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A piruvat elektrofizioldgiai hatasai, diabeteses és kontroll patkanysziv preparatumokon.

A piruvat (P), mint a glikolizis végterméke tobb mechanizmuson keresztiil is
befolyasolhatja a sziv elektrofiziologiai paramétereit: noveli a citoplazma foszforilacios
ezen keresztiil a citoplazmatikus redox allapotot befolyasolja. Irodalmi adatok szerint, a P
noveli a cardiomyocytdk akcids potencidl tallovését (OS [mv]), valamint csokkenti a
repolarizacié idétartamat (APD [ms]), ezaltal alkalmas lehet a kontraktilitds javitasara és
szivelégtelenség kezelésére. Elsoként arra kerestiink vélaszt, hogy megfigyelhetd-e
szignifikans kiilonbség a diabeteses és kontroll allatok elektrofiziologiai paraméterei kozott
illetve, hogyan valtoznak kiillonb6zé P koncentraciok hatdsara. Kisérleteinket Wistar (150-
300g), kontroll (n=28), valamint diabeteses (n=29) him patkanyokon végeztiik. A diabeteses
indukcidé 1x75 mg/tskg Streptozotocinnal tortént ip. A heparinnal eldkezelt patkanyok
szivének jobb kamrai papillaris izomrostjair6l, hagyomanyos mikroelektréd technikaval a
kovetkezd paramétereket vezettiik el: nyugalmi potencial (RP [mV]), tullovés (OS [mV]), az
akcids potencidl amplituddja (APA [mV]), idotartama (APD [ms]), a depolarizaciéo maximalis
¢s minimalis sebessége (dVmax, dVimin [V/s]). 1 mM, 3 mM, 10 mM, 30 mM koncentracidju
Na-piruvat oldatokkal dolgoztunk.

A mikroelektréd technika mellett, Langendorff modszerrel is vizsgaltuk a P hatdsat a
kovetkezd paraméterekre: vérnyomas (BP [mmHg]), szivfrekvencia (HR [1/min]), systolés
nyomas (BP SYS [mmHg]), diastolés nyomas (BP DIAS [mmHg]), bal kamrai nyomas (LVP
[mmHg]), bal kamrai frekvencia (LVP HR [1/min]), bal kamrai systolés nyomas (LVP SYS
[mmHg]), bal kamrai diastolés nyomas (LVP DIAS [mmHg]).

Az elektrofiziologiai vizsgéalatok soran az el6z6 eredményeinkhez hasonléan a diabeteses
csoportban szignifikdnsan hosszabb volt az APD. A kontroll csoportban a legnagyobb P
koncentracio, mig a diabetesesben mar a masodik ill. a harmadik koncentracio is szignifikans
APD csokkenést okozott. Az OS tekintetében, szignifikdns eltérés nem volt tapasztalhatd
egyik csoportban sem.

Langendorff rendszeriinkben az LVP ¢és az LVP DIAS értékek szignifikdnsan nagyobbak
voltak a kontroll csoportban. A P hatdsara a kontroll csoportban szignifikans LVP és LVP
DIAS érték novekedést észleltiink, mig a diabeteses allatokban nem volt szignifikans
valtozas. A P hatédsat vizsgalva és a két csoportot 0sszehasonlitva szignifikdnsan magasabb
értékeket regisztraltunk a kontroll csoportban a kovetkezd paraméterek esetén: 3mmol/l
koncentracional LVP DIAS, 10mmol/l-nél LVP, LVP DIAS, 30mmol/l-nél LVP, LVP DIAS
tekintetében.

Elektrofiziologiai eredményeink nagyrészt megfelelnek az irodalomban publikalt
eredményekkel. A Langendorff szives eredményeinkkel kapcsolatban elképzelhetd, hogy a
diabeteses sziv esetében nagyobb P dozisokra van sziikség ugyanazon hatas elérésére.
Eredményeinkbdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a P egy olyan potencidlis jovobeli
gyogyszer lehet, amivel a szivelégtelenség (pl. diabetes mellitus okozta) €s a kardiogén sokk
kezelésében 1) tavlatok nyilhatnak meg, a sziv elektrofiziologidjara és hatékonysagéra
gyakorolt jotékony hatasa kovetkeztében.

Electrophysiological changes in rat ventricular and atrial myocardium at different stages of
experimental diabetes. Kecskemeti V. et al., Acta physiologica scandinavica 1999, 166, 7-13.
Electrophysiological characteristics of heart ventricular papillary muscles from control and
diabetic histidine decarboxylase knockout and wild-type mice. Szebeni A et al., Acta
Diabetologica (megjelenés alatt).

Témavezetd: Prof. Dr. Kecskeméti Valéria, Dr. Szebeni Andrea
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A p38 MAPK gatlo SB202190 mitokondrialis hatasainak vizsgalata

A mellékvesekéreg zona glomeruldozdjaban az aldoszterontermelés szabalyozasanak a
mitokondrialis Ca®" felvétel is fontos tényez6je. Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy
az angiotenzin Il jelpalyaban aktivalodo két Ser/Thr kinaz, a p38 MAP kindz (p38 MAPK) és
egy Uj tipusu protein kinaz C, egyidejiileg aktivalodva gatolja a mitokondrium Ca®* felvételét.
A kisérleteinkben hasznalt p38 MAPK gatloszerrel (SB202190, tovabbiakban SB)
kapcsolatban azonban az irodalom felvetette, hogy hatasat aspecifikusan, nem a kindz
gatlasan keresztiil fejti ki. Itt ismertetett kisérleteinkben az SB esetleges nem specifikus
hatasat kivantuk kizérni vagy megerdsiteni.

Vizsgalatainkat a glomerul6za sejt immortalizalt modelljének szamité aldoszterontermeld
H295R human sejtvonalon végeztiik. A sejteket digitoninnal permeabilizaltuk; a citoszol Ca*"
¢s ATP koncentracidja igy tetszOlegesen valtoztathatd, a kdvetkezményes mitokondridlis
[Ca®"]-valtozas pedig konfokalis mikroszképiaval, fluoreszcens festékkel (Rhod-2) kovethetd.
Kisérleteinkben minden esetben az SB inaktiv analdgjat (SB202474) tekintettiik kontrollnak.

A kinazok, igy a p38 MAPK is, ATP-t hasznalnak a szubsztratjuk foszforilaciojahoz.
Elméletileg tehat ATP-mentes koriilmények kozott a kindz nem gatolhatja, gatloszere pedig
nem fokozhatja a mitokondrium Ca®" felvételét. Ha ATP mentes koriilmények kozott
gatloszerhatast tapasztalunk, az aspecifikus hatast feltételez. Alabbi kisérleteinkben minden
esetben gatoltuk a mitokondrium ATP-termelését oligomicinnel. Amennyiben, az
irodalomnak megfelelden, a permeabilizalt sejteket hexokinaz és gliikoz hozzaadasaval ATP-
mentesitettik, majd a citoszol [Ca®']-jat 100 nM-r6l 1 uM-ra emeltiik, a kdvetkezményes
mitokondrialis Ca*" felvétel valoban fokozott volt SB jelenlétében. Ha azonban az ATP-
mentesitést apyrase-zal (egy masik ATP bontd enzimmel) és 2-dezoxi-gliikozzal végeztiik,
akkor a gatloszer mar nem ndvelte a mitokondridlis Ca®" felvételt. Az SB tovabba
siRNS-sel csokkentettiik.

Az alapkérdéstol fiiggetleniil megfigyeltiik tovabba, hogy a permeabilizacid 6nmagéaban
Ca®" jelet valt ki. Ez a Ca®" jel a digitonin kozvetlen és a permeabilizalo oldatban talalhato
ADP purinerg agonista hatasanak bizonyult.

Eredményeink alapjan az SB202190 ténylegesen a p38 MAPK gatlasan keresztiil fejti ki
mitokondrialis Ca®" felvételt fokozd hatasat: ATP vagy célfehérje hianyéban a gatloszer
hatastalan. Megfigyeléseink tovabba hangsulyozzak, hogy permeabilizalt sejteken végzett
kisérletek soran kiilonos figyelem forditand6 a permeabilizal6d oldat altal esetlegesen kivaltott
Ca®" jelekre, illetve arra, hogy megfelelé ATP-mentesités csak kellé koriiltekintéssel érhetd
el.

Az alabbi megjelent cikkek kapcsolddnak a témahoz:

Spat A, Filop L, Koncz P, Szanda G. When is high-Ca microdomain required for
mitochondrial Ca uptake? Acta Physiol (Oxf). 2008 Oct 28. [Epub ahead of print]

Szanda G, Koncz P, Rajki A, Spit A. Participation of p38 MAPK and a novel-type protein
kinase C in the control of mitochondrial Ca2+ uptake. Cell Calcium. 2008 Mar;43(3):250-9.
Az eléadéasban bemutatott kisérletek és azok eredményei ezen cikkekben nem szerepelnek.
Témavezetd: Dr. Szanda Gergd
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The gastroprotective effect of centrally injected agmatine and its interaction with the
endogenous opioid system

Introduction: In 1984, a previously unknown cloninide-displacing substance was partially
purified from calf brain. 10 years later it was designated agmatine (decarboxylated arginine)
and described as an endogenous ligand of the imidazoline binding sites. Recently, agmatine is
known as an endogenous neuromodulator, which binds also to a,-adrenoceptors and serotonin
5-HTs receptors and is induced in response to stress and/or inflammation. While the
antidepressant, anxiolytic, neuroprotective and other central effects (relief from pain and
prevention of morphine tolerance) of agmatine have been intensively studied and well
documented, the effect of agmatine on gastrointestinal functions has not been clarified.
Methods: The ethanol-ulcer model was used. After 24 h starvation, male Wistar rats were
given 0.5 ml acidified ethanol orally. The mucosal lesions were evaluated 1 h later.

Agmatine was given either intracerebroventricularly (i.c.v.) or intraperitoneally (i.p.) 10 and
20 min before the ethanol challenge, respectively. The a,-, imidazoline I(1)- and opioid-
receptor antagonists were injected peripherally (s.c.) or centrally (i.c.v.) 20 and 10 min before
the administration of agmatine, respectively. B-funaltrexamine (B-FNA) and
norbinaltorphimine (norBNI) were given i.c.v. 24 h before the experiment.

Results: 1. Agmatine after both central (0.044 - 1.76 nmol/rat i.c.v.) and peripheral (18 - 438
nmol/kg i.p.) administration exerted a dose-dependent gastroprotective effect. 2. The non-
selective op-adrenoceptor antagonist yohimbine (5 pmol/kg s.c.), the selective apa-
adrenoceptor subtype antagonist BRL-44408 (15 nmol/rat i.c.v) and asg-adrenoceptor subtype
antagonist prazosin (4.8 nmol/rat i.c.v.) inhibited the agmatine-induced mucosal protection. 3.
The imidazoline I(1) receptor antagonist efaroxan (4 nmol/rat i.c.v.) also antagonized the
effect of agmatine. 4. Similarly, the non-selective opioid-antagonist naloxone (2.75 umol/kg
s.c.) and the selective o-receptor antagonist naltrindole (0.5 nmol/rat i.c.v.) abolished the
effect, while the selective p-receptor antagonist B-FNA (20 nmol/rat i.c.v.) and the selective
k-antagonist norBNI (14 nmol/rat i.c.v.) failed to reduce the agmatine-induced protection.
Conclusions: Agmatine via activation of central opa-, opp-adrenoceptor subtypes and
imidazoline I(1) receptors may initiate a chain of events which result in the gastric mucosal
protection. Endogenous opioid system - by central d-opioid receptors - may be involved in the
mucosal protective effect of agmatine.

These results have not been published yet. Some publications from our group in this field:
Gyires K, Zadori Z. Analysis of central mechanisms involved in gastric mucosal integrity.
Neuropsychopharmacol Hung. 2008;10(3):121-5.

Zadori ZS, Shujaa N, Koles L, Kiraly KP, Tekes K, Gyires K. Nocistatin and nociceptin given
centrally induce opioid-mediated gastric mucosal protection. Peptides. 2008;29(12):2257-65.
Gyires K, Zadori ZS, Shujaa N, Minorics R, Falkay G, Matyus P. Analysis of the role of
central and peripheral alpha2-adrenoceptor subtypes in gastric mucosal defense in the rat.
Neurochem Int. 2007;51(5):289-96.

Dr. Zoltan Zadori, Dr. Klara Gyires



Matyas Csaba, AOK I1I, Kéhidai Zséfia, ELTE, TTK, Biologus Szakirany 111
Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet, Budapest

Tuftsin alapu kemotaktikus drug targeting konjugatumok vizsgalata
Tetrahymena pyriformis modell-sejten

crer

megoldast jelenthet a munkacsoportunk altal kidolgozott ij mddszer az un. kemotaktikus drug
targeting (CDT). Ekkor a célsejtek kemotaxisanak €s fagocitozisanak indukciojaval érjiik el a
kivant hatéanyagkoncentraciot. A kedvezd hatast a CDT konjugatumok felépitése biztositja.
A hordoz6 molekulahoz kapcsolodd kemoattraktans ligandok a sejtek kemotaktikus valaszat
indukéljadk, mig a hordoz6é molekula a konjugatum internalizdcidjanak eldsegitésével a
célzott megvalasztisa — pl. lizoszomalis enzimekre érzékeny kapcsolds - a hatdéanyag
intracellularis felszabadulésat eredményezi.

Munkankban oligotuftsin hordozéhoz kotott, kemotaktikus ligandként tuftsin
motivumokat tartalmazé és citotoxikus gyogyszert tartalmazé konjugadtumok hatasait
vizsgaltuk csillos eukaridtan, mint referencia sejten. Célunk volt: (i) tisztazni a kemotaktikus
hatas ¢€s a ligand kémiai szerkezetének viszonyat; (ii) vizsgélni, hogy a hatéanyag megdrzi-e a
ra jellemzd sejtproliferaciot gatld hatasat a konjugdtumokban; (iii) 0sszehasonlitani a csillos
egysejtiin és THP-1 human monocitan nyert eredményeket.

Modell-sejtként Tetrahymena pyriformis GL sejteket alkalmaztunk. A kemotaxist
multichannel-kapillaris assay-vel mértilk. A vizsgalt molekuldk: TKPR, TKPPR, TKPKG;
ezekbdl kialakitott oligomer hordozok [TKPKG]s = OT20 és a [TKPPR]4= OTp20 és a fenti
tetra és penta peptideket oldallancként tartalmazo OT20 és OTp20 konjugatumok. A peptidek
az ELTE Szerveskémiai Tanszékén késziltek A molekuldk hatasat 107'2-10° M
koncentraciotartomanyban  vizsgaltuk. Citotoxikus hatéanyagként a folatantagonista
methotrexdtot (Mtx), illetve daunorubicint (Dau) vizsgaltuk. A proliferacidé mérésekor a
sejtdenzitasokat ELISA Readerrel hataroztuk meg (A=620 nm). Az adatok statisztikai
kiértékelését Origin 8.0 Pro programmal végeztiik.

A TKPPR széles koncentracié tartomanyban (107210 10*-10'M) mutatott
szignifikdnsan attraktans hatast, ennek oligomerje az OTp20 pedig az 0sszes koncentracion
szignifikansan novelte az aktivitast. Az OTp20 konjugatumok koziil a Dau-OTp20-(TKPPR)4
107-10° M koncentraci6 tartomanyban szignifikansan repellens hatast mutatott, mig a Dau-
OTp20-(TKPR), konjugatum 10°-10" és 10" M koncentracidkon attraktansnak bizonyult. A
kemotaxis ligandspecifitdsat jol mutatja az OT20-(TKPKG)s és az OT20-(AcTKPKG)4
ellentétes hatdsa. Hasonl6an az oldallanc formilezése is meghataroz6, kovetkeztében a
konjugatum attraktans jellege repellenssé alakul. Mig a Mtx kapcsoldsa nem befolyasolta
jelentdsen a konjugatum kemotaktikus karakterét, addig a daunorubicin jelenléte repellens
hatast valtott ki, kivéve a Dau-OTp20-(TKPR)4 molekula esetében. A proliferacid vizsgalat
eredménye alapjan a methotrexat és a daunorubicin konjugatumban is megtartja gatlo jellegét.

Osszefoglalva: A CDT konjugatumokban a TKPPR és az OTp20 kedvezd
komponensnek bizonyul. Az oligomer forma kemotaxist ndveld, az oldallancok acetilezése
repellens hatasu volt. THP-1 human monocita modellel 6sszehasonlitva egyes ligandok eltérd
hatast mutatnak, pl. OT20-(fTKPR)s; Tetrahymenaban repellens, monocitan szignifikdnsan
kemoattraktans. A konjugatumok e csaladja fentiek alapjan a CDT j6 jeldltjének igérkezik.

Korabbi évek sordn SE TDK Konferencian az eléadasban elhangz6 anyag kis része,
OT20 ¢és 7 derivatuma THPI sejteken keriilt bemutatasra. A jelenleg Tetrahymendn
bemutatott 28 anyag elemzésére, eddig nem keriilt sor, sem eléadéson, sem irasos formaban
mas szerzovel.

Témavezetd: Dr. Lang Orsolya
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Acetilkolin hatasvizsgalata izolalt szivmodellen

Az acetilkolin (ACh) és a bradikinin (BK) jellemzd érhatisa az endotélfiiggd
vazodilataci6, ami nitrogén-monoxid (NO) és prosztaciklin felszabadulds révén jon létre.
Ugyanakkor kozvetleniil az ér-simaizomra hatva mindkét szabalyoz6 agens konstrikciot valt
ki. Irodalmi adatok szerint az izoldltan perfundalt patkdnysziv erei acetilkolinra igen
valtozatos valaszokat adnak. A leggyakoribb hatds a vazokonstrikcio, melynek hatterében
konstriktor prosztanoidok és tromboxan A2 altal kozvetitett endotelidlis mechanizmusokat
talaltak. Egyes szerzok tisztan dilatator, masok bifazisos valaszokat is kaptak.

Az ACh koronéaria hatdsdnak jobb feltdrasara, hatdsmechanizmusanak tisztazésara
vizsgaltuk az ACh hatasokat Langendorff szerint perfundalt patkanysziven, alland6 koronaria
aramlas (12,3£0,4 mL/perc) és szivirekvencia (28043 iités/perc) mellett. A koronaria tonust a
perfuzios nyomasértékkel (CPP) jellemeztiik.

Kisérleteinkben 15 perc inkubacio €és 15 perc kontroll fazis utan, az endotélfunkciot BK
bolus (30 nmol), az ér-simaizom valaszkészséget natrium-nitroprussid (SNP) bolus addséaval
teszteltiik (1 nmol). Ezutdn vizsgaltuk az ACh infazi6é (0,01-0,1-1uM) hatasait. Tovabbi
kisérletekben az ACh korondria vélasz valtozasat tanulmanyoztuk ciklooxigendz (COX)
enzim gatldo (indometacin 5 pM), vagy megemelt értonus mellett. Az értonus fokozéasara
vazopresszor dgenseket (tromboxan A2 agonista U46619, 0,5 nM n=7; vazopresszin 1 IU/L,
n=7) alkalmaztunk, valamint fokozott érfal-fesziilést idéztiink elé (forszirozott perfuzid)
atlagosan 8144 Hgmm perfiiziés nyomas eléréséig (n=6).

Normal perfuzid6 soran az ACh infuzid dozisfiiggd konstrikciot eredményezett
(ACPPpax: 2748 AHgmm, n=8, p<0,01). A BK szignifikdns modon emelte (8+1 AHgmm,
n=27, p<<0,001), az SNP szignifikdns modon csokkentette (-6+=1 AHgmm, n=20, p<<0,001) a
koronaria tonust. Az indometacin infuzié énmagaban sem az ACh, sem a BK hatasait nem
valtoztatta meg. Kétszeresére novelt perfuzidos nyomas mellett az ACh érdsszehuzo hatasa
nem valtozott szignifikdnsan. Ezzel szemben a BK hatdsa megfordult és erdteljes dilataciot
hozott 1étre mind U46619 (-41+6 AHgmm, n=7, p<0,001), mind vazopresszin (-40+8
AHgmm, n=7, p<0,003), mind pedig forszirozott perfuzi6 (n=6, -21+3 AHgmm, p<<0,001)
mellett. Az SNP dilatator hatasa is fokozodott magas koronaria toénus esetén a kontroll
perfuizional tapasztaltakhoz képest.

Osszefoglalva, kontroll perfuzios paraméterek mellett patkanysziven sem az acetilkolin,
sem a bradikinin nem tudta kifejteni a rd jellemzd értagitd hatast. Az ACh infuzidja
kovetkezetesen erdteljes €s szignifikans vazokonstrikcidt valtott ki és ezt a hatast a COX
enzim blokad nem csokkentette. A BK szintén szignifikdns vazokonstikciot idézett el6. Ebbdl
arra kovetkeztetlink, hogy az izolaltan perfundalt sziven az endotelidlis dilatator
mechanizmusok kevéssé aktivak, vagy a kapcsolodd jelatviteli utak konstriktor hatast
masodlagos hirvivok keletkezésének kedveznek. Ugyanakkor fokozott értonus mellett az
addig konstriktor hatdsi BK szignifikdns és jelentds dilatdciot hozott létre. Igy
valoszinlsithetd, hogy a fiziologias szinthez kozeli értonus mellett az ér-endotéliumban
aktivalodnak a relaxaciohoz vezetd reakcioutak, ugyanakkor az ACh és a BK endotelialis
hatésa eltér6. Mindezek mellett a fokozott értonus az erek NO-fiiggd relaxacios képességét is
noveli, amit a magasabb (fiziologids) értonus mellett tapasztalhatdé nagyobb relaxacios
kapacitas magyarazhat.

Ezeket az eredményeket eddig semmilyen kdzleményben sem hoztuk nyilvanossagra.

Témavezetok: Dr. Kerekes Maté, Dr. Dézsi Laszlo
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REDUKTION DER ANTIBIOTIKUM-ASSOZIIERTEN NEPHROTOXIZITAT DES
POLYMYXINS

Zielsetzung: Das zu den zyklischen Peptiden gehdrende Polymyxin B, ein selektiv gegen
Gram negative Bakterien wirkendes Antibiotikum, besitzt nephro- und neurotoxische
Nebenwirkungen. In der folgenden Tierversuchsreihe verabreichten wir Polymyxin B in zwei
modifizierten Formen (Northern Antibiotics), um dessen mogliche Nebenwirkungen in einem
Rattenmodell zu untersuchen.
Methodik: Minnliche CD Ratten (8 Wochen alt, 211+7g) wurden 14 Tage lang mit
NAB7061 (8 und 16 mg/kg/Tag s.c.) und NAB739 (4 und 8 mg/kg/Tag i.p.) behandelt. Mit
physiologischer Kochsalzlosung (Negativkontrolle: NaCl) und Polymyxin B
(Positivkontrolle: Poly) behandelte Tiere dienten als Kontrolle. Urea, Kreatinin, ALP, GOT,
GPT, GGT im Blut bzw. Kreatinin, Albumin im Urin und das Blutbild wurden gefolgt.

Ergebnisse: Als Sofortfolgen der Behandlungen waren das Anschwellen der Fiif3e,
Hyperdmie und Dosis-abhingige Erhéhung der Granulozyten- und Lymphozytenzahl bei der

Poly - Gruppe stirker ausgeprégt als in allen NAB Gruppen.
Antibiotikum | Dosierung Neutrophile Eosinophile Basophile
(mg/kg/Tag)
Poly 8 0,48+0,15 1,1£0,41 0,33+0,05
Poly 16 0,87+0,36 1,48+0,43 0,43+0,13
NAB7061 8 0,38+0,15 0,83+0,46 0,28+0,05
NAB7061 16 0,41+0,18* 0,78+0,26* 0,38+0,05
Poly 4 0,18+0,02 0,02+0,01 0,01+0,00
Poly 8 0,31+0,14 0,03+0,01 0,01+0,01
NAB739 4 0,14+0,05 0,01+0,00 0,00-+0,00
NAB739 8 0,11+0,08* 0,01+0,01* 0,24+0,08

Leukozytenzahl gemessen mit himatologischem Automaten Coba Mira. Mittelwert+SD.
*: p<0.05 vs. gleiche Dosis Poly.
Bei Poly 16 mg/kg/Tag zeigte sich eine signifikante Erh6hung der Leberenzyme (GOT 56,8
U/l; GPT 17,4 U/1) vs. NaCl (GOT 33,7 U/l; GPT 13,8 U/l). Nur NAB7061 16 mg/kg/Tag
verursachte einen méBige Leberenzymerhéhung (GOT: 43,4 U/1; GPT: 15,3 U/l).
Poly verursachte eine Dosis-abhingige Albuminurie. Die NAB Antibiotika
verursachten eine voriibergehende Albuminurie nur in héheren Dosen.

Tag Albuminurie | NaCl Poly 4 Poly 8 NAB 4 NAB 8
(ng/24h)

3 Mittelwert | 114,7458,0 | 91,9+15,0 | 212,3+175,0" | 142,3+42,9 | 293,0+109,0

7 Mittelwert | 47,9425,8 | 214,4+99.2" | 802,4+472,0" | 182,8460,7 | 205,0+121,1*

Harvest | Mittelwert | 52,6+21,7 | 212,5£65,7" | 314,94214,6" | 120,2+37,5* | 208,2+144,1*

Albuminurie (ELISA): (4 = 4 mg/kg/Tag; 8 = 8 mg/kg/Tag). Mittelwert+SD. *: p<0.05 vs.
gleiche Dosis Poly. +: p<0.05 vs. NaCl
Bei der mit NAB behandelten Gruppe war der Anstieg des Blut Urea-Nitrogens geringer,
gleichzeitig jedoch konnten wir bei jeder Gruppe nach voriibergehender Erh6hung eine

fallende Tendenz feststellen.
Zusammenfassung: Unsere Ergebnisse zeigen eine geringere immunologische und
Lebertoxizitdt bei NAB739 und NAB7061 als bei Polymyxin B.
Themenleiter: Révész Csaba, Hamar Péter




Nagy Klaudia Vivien AOK IV.
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A CB; kannabinoid receptor intracelluliris transzportja agonista és antagonista
jelenlétében

A CBj-es kannabinoid receptor (CB;R) felelés a marihudnaban 1évo
tetrahidrokannabinol hatasainak nagy részéért. A receptor a kdzponti idegrendszerben és
egyéb szervrendszerekben is megtalalhato, és fontos élettani funkciokban jatszik szerepet. A
CBR-nak van bazalis aktivitasa, és laborunk korabbi eredményei arra utalnak, hogy a bazalis
aktivitast a sejtekben felszabaduldé endokannabinoidok okozzak (1). Az irodalombdl ismert,
hogy a CBjR konstitutivan internalizalédik, azonban nem tisztazott, hogy a konstitutiv
internalizacidé receptoraktivitas fliggd-e. A sejtfelszini receptorszamot ndvelni lehet CB;R
antagonistaval, vagy a bazélis endokannabinoid termelés gatlasaval (1), azonban més irodalmi
adatok alapjan felmeriil, hogy a konstitutiv internalizaci6 antagonista jelenlétében is
létrejohet. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, hogyan befolyéasoljak a kiilonb6z6 ligandok a
receptor internalizaciojat és intracellularis transzportjat. Kisérleteinkben a CBR lokalizacidjat
konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk, a receptor intracellularis transzportjanak kinetikajat
pedig Biolumineszcens Rezonancia Energia Transzfer (BRET) segitségével kovettiik
tranziensen transzfektdlt CHO (Chinese Hamster Ovarium) sejtekben. Konfokalis
mikroszkoppal megvizsgalva azt lattuk, hogy a zo6ld fluoreszcens proteinnel jelolt CB;R
(CB;-GFP) a sejtmembranon kiviil intracellularis vezikuldkban is jelen van, ami a receptor
konstitutiv  internalizacidjara utal. Az intracellularis vezikuldk azonositasahoz
koexpresszaltunk CB;-GFP-vel piros fluoreszcens proteinnel jelzett Rab kis GTP-az
fehérjéket. A receptor kolokalizalt a korai endoszomat jelz6 Rab5-el, a korai és késoi
reciklizalé endoszomakat jelold Rab4-el és Rabll-el, valamint a kés6i endoszomalis és
lizoszoémalis kompartmentet jelolé Rab7-el. BRET mérést hasznaltunk annak vizsgélatara,
hogy agonista (WINS55,212-2) és antagonista (AM251) hatdsara hogyan valtozik a receptor
internalizacidja ¢és intracellularis transzportja. CHO sejteket transzfektaltunk Renilla-
Luciferazzal jelolt CB;R-al (CB;RLuc) és sarga fluoreszcens proteinnel jelolt Rab fehérjék
valamelyikével (Rab5-YFP, Rab4-YFP, Rab7-YFP, Rabl11-YFP), vagy a membrant jelolo
ICAM integrinnel (ICAM-YFP). A CB;Rluc és a fluoreszcensen jelolt fehérjék kozott BRET
jelet detektaltunk és segitségével agonista és antagonista kezelések utan kovettiik a receptor
internalizacidjanak és intracellularis transzportjanak kinetikajat. Méréseink azt mutatjak, hogy
agonista stimulusra mind a négy Rab-al jelzett endoszomalis kompartmentben megnd a
receptorszam a nem stimulalt sejtekhez képest, az ICAM felszini adhézids proteinnel pedig a
BRET-jel csokkent, mutatva, hogy CB;R internalizalt. Antagonista addsara a Rab7-el jelzett
késéi endoszomalis kompartmentben csokkent, a Rab5-el és a Rabll-el jelzett
kompartmentekben pedig megnétt a receptorszam. Eredményeink arra utalnak, hogy CB;R
antagonista AM251 hatasara ugyan megnd a sejtfelszini receptorszam, azonban ez nem a
konstitutiv internalizaci6 gétldsanak az eredménye. AM251 jelenlétében a CB;R
intracellularis transzportja az agonistaval stimulalt sejtekétdl eltéré endoszémalis tGtvonalra
terelodik.

1. Turu G, Simon A, Gyombolai P, Szidonya L, Bagdy G, Lenkei Z, Hunyady L.: The role of
diacylglycerol lipase in constitutive and angiotensin AT, receptor-stimulated cannabinoid
CBI receptor activity.

J Biol Chem. 2007 16;282(11):7753-7.

Témavezetd: Dr. Hunyady Laszl6 és Dr. Turu Gabor
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NIMODIPIN INDUKALT SZERUM-NOCICEPTIN SZINT MEGHATAROZASA
PATKANY MIGREN MODELLEN.

A trigeminalis ganglion koros aktivacidja feltételezhetd az elsddleges-fejfajasbetegségek
(migrén, cluster) pathomechanizmusaban. A fijdalmas rohamok ¢és a vaszkularis valtozasok
hatterében periférids és centralis szenzitizacid igazolt. Az oOpiat-rendszer kozelmultban
felismert nociceptin-receptora (NOP) ¢és ennek endogén agonistaja (nociceptin; NC)
bizonyitott szerepet jatszik a fajdalom-érzékelésben. A ganglion trigeminale egyes neuronjai
NC-immunopozitivak. Mind cluster-, mind migrén-betegek esetében bizonyitottuk, hogy a
plazma NC szintje szignifikansan alacsonyabb, mint az egészséges személyeké és a NC-szint
funkcionalis kapcsolatban 4ll a fijdalommal.

A migrén modellezésére patkdnyon unilateralis elektromos ingerlést alkalmaztunk Az
intravénasan adott Evans-blue festéknek az agyi ereken 4t a dura materbe jutd mennyiségét
spektrofotometrids moddszerrel mértik. A plazma-mintdk NC-  koncentracidjanak
meghatarozasa validalt '"*I-RIA modszerrel tortént.

Az elektromos ingerlés hatdsara ipsilateralisan a plazma-protein extravazacid szignifikdns
festék-mennyiséget okozott az ellenoldalhoz képest és a plazma-NC szintje szignifikdnsan
csokkent a sham-operalt kontrollok-hoz viszonyitva. A migrén profilaktikus kezelésében
alkalmazott Ca®" csatorna gitld nimodipin megsziintette az ingerlést kovetd festék-
koncentracioban tapasztalt kiillonbséget, tovabba nagyfoki NC szint emelkedést idézett eld.
Eredményeink arra utalnak, hogy trigeminovascularis migrén-modelliink alkalmas a
nimodipin migrén-ellenes hatdsanak bizonyitasara €s a nimodipin intenziv NC-szintet noveld
hatasanak igazolasara.

Témavezetd: dr.Tekes Kornélia
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Deprenyl és szarmazékai kemotaktikus és adhéziés hatasanak vizsgalata Tetrahymena
pyriformis és human monocita (Mono Mac 6) sejteken

Az L-Deprenyl a MAO-B (monoamino-oxidaz-B) enzim szelektiv és irreverzibilis
gatloszere, tovabba dopaminfelszabadito, uptake-gatld, antioxidans és antiapoptotikus hatasat
1s kimutattdk. Ennek kovetkezménye az a neuroprotektiv hatds, melynek révén a Parkinson-
egyéb, nem idegrendszeri betegségek, mint példaul atherosclerosis és daganatok
megeldzéséhez is hozzajarulhat. A sejtadhézid és a migracid fontos elemének, a sejtvaznak a
karosodasat kimutattdk a neurodegenerativ betegségek patogenezisében. A tumor- és a
metasztazis-képzésben szintén kiemelt jelentdsége van a sejtek kitapaddsdnak és

Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy (i) az L-Deprenyl és szdrmazékai milyen
kemotaktikus hatdssal rendelkeznek csillos protozoon és magasabbrendli, monocita sejteken,
(i1) hogyan befolydsoljadk a monocita sejtek letapadasi képességét, (iii) megfigyelhetd-e
Oszefiiggés a molekuldk szerkezete és kemotaktikus, adhézidra kifejtett hatasa kozott.

Vizsgalt ligandjaink kozott szerepelt az L-Deprenyl, a MAO-B enzimet gyakorlatilag
nem gatlo enantiomer parja, a D-Deprenyl; a racém Deprenyl; a TZ-2599a3, TZ-3321-1,
(+)para-fluoro-Deprenyl, (-)para-fluoro-Deprenyl, racém para-fluoro-Deprenyl, JATE-501,
JATE-502 anal6gok; tovabba az L-Deprenyl harom metabolitja, az L-amfetamin, az L-
metamfetamin, és a Deprenyl-N-oxid.

Tetrahymena pyriformis modell-sejtiink kemotaktikus aktivitasat két-kamras kapillaris
kemotaxis assay-vel, mig Mono Mac 6 sejteket (humdn monocita sejtvonal) modositott
gyakorolt hatasat impedanciamérésen alapulé modszerrel (xCELLigence®) hataroztuk meg. E
mérés soran a szigeteld objektumoknak tekinthetd sejtek letapadasuk kovetkeztében
impedanciaemelkedést okoznak, ezt mértiik valdsidejii kovetéssel, 24 oran keresztiil.

Tetrahymena pyriformis sejteken kapott eredményeink szerint az L-Deprenyl 107! M
koncentracioban attraktans hatast volt, mig a MAO-B enzimet nem gatld izomer parja, a D-
Deprenyl gyenge repellens hatadst mutatott. A Deprenyl f6 metabolitja, a metamfetamin
a masik két metabolithoz — nagy koncentracioban (10°-107 M). A vizsgalt Deprenyl
szarmazékok koziil a TZ-2599a3 esetén kaptunk szignifikans attraktans hatast 107! és 107 M
koncentraciokon (170% ¢és 165%). Az L-Deprenyl para fluorozott szarmazéka a vizsgalt
koncentracio6 tartoményban neutralis hatdsinak bizonyult.

Mono Mac 6 sejteken is igazoltuk az L-Deprenyl attraktans hatasat; e detektalt hatés
lényegesen nagyobb volt (400%), mint a csillés modell-sejt esetén tapasztalt, szintén
attraktans hatas (175%). A sejtadhéziéra gyakorolt hatds vizsgalata soran a D-Deprenyl 10”
és 10° M-on is fokozta a Mono Mac 6 sejtek letapadasat, szemben izomer parjaval, mely
rovid tavon — 1-8 éra — leghatasosabban 107> M-on fejtette ki hatasat. A Deprenyl
metabolitok koziil a Deprenyl-N-oxid és a metamfetamin a koncentracioval forditott ardnyban

Osszefoglalas: a Deprenyl szarmazékok kemotaktikus karaktere és adhéziora kifejtett
hatasa igazolhato volt, tovabba bizonyitottuk, hogy modell-sejtjeink érzékenyen reagalnak
mar kis szerkezeti modositasokra is. Feltételezhetd hogy a Deprenyl és egyes szarmazékainak
pozitiv hatasa a sejtek letapadasara és kemotaxisdra hozzajarul a neurodegenerativ
koérképekben kifejtett kedvezd terdpias hatdsukhoz és az attétképzdodés gatlasdhoz.
Témavezetd: Lajko Eszter, Dr. K6hidai Laszlo
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Gyogyszer kotohelyek vizsgalata natriumcsatornakon kiilonb6z6 kotési kinetikaju
vegyiiletek segitségével.

A natriumcsatorna gatlokat széles korben alkalmazzak mint helyi érzéstelenitd, 1. osztalyu
antiarrhytmikum, antiepileptikum, kozponti izomlazitd, neuroprotektiv, stb. vegyiileteket.
Jelenleg is intenziven kutatjdk alkalmazasukat az emlitett, és mas indikaciokban is (pl.
fajdalomesillapitoként, affektiv zavarok ellen).

A natriumcsatorndknak (kilenc részletesen karakterizalt toxin-kotéhely mellett) egyetlen jol
leirt gyogyszer-kotéhelye ismert, az Gn. helyi érzéstelenitd kotdhely. Feltételezik, hogy ide
kotnek a fent emlitett, klinikumban hasznalt natriumcsatorna gatldo gyogyszerek (Ragsdale és
mtsai, 1996), és hogy hatdsukat az inaktivalt allapot stabilizdldsaval fejtik ki. Kimutattak
ugyanakkor, hogy a natriumcsatorna gatlo tulajdonsaggal bird vegyiiletek kémiailag rendkiviil
heterogének (egy ~400 gydgyszermolekulara kiterjedd vizsgalatban a vegyiiletek ~1/4-ét
talaltak hatékonynak — Huang ¢és mtsai, 2006). Nem valdszinii, hogy mindezek a vegyiiletek
ugyanahhoz a kotéhelyhez kotnének. Fontos lenne tehat a kotOhelyeket azonositani; elsd
1épésben tisztazni, hany kotdhely van, és az egyes natriumcsatorna gatld vegyiiletek kémiai
természete, hatdsmechanizmusa jellemz6-e egy adott kdtohelyre.

A kotohelyek vizsgalatat elektrofiziologiai modszerrel kozelitettem meg, rNav 1.2 csatorndkat
expresszalo HEK 293 sejteken végeztem méréseimet, hagyomanyos manudlis patch-clampet,
ill. kisérletek egy részében a QPatch automata patch-clamp rendszert hasznalva. A
kisérletekben azt hasznaltam ki, hogy a kiilonb6zé natriumcsatorna géatloknak tobb
nagysagrenddel is eltér a disszociacios kinetikaja. A flunarizine gyakorlatilag irreverzibilisen
gatol, igen lassti (>1000 s) disszociacidt mutat a crobenetine, kdzepesen lasstut (~100 s) a
fluoxetine, és gyorsat (<20 s) a lidocaine.

Ha egy gyorsan disszocidlo gyogyszer egy lassan disszocidlohoz keverve gyorsitja a gatlasbol
val6 visszatérést a kimosas alatt, akkor a két gydgyszernek vagy kozos kotéhelye van, amiért
versengenek; vagy kiilon kotéhelyiik van, de az egyik bekdtése modositja a masik affinitasat.
Ha azonban két eltérd kinetikaji gyodgyszer egymas kimosodasat nem befolydsolja, akkor
egészen biztosan kiilon kotdhelyiik van a natriumcsatornan.

Eredményeim alapjan kimondhatd, hogy a flunarizin kotéhelye kiilonbozik a helyi
érzéstelenitdé kotohelytdl, de a flunarizin és fluoxetine, a crobenetine ¢és fluoxetine ill. a
fluoxetine és lidokain kotohelyei kozott kdlesdnhatés all fenn.

Eredményeim segitik a kdtdhelyek azonositasat, és kovetkeztetéseket lehet levonni beldliik a
kotohelyek kémiai természetérdl is. Ezek az informaciok a célzott gyogyszer-fejlesztésekben,
molekularis modellezésben hasznosithatok.

Témavezetd: Dr. Mike Arpad
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Modulation of glutamate release by capsaicin in different brain regions

Introduction. Capsaicin, a neurotoxin derived from the chili pepper plant, selectively
activates vanilloid-gated nonselective cation channels (TRPV, receptors). TRPV, receptors
show rapid desensitization and it may be regarded as a protective mechanism against potential
excitotoxicity induced by prolonged exposure with high doses of capsaicin. TRPV| receptors
are present mainly in nociceptive sensory neurons and are involved in pain sensation, but they
are also expressed in neurons of several brain regions, including cerebral and cerebellar
cortex, hippocampus, striatum, substantia nigra and locus coeruleus. In most of these brain
regions capsaicin, via activating presynaptic TRPV| receptors, increases glutamate release.
The aim of the present study was to characterize the effect of capsaicin on the glutamatergic
transmission in two brain regions: locus coeruleus and striatum.

Methods. 200 pm thick coronal slices, containing either the striatum or the locus coeruleus,
respectively, were prepared by a tissue slicer from the brain of young rats (8-14 days old).
Single slices placed in a recording chamber were superfused with artificial cerebrospinal fluid
(aCSF). Medium spiny interneurons of the striatum or noradrenergic neurons of the locus
coeruleus were visualized with an upright microscope and patch-clamp recordings were
carried out on these cells. Patch pipettes (resistance: 3-7 MQ) filled with standard intracellular
solution were used to achieve whole-cell patch-clamp configuration, membrane properties
were detected and controlled by a patch clamp amplifier. Drugs were applied by slow
superfusion. In the presence of bicuculline in the external medium, in order to exclude
GABAergic inhibitory currents, spontaneous excitatory postsynaptic currents (SEPSCs) were
recorded in voltage-clamp configuration from the tested neurons held at a potential of -70
mV. After a 5-min control recording, capsaicin was included in the bath solution for 5
minutes, followed by a 10-min washout-period.

Results. Capsaicin (10 uM), caused a robust, significant increase in the frequency of the
sEPSCs in the locus coeruleus neurons. This effect was maintained during the whole period of
the capsaicin administration. In contrast, 10 uM capsaicin failed to influence the frequency of
the sEPSCs in the striatal interneurons. However, at lower concentration (1 uM), capsaicin
induced a slight, but significant increase in the frequency of the EPSCs in the striatum as well.
However, in contrast to the locus coeruleus, the effect of 1 uM capsaicin disappeared by the
third minute of the capsaicin application in the striatum, probably reflecting the rapid
desensitization of the presynaptic capsaicin-sensitive receptors. All capsaicin effects could be
reversed by the selective TRPV| receptor antagonist capsazepine. The amplitude and the half-
width of the EPSCs was influenced by capsaicin neither in the striatum nor in the locus
coeruleus, suggesting that postsynaptic interactions do not exist between capsaicin and the
ionotropic glutamate receptors in these cell types.

Conclusions. Our results demonstrate the role of capsaicin in the regulation of the glutamate
release in both investigated brain areas. Nevertheless, they also indicate significant
differences in this modulatory action of capsaicin in these brain regions. It might reflect
expression of different capsaicin-sensitive receptor subtypes and/or distinct functional
characteristics of the capsaicin-sensitive receptors (for instance due to splice variants,
heteromerization, phosphorylation state of the receptors). It may be resulted in different
desensitization properties of the native capsaicin-sensitive receptors in the investigated brain
regions of young rats.

Tutors: Dr. Zadori Zoltan, Dr. Kéles Laszlo
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Az endocitozis folyamatanak térbeli és idobeli felbontasa é16 sejtekben

A sejtek receptoraik endocitozisaval, internalizacidjaval képesek valtoztatni a
sejtfelszini receptorszdmot, ami alapvetden meghatdrozza egy adott ligand iranti
érzékenységiiket. Tobb endocitdzis mechanizmus 1étezik, ezek egyike a G-fehérjéhez kotott
receptorok (GPCR) esetében is végbemend, ugynevezett klatrin-medidlt endocitozis.
Napjainkra szamos fehérjét azonositottak, melyek szereppel birnak az endocitozis
folyamatanak 1étrejottében. Ezek tobbsége képes a sejtmembranban talalhat6 inozitol lipidek
kotésére, ami ezen lipidek szabalyozo szerepét veti fel. Ugyancsak ismert a receptor
internalizdci® mechanizmusanak alapvetd folyamata (foszforilacid, P-arresztin kotés, a
receptor eljutasa a klatrin burkos vezikuldba, lefiizddés, korai endoszémakba keriilés);
azonban e folyamat szdmos 1épésérdl, illetve a benne részt vevd fehérjék pontos szerepérdl, a
lipid regulacid részleteirdl ma még igen hianyos a tuddsunk. Tekinetettel arra, hogy
munkacsoportunk kidolgozott egy olyan mddszert, ami alkalmas a sejtmembran inozitol
tartalmanak, pontosabban a legfontosabbnak tiind foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat
mennyiségének valtoztatasara (1), a modszer felhasznalasdval megnyilt az ut a lipid regulécid
részleteinek tisztazasara. Mivel az inozitol lipidek tobb fehérjéhez is képesek kotddni, annak
vizsgélatara, hogy az endocitézis melyik pontjdn fejtenek ki élettanilag fontos hatast,
sziikségessé valt olyan mddszer kidolgozasa, amely alkalmas a folyamat Iépéseinek térben és
idében val6 jobb felbontasara.

Kisérleteink soran az 1-es tipusu angiotenzin II receptor (ATIR) internalizacidjat
vizsgaltuk olyan emlds sejtvonalakban (HEK), amelyek stabilan expresszaljak a vad tipusq,
bizonyos esetekben z6ld fluoreszcens fehérjével is jelolt huméan AT1-es receptort. Ugyancsak
rendelkezésiinkre allt szdmos, szintén fluoreszcensen jeldlt fehérje (B-arresztin-2, B-adaptin-2,
klatrin, Rab5), melyekrdl ismert, hogy az internalizacids folyamat mas-mas pontjain jatszanak
szerepet. Az internalizaci6 folyamatdt a receptor és az emlitett fehérjék kozotti kapcsolat
kimutatasaval igyekeztiink kovetni €16 sejtben. Ehhez egyrészt konfokalis mikroszkopiat, és
kolokalizacidos méréseket, masrészt az ugyancsak molekularis kdlcsonhatdsok kimutatdsara
alkalmas Biolumineszcens Rezonancia Energia Transzfer (BRET) technikat alkalmaztuk.
Ahogy azt munkacsoportunk egyéb sejtekben korabban kimutatta, a BRET technikédval HEK
sejtekben is sikeriilt kimérniink a B-arresztin-2 angiotenzin II adast kdvetd, receptorhoz vald
kotédését. Ezen tulmenden, tovabb vizsgalva az internalizdcié folyamatat egy, a
plazmamembran citoplazmatikus felszinéhez irdnyitott fluoreszcens fehérje felhasznalasaval
sikeriilt kimutatnunk a receptor plazmamembranbdl valé lefiizodését. A Rab5 fehérjével valo
interakci6 vizsgalata soran szignifikdins BRET érték emelkedést kaptunk, ami viszont
megfelel a receptor korai endoszémaba vald érkezésének. Meglepd modon, bar a konfokalis
mérésekbdl egyértelmiien latszik a receptor klatrin burokba jutdsa, BRET méréssel sem az
adaptinnal, sem a klatrinnal valé interakciot nem sikeriilt észlelnlink, aminek oka nagy
valdszinliséggel az, hogy a receptor mas fehérjéket is kothet, ami akaddlyozhatja a
molekuléris kozelség kialakuldsat. Ezt a problémat tovabbi molekulaparok vizsgalataval
kivanjuk megoldani, ugyanakkor eredményeink mar ezen a szinten is lehetévé teszik az
inozitol lipidek regulacios hatasaira irdnyulo6 vizsgalatok elkezdését.

1. P. Varnai, B. Thyagarajan, T. Rohacs, T. Balla (2006). Rapidly inducible changes in
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate levels influence multiple regulatory functions of the
lipid in intact living cells. J Cell Biol. 175(3); 377-82.

Témavezetd: Dr. Varnai Péter
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