikus loka-
lizacid mellett, a MYPT1 jelenlétét a
sejtmagban és magvacskaban is iga-
zoltuk. Primer idegsejttenyészetekben
27632 MYPT1 és a preszinaptikus marker
25 szinaptofizin ko-lokalizacidjat észleltik.
A PP1-gétlé tautomycetin (TMC) Szinaptoszémakban kimutattuk a MP és
és a ROK-gdtlé Y27632 hatdasa 3 ROK kolcsonhatasat ko-precipitacios
szinaptoszoma prepardtum KCl-el ki- g|jarasokkal, valamint elektronmikro-
valtott exocitozisara. szkdpos lokalizacidoval is. A MP gatlasa
csokkenti, mig a Rho-kinaz (ROK) gatla-
sa noveli a KCl-indukalt exocitézist patkany agy szinaptoszdma preparatumban
és elektrofizioldgiai mérések alapjan hasonld hatasok figyelhet6k meg nucleus

04

Fluoreszcencia cs6kkenés
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cochlearis ventralis szeleteken a neurotranszmitter felszabadulast illetéen.
Tomegspektrometrias analizissel, valamint ko-immunprecipitacids kisérletekkel
a MP és ROK enzimekkel kdlcsonhatd fehérjeként azonositottuk a szinapszint
és a szintaxint, valamint a MYPT1 alegységéhez kotddo fehérjeként kimutat-
tuk a kalcineurint (PP2B) és a Ca?*-kalmodulin fliggd protein kinaz-II enzime-
ket is. A ROK/MP enzimpar a szinapszin-Ser9 és a szintaxin-Ser14 oldallanc
foszforilaciéjat-defoszforilacidjat is képes katalizalni, amelyeknek szerepe van a
neurotranszmitter felszabadulds szabalyozasaban (Lontay Beata munkaja).

c) A MP szerepe a retinoblastoma defoszforilaciéjaban daganatos sej-
tekben

PP1 és PP2A katalitikus alegységekkel, valamint tisztitott MP holoenzimmel
végzett vizsgalatok alapjan kimutattuk a MP, ezen belll pedig a MYPT1 cél-
ra iranyitd szerepét a ciklin D/CDK4 kinazzal foszforildlt retinoblastoma (pRb)
defoszforilaciéjaban. A foszfataz inhibitor CLA jelent6sen mérsékli a daunorubicin
citotoxikus hatdsat THP-1 sejtekre és ezzel parhuzamosan a pRb foszforilacio fo-
kozodasat is eredményezi. A CLA e hatasaban szerepe van a MYPT1 Thr695 és
Thr850 oldallancai foszforilacidjanak, amely a PP1c aktivitas gatlasat eredmé-
nyezi. A MYPT1, PP1c és pRb fehérjék kdlcsonhatasat SPR kotédési kisérletekkel
is jellemeztik. A pRb kotddik a teljes MYPT1 molekuldhoz, valamint a MYPT1 N-
és C-terminalis szakaszaihoz is, amelyek kozlil az N-terminalis peptidszakaszhoz
valo kotodésnek lehet jelentds szerepe a célra iranyitasban. A MYPT1 és pRb sej-
ten bellli ko-lokalizacidjat és lokalizaciojuk CLA hatasara bekovetkezd valtozasat
is kimutattuk THP-1 sejtekben konfokalis pasztazé |ézer mikroszkdppal végzett
immunfluoreszcencias kisérletekkel (Dr. Kiss Andrea és Bécsi Balint munkaja). A
PP1 szerepét a pRb defoszforilaciéjaban HelLa sejtekben a PP1c siRNS-el torténd
csendesitésével, valamint MCF7 sejtekben KEPI gatlo fehérje expressziojaval és
foszforilacidjaval is bizonyitottuk (Dr. Kiss Andrea és Dedinszki Dora munkaja).

d) A MP és az endothelialis nitrogén-monoxid szintetaz (eNOS) kodlcson-
hatasa

A MP MYPT1 alegységével kdlcsonhato fehérjeként azono-

sitottuk az eNOS-t és a két fehérje kétédését egymashoz

koexpressziot kovetd koprecipitacidéval, konfokalis mik-

roszkoéppal torténd kolokalizacié kimutatasaval, valamint

Sayesiel SPR-kot6dési mddszerek alkalmazasaval is bizonyitottuk.

B . A MP részt vesz az eNOS gatlo foszforilacids helyének

(Thr497) defoszforilacidjaban és ezzel az eNOS aktivala-

_ sat segqiti eld. Kimutattuk, hogy a protein kindz C aktiva-

; lasa és a foszfatdzok egyidejl gatlasa jelent6sen nove-

Az eNOS es a MYPT1 |i 37 eNOS Thr497 foszforildcidjat eNOS-al transzfektalt

kolokalizacioja hu- \r\593 gejtekben, ami a sejtek NO szintjét jelent8sen
man endotél sejtek- .. . , e L

ben. csOkkenti. A MP es az eNOS koélcsdnhatasanak szerepe

lehet a mitdzis szabalyozasaban is, azonban e hipotézis

bizonyitdsa még tovabbi kisérleti munkat igényel (Batori Robert munkaja).
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III/3. Uj PP1 katalitikus alegységet gatlé6 molekulak azonositasa

A foszfata’zokat gatld membranpermeabilis molekuldk citotoxikus hatasuak is,
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Az EGCG kotoédése a PP1c hidrofob arka-
ban, a kotédésben szerepet jatszé6 amino-
savak és a hidrogénkotések (sotétkék vo-
nalak) jelolésével.

ezért kevésbé toxikus, Uj specifikus
gatldszerek azonositasanak farma-
koldgiai jelent6sége is van. A zold
teaban és a tanninokban talalhatd
epigalIokatechin—3—ga|lét (EGCG) és a
penta-0-galloil-D-glikéz (PGG) a PP1c
aktivitdsat kisebb koncentracidoban
gatoljak, mint a PP2Ac-t, ezért a PP1c
szelektiv gatldszereinek tekinthetdk.
A PP1c PGG-vel és EGCG-vel torténo
kolcsdnhatasat SPR kotodési vizsgala-
tokkal és NMR telités atviteli differen-
cia (Saturation Transfer Difference,
STD) mérésekkel igazoltuk. Molekula-
modellezésen alapuld szimulacié arra
utal, hogy az EGCG a PP1c katalitikus
centrumahoz kozeli hidroféb arokhoz
kotodik, és ezt a kolcsonhatast tobb
fenolos hidroxilcsoport altal kialakitott

hidrogénkotés stabilizalja. Az EGCG és a PGG THP-1 leukémias sejtekben 10-50
MM koncentracidoban sejthalalt indukalt és ez a hatas a molekuldk foszfatazgatlo
sajatsagaival is Osszefliggésben lehet. Tovabbi munkankban e szerkezetekre
éplild, hatékonyabb PP1 specifikus gatloszer kifejlesztését tervezziik.

III/4. Biomolekularis interakciok tanulmanyozasa

A munkacsoport mikodteti a Debreceni Egyetem Bioinkubator-palyazatanak ke-
retében beszerzett Biacore-3000 készliléket, amely az SPR elvén alapul, és al-
kalmas kilonbdz6 biomolekulak kdlcsénhatasanak (pl. fehérje-fehérje, fehérje-
ligand, fehérje-DNS/RNS, antigén-antitest, stb.) kvantitativ jellemzésére.
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Protein foszfataz-1 katalitikus alegység (PP1c) és a MYPT1 regulator alegység kol-
csonhatasa inhibitor molekulaval (EGCG) és kotédo fehérjékkel (PP2B/kalcineurin és

eNOS).
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Az abra szemlélteti az eldbbiekben leirt témakban az SPR mddszer hasznossagat
a fehérje-fehérje és fehérje-ligand koélcsénhatasok igazolasaban és a kotddési
allandok meghatarozdsaban mind a foszfatdz katalitikus és regulator alegysé-
geket illetéen (Bécsi Balint munkaja). Szamos mas egyetemen bellli és kivli
intézménnyel alakult ki eredményes kutatasi egylttmikodés a biomolekularis
interakciék meghatarozasa terén.
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Lontay, B., Serf6z0, Z., Gergely, P., Ito, M., Hartshorne, D.]., Erdddi, F.: Localization
of myosin phosphatase target subunit 1 in rat brain and in primary cultures of
neuronal cells. J. Comp. Neurol. 478, 72-87 (2004)

Wooldridge, A.A., MacDonald, J.A., Erdddi, F., Ma, C., Borman, M.A., Hartshorne, D.J.,
Haystead, T.A.].: Smooth muscle phosphatase is regulated in vivo by exclusion of
phosphorylation of threonine 696 of MYPT1 by phosphorylation of serine 695 in
response to cyclic nucleotides. J. Biol. Chem. 279, 34496-34504 (2004)

Hartshorne, D.]., Ito, M., Erdddi, F.: Role of protein phosphatase type 1 in contractile
functions: myosin phosphatase. J. Biol. Chem. 279, 37211-37214 (2004)

Lontay, B., Kiss, A., Gergely, P., Hartshorne, D.]. , Erdddi, F.: Okadaic acid induces
phosphorylation and translocation of myosin phosphatase target subunit 1 influencing
myosin phosphorylation, stress fiber assembly and cell migration in HepG2 cells.
Cell. Signal. 17, 1265-1275 (2005) )

Kiss, A., Lontay, B., Bécsi, B., Markasz, L., Olah, E., Gergely, P., Erdddi, F.: Myosin
phosphatase interacts with and dephosphorylates the retinoblastoma protein in
THP-1 leukemic cells: its inhibition is involved in the attenuation of daunorubicin-
induced cell death by calyculin-A. Cell. Signal. 20, 2059-2070 (2008).

IV. Protein foszfataz 2A munkacsoport — a foszfatazok szerepe az
endotéliumban

1_L A munkacsoport tagjai:

Czikora Istvan és Kasa Anita, doktorjeldltek,

Boratko Anita, PhD hallgato,

Baksa Ivett és Zsigri Valéria, TDK hallgatok,

végzett PhD hallgatd: Dr. Tar Krisztina (jelenlegi munkahelye
Albert Einstein College of Medicine, Yeshiva University)

Dr. Csortos Csilla, egyetemi docens, csoportvezeto

A vaszkularis endotélium jél m(ikdodo barrier funkcidja az endotél sejtekben fel-
|épd kontraktilis és feszit6 er6k egyensulyat jelzi. Ha az egyensuly a kontraktilis
erok irdnyaba tolddik el, akkor az a sejtek kdzotti rések kialakulasat eredménye-
zi. A citoszkeleton elemeinek atszervezddése megvaltoztatja az endotél sejtek
alakjat és a vaszkularis permeabilitast. A kilénb6z0 bioaktiv agensek, mint pl.
trombin hatdsara kialakuld barrier diszfunkciot a sejtek kozotti rések megjelené-
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Kontroll + Trombin se és az ezaltal megndvekedett
vaszkularis permeabilitas
jellemzi. Ebben a folyamat-
ban bizonyitottan szerepet
jatszik a citoszkeletonban
az aktin-miozin kdlcsénha-
tas, amely foszforilacidval/
defoszforilaciéval szabalyozott
folyamat. A miozin kénnydlanc
(MLC) Ser19-es oldallancan
torténo foszforilacidja, példa-
ul trombin kezelés kovetkez-
tében, a sejtek kontrakciojat
és sejtek kozotti rések kiala-
kulasat okozza (1. abra). A
foszforilaciét els6sorban a nagy
1. &bra. Trombin hatdsa humdn tiidé arté- Molekulatdmegl (210 kDa)
ria endotél sejtekre. Aktin festés és foszfo-MLC Ca®*-kalmodulin figgé miozin
immunfluoreszcensen jeldlve. konnydlanc kinaz (MLCK) ka-
talizalja, ami nagymértékben homoldg a simaizom MLCK-val (130-150 kDa). Az
MLC defoszforilacidjat az endotél sejtekben a protein foszfatdz 1 katalizalja.

Vizsgalataink modellrendszere a
vaszkularis endotélium; human
és marha tidd artéria endotél
sejtkulturakban  tanulmanyoz-
zuk a Ser/Thr specifikus protein
foszfataz (PP) 1 és 2A enzimeket.
Mindkét enzim tobb alegységbdl
allé holoenzim, a PP1 katalitikus
alegysége kilonbdz6 regulator/
célrairanyitd (targeting) alegy-
ségekkel alkot dimert. A PP1
dimerek specifikus funkcidjat/
szubsztratjat a regulator alegy-
ségek hatarozzak meg. A PP2A
egy heterotrimer, amelyben a
katalitikus C alegység és az en-
Zlm sp(?c_lﬁatas_a t, \_/?!E,]mmt S€)° 2, sbra. PP2A overexpresszio mérsékli a tau
ten beluli lokalizaciojat megha-  trombin-indukait foszforilaciéjat. A nyillal jeldlt sejt
tarozo B alegység egy szerkezeti a pP2A A reguldtor (PP2Aa) és katalitikus alegységé