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Intracellularis kis G-fehérje aktivalodas vizsgalata angiotenzin hatasmechanizmusaban

Az l-es tipust angiotenzin receptor (AT;R) egy hét transzmembran doménnel
rendelkez0, G-fehérjéhez kapcsolt receptor, amely rendkiviil széles spektrumu jelatviteli
folyamatokat aktival angiotenzin II kotddését kovetden. Az AT R a heterotrimer G-fehérjéken
kiviill kis G-fehérjék (pl. Ras, Rho, Rac) aktivalasan keresztiil is szabdlyoz egyes
sejtfunkcidkat, mint pl. a génexpressziot, aktin citoszkeletont, vezikularis transzportot €s a
mikrotubulus szervezddést. Ezen folyamatok pontosabb megértése alapvetd a
kardiovaszkularis remodelling, endothel diszfunkcié ¢és egyéb patologias torténések
vizsgalataban. Munkahipotézisiink szerint feltételezhetd, hogy az AT R az agonista stimulus
hatasara nemcsak a plazmamembranbol, hanem az internalizalddott receptor intracellularis
kompartmentekbdl is képes jelatviteli folyamatokat aktivalni kis G-fehérjéken keresztiil. A
plazmamembran mikrodoménjei mellett kiilonb6zd intracellularis kompartmenteken (pl.
endoszoémakon, a transz-Golgin, az endoszoémas retikulumon és a mitokondriumok kiilsd
membranjan) vizsgaltuk a kis G-fehérje aktivalodast agonista stimulus hatasara.

A kis G-fehérje aktivalodas kimutatdsara és jellemzésére olyan intramolekularis
szondakat készitettliink, melyek egy polipeptidlancon beliil tartalmazzdk az 6sszes sziikséges
komponenst, melyek miikodését az el6z6 évben mutattuk be. Kisérleteinkhez ezen
szondaknak (RasBRET, RhoBRET) a kiilonb6z6 intracelluldris kompartmentekhez iranyitott
verzioit, valamint a kiilonb6z6 szondak intermolekularis variansait készitettiik el. Ezen
szonddk felhasznalasaval vizsgaltunk kis G-fehérje aktivalodast biolumineszcencia rezonancia
energiatranszfer (BRET) mddszeren alapuld vizsgalatokkal, melyek kivitelezéséhez
specialisan nagy érzékenységili Berthold Mithras multilabel readert hasznéaltunk. Konfokalis
mikroszképpal ellendriztiik, hogy a kiilonbozé intracellularis, illetve plazmamembran
kompartmentekbe iranyitott szonddk lokalizacidja megfelelt az elzetesen vartaknak. A
plazmidokat HEK293 epitél sejtekben expresszaltuk és miikodésiiket epidermalis novekedési
faktor vagy angiotenzin II stimulus hatasara vizsgaltuk. A kisérleti felallasunkban a BRET-jel
novekedése kis G-fehérje aktivalodast jelez. A sejteket 24 oraval a vizsgalatok eldtt a
szondakat tartalmaz6 plazmidokkal transzfektaltuk 96-lyukt edényekben és €16, adherens
sejteken végeztiik a BRET mérést 6 6ras szérum-megvonast kovetoen.

Ezen szondédk segitségével sikeriilt nemcsak a plazmamembranon, de a sejten beliil is
szignifikans kis G-fehérje aktivalodast kimutatnunk a transz-Golgi, endoplazmatikus
retikulum, illetve mitokondriumok  kiils6 membranjan. Kiilonb6z6  AT;aR-ok
koexpresszidjaval (vad tipust; mutans, mely nem képes internalizalddni; illetve muténs, mely
képtelen heterotrimer G-fehérjét aktivalni) ellendriztiik, hogy a kapott intracellularis
aktivalodas a plazmamembran eredetli, vagy az internalizadlodott receptorok milkddése
hataséara jon-e létre. Adataink arra utalnak, hogy a Golgin és endoplazmatikus retikulumon
kapott aktivalodas a plazmamembrannal all kapcsolatban, mig a mitokondriumok esetében az
internalizalt receptorok okozzak a kis G-fehérje aktivalodast. A BRET méréssel kapott
eredményeinket egyedi sejtek képalkoté eljarassal torténd vizsgalatara alkalmas
fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) mérésekkel is megerdsitettiik.

Eredményeink szerint ezen bioszenszorok alkalmasak novekedési faktorok, hormonok
szignalizaciojanak vizsgélatira, valamint a szonddk irdnyitdsdval kiilonb6z6 intracelluléris
kompartmentekben vizsgalhatjuk kis G-fehérje jelpalyak mikodését.

Témavezetok: Dr. Balla Andras, Dr. Hunyady Lasz16



Haraszti Réka Agnes AOK III., Mihaly Zsuzsa AOK III.
Semmelweis Egyetem, 1. sz. Gyermekgyodgyaszati Klinika, Budapest

TOP2B expresszio, mint biomarker a topoizomeraz inhibitorokkal szembeni
rezisztencia kialakulasaban

Bevezeto

A topoizomerdzok a cukor-foszfat lanc hasitdsaval a DNS szadlban 1év6 fesziiltségeket
megsziintetik, ezaltal a szorosan feltekeredett DNS kettds spirdlt a DNS replikdcidohoz és
transzkripcidhoz meglazitjdk. A topoizomeraz 2 mindkét szalat képes egyidejiileg hasitani, s
ezzel negativ szupertekercseket létrehozni. A topoizomerazok kedvelt célpontjai a
daganatellenes kemoterapidknak, gatlasuk altal proliferaciogatlas érhetd el daganatsejtekben.
Topoizomeraz-gatlokra rezisztens sejtvonalakon a TOP2B gén expresszidja csokken. A gén
lehetséges szerepe a kemorezisztencia 1étrejottében azonban még tisztazatlan.

Kérdésfelvetés

Kutatésaink soran arra kerestiik a valaszt, hogy a TOP2B gén expresszidjanak csokkentése
l1étrehozhat-e rezisztenciat egy topoizomeraz-gatld szerrel szemben.

Modszerek

Vizsgalatainkhoz human MCF-7 mellrak sejtvonalat hasznaltunk. A sejteket hetente passage-
oltuk, 37C-on, 5% CO2 tartalom mellett tenyésztettiik 10% FCS-el kiegészitett L-15-0s
tapoldatban. A sejtekbdl RNS-t Rneasy Mini kit (Qigen) segitségével izolaltunk,
Superscript I Revese Transcriptase (Invitrogen) segitségével cDNSt szintetizaltunk beldle,
melyet PCR-rel detektaltunk Taq DNA Polimerase (Invitrogen) felhasznalasaval. A PCR-rel
a TOP2B génen a kotéshelyek a forward primer esetében a 3151., a reverse primer estében a
3329. nukleotidnal taldlhatok. Az siRNS tervezéséhez a Dharmacon és Ambion szoftvereit
hasznaltuk. Az RNAI oligot SIPORT-NeoFX (Ambion) transzfekcios reagens segitségével
juttatuk a sejtekbe, a tapoldatot 20 6ra mulva L-15 médiumra cseréltiik az aspecifikus toxikus
hatas elkeriilése céljabol. A sejteket az elsé napon doxorubicinnal kezeltik. Az RNAi
aspecifikus letdlis hatdsainak vizsgdlatara hasznalt scramble kontroll patkanyspecifikus gén
kititésére alkalmas siRNS-t tartalmazott. A sejteket Casy automata sejtszamlaloval
szamoltuk le a transzfekciot kovetd 4. napon. A haromszori ismétlés eredményei kozotti
kiilonbség szignifikancidjat t-probaval hataroztuk meg.

Eredmények

A tervezett RNAi primerek az 1912. helyre kotnek, hosszuk 22 nukleotid. A génkilités
sikerességét RT-PCR segitségével sikeresen detektaltuk. Eredményeink szerint a
doxorubicinnal kezelt ill. nem kezelt sejtek szama kozotti ardny parental sejtek esetében
14,69+3,7%, RNAi-vel géncsendesitett sejtekben 78,75+11,45%, rezisztens sejtek esetében
82,58+12,02%. A parental és a géncsendesitett sejtek kozotti kiilonbség szignficikanciaszintje
p<0,001, a géncsendesitett sejtek és rezisztens sejtek pedig hasonloak (kiilonbségiikre
p=0,58). A scramble kontrollal kezelt sejtekben hasonlé hatds nem volt megfigyelhetd.
Diszkusszié

Eredményeink alapjan a TOP2B expresszidjanak csokkenése tumoros sejtekben a
topoizomeraz inhibitorokkal szembeni rezisztencia egyik oki tényezdje lehet. Mas
topoizomerazok (pld. TOP2A) vizsgalata sziikséges, hogy a TOP2B szerepének mértékét meg
tudjuk hatarozni.
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Az 1-es tipusu diabetes genetikai hatterének vizsgalata; a CTLA4 gén genomikus
szabalyozasa és az 1-es tipusu diabetes mellitus

Az autoimmun mechanizmusu 1-es tipusu diabetes mellitus (T1D) a pancreas B-
sejtjeinek pusztuldsa miatt kialakult inzulinhiany kovetkeztében jon létre. A [B-sejtek
pusztuldsa genetikailag fogékony személyekben kornyezeti faktorok hatasara beinduld T-sejt
medialt immun-folyamat soran valosul meg. A betegség f0 genetikai hajlamositdja a HLA
szuperlokusz [1, 2], minor hajlamositd gének koziil az inzulin gén, a PTPN22 gén, az IFIH]
gén, az IL2RA gén és a CTLA4 gén ismertek. A citotoxikus T-limfocita antigén 4 (CTLA4) a
T-sejt aktivacido fontos regulatora [3]. Két izoformaja ismert, a teljes hosszlisagu és a
szolubilis forma. A két izoforma expresszids szintjét a gén 3' régidjaban taldlhato CT60
génpolimorfizmus kiilonb6zé populdciokban eltéréen szabalyozza. Korabbi eredményeink
igazoltak, hogy magyar populacidoban a CTLA4-CT60 polimorfizmus asszocialt az 1-es tipust
diabetes-szel.

a CT60 génpolimorfizmus expressziora, illetve alternativ splicingra kifejtett hatasat
egészséges €s 1-es tipusu diabeteses mintdkon.

Vizsgalatainkhoz 59 egészséges ¢és 38 TID mintat hasznéltunk. A genotipusok
meghatarozasat Tagman® rs3087243 genotipizald assay-vel végeztiik EDTA-s vérbdl izolalt
genomialis DNS-en. A génexpresszios analizishez slirliséggradiens centrifugélassal
Histopack-1077 segitségével periférias vérbdl mononukleéris sejteket (PBMC) szeparaltunk.
RNS izolalas és cDNS iras utan a két izoformat SYBR Green modszerrel real-time PCR soran
kvantitaltuk.

Az AG ¢és GG genotipusok esetén a szolubilis és a teljes hossziisagu izoforma
expresszios szintje nem kiilonbozott szignifikdnsan betegek és egészségesek kozott. A
protektiv. AA genotipusti mintdkban a szolubilis illetve a teljes hosszusagu forma mRNS
szintjeinek aranya szignifikdnsan magasabbnak mutatkozott, mint a hajlamosito GG
genotipusu mintdkban mért arany.

Eldzetes asszociaciods vizsgalatainkra alapozva kimutattuk, hogy magyar populécioban a
CTLA4 gén CT60 polimorfizmusa befolyasolja a gén izoformdinak expresszids szintjét
PBMC-ben. A mérések soran megfigyelt expresszios kiillonbségek ramutatnak, hogy a
kiilonb6z6 izoformak fontos szerepet jatszhatnak az immunregulaciés folyamatokban 1-es
tipust diabetesben.
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Az antiviralis kezelés hatasa a hepatitis C virus genetikai variabilitasara

A kronikus hepatitis C virusfert6zés globalis kozegészségligyi probléma, vilagszerte
170 milli6 fertdzott €1, ami a lakossag 2-3%-a. Magyarorszag a kdzepesen fertdzott orszagok
soraba tartozik, a fertézottek szama 70 ezerre becsiilhetd. Vakcina nem all rendelkezésre, €s a
jelenleg legeredményesebb pegildlt interferon-alfa €s ribavirin kombinalt kezelés is csak a
betegek kb. felénél hoz gyogyulast.

A jelen tanulményban azt vizsgaltuk, hogy a virusellenes kezelés milyen hatassal van

Aktiv HCV betegektol két kiillonb6z6 idépontban vettiink mintékat, egyet az interferon
kezelés eldtt (1.) és egyet utdna (2.). A savobol kivontuk a nukleinsavat, majd reverz
transzkripcié utdn nested PCR-t végeztiink a 2 kiilonbozo régid primereivel. A kapott
termékeket szekvendltuk és az 1. és 2. minta szekvencidit hasonlitottuk Gssze.

Az 5’UTR nemkodold, nagyon konzervativ régional nem talaltunk valtozast a betegek
kezelés elbtti és utani szekvencidi kozott.

Az NS5b régional, mely a virus RNS polimerazat koédolja, talaltunk nukleotid
eltéréseket a betegek kezelés eldtti és utani szekvencidi kozott, melyek azonban aminosav
eltérést nem okoztak. Az eddigi vizsgalataink alapjan nem mutathaté ki 6sszefiiggés a kezelés
eldtt ill. utan vett vérbol vizsgalt virusok NS5b régidjanal talalt nukleotid kiillonbségek szama
¢s az eltelt id6 kozott.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a nukleotidvaltozasok pontos szerepének
tisztazasara.
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»Pulsed-field” gélelektroforézis (PFGE) optimalizalasa Taguchi-modszerrel
Streptococcus pneumoniae esetében

Kérdésfelvetés: Az epidemioldgiai vizsgalatokban nagy jelentdsége van a baktériumok
genotipizalasanak, azaz rokonsagi fokuk megallapitdsanak, aminek segitségével pl. a
rezisztens klonok terjedése jol nyomon kovethetd. A Streptoccocus pneumoniae esetében a
nemzetkozileg is hasznalt ,,gold standard” modszer a ,,Pulsed-field” gélelektroforézis (PFGE).
A PFGE azonban nem miikddik egyforman jol a kiilonbozd torzsek esetében, sokszor
tobbszori ismétlésre van sziikség, ami sok idot és pénzt emészt fel. Hogyan lehetne
hatékonyabba tenni a modszert? Erre a kérdésre kerestiik a valaszt az eljaras 1épéseinek,
beallitasainak optimalizalasa soran.

Mbdszerek: Az optimalizalashoz a hasonléan bonyolult rendszerekhez (ELISA',
multiplex PCR?) korabban mar sikeresen hasznalt Taguchi-médszert valasztottuk. Ennek
lényege, hogy 6 paraméter kiilonboz6 értékeit bizonyos statisztikai rendszerben kombinalva,
azok fliggetlen hatdsa mindossze 18 kisérletbdl értékelhetd. A PFGE 1épései az eredeti
beallitds szerint a kovetkezOk: 1. Baktérium szuszpenzio készités véres agarrdl, ,.cell
suspension” pufferrel; 2. A baktérium bedgyazasa agaroz ,,plug”-okba (plug agar6dz készités
EC lizis pufferrel); 3. Lizis-1: sejtfal bontas lizozimmal 37°C-on és RNS-mentesités, 3 ora; 4.
Lizis-2: fehérje-mentesités, ON (,,overnight” = 18-20 6ra); 5. Moséasok; 6. Emésztés
restrikcios enzimmel, 4 ora; 7. Futtatas, 21 ora; 8. Gél analizis. A kisérletek soran valtoztatott
paraméterek a kovetkezOk voltak: baktérium szuszpenzid készitése 1 vagy 2 véres agarrol,
vagy BHI-bdl (,,brain heart infusion” tapleves), illetve eredeti pufferrel, SDS-sel (natrium-
lauril-szulfat), PBS-sel (foszfat puffer), EDTA-val (etilén-diamin-tetra-ecetsav); Plug agar6z
készitése: EC lizis puffer-rel, PBS-sel, TBE-vel (TRIS-borat-EDTA), SDS-sel, TE-vel (TRIS-
EDTA), TAE-vel (TRIS-acetat-EDTA); Lizis-1: lizozimmal 37°C-, 25°C-, 52°C-on,
litikazzal, SDS-sel, EDTA-val kiilonb6z6 ideig; Lizis-2: 1 6ra, 36ra, ON; Emésztés: 206ra,
46ra, ON.

Eredmények, kovetkeztetések: Baktérium szuszpenzid készitése 1 plate-r6l és BHI-bdl
hasonldan jo eredményt adott, a szuszpendalasra az eredeti pufferen kiviil PBS és EDTA is
hasznalhat6, SDS viszont nem. A plug agar6z EC lizis pufferrel, PBS-sel és TBE-vel is
készithetd, SDS viszont erre sem volt alkalmas. A sejtfal feltarasa lizozimon kiviil litikazzal
és SDS-sel is miik6dott, s6t a lizozim nem csak 37°C-on, hanem 25°C-on is aktiv volt. Sem a
lizis-2 id6ének, sem az emésztési idonek nem kell ON-nak lennie, elég 3 illetve 4 ora is, ezaltal
a folyamat jelentdsen lerovidithetd.

Publikacidk: 'Cs. Jeney, O. Dobay, A. Lengyel, E. Adam and 1. Néasz (1999): Taguchi
optimisation of ELISA procedures. Journal of Immunological Methods, 223:137-146.
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(in press).
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erer

Az agykéreg fejlodése Osszetett folyamat, melynek fobb részei: a progenitor sejtekbol
valo ideg- ¢és gliasejtképzOdés, ezen sejtek migracioja, a neuronhalozatok kialakulasa és a
neuronhalézatok aktivitasfiiggd valtozasa. Az agykéreg neuronjai két helyrdl szarmaznak: a
palliumban a ventricularis zonabol (VZ) €s a subpalliumban a gangliondombok ventrikularis
z6ndjabol. A pallium ventricularis zondjaban proliferalodo sejtek pialis irdnyban vandorolnak
(radidlis migracio) és serkentd neuronokka, illetve a késObb o0sztddd progenitorok utoddai
gliasejtekké differencidlodnak. A gangliondombokbdl eredd, késdbb gatld interneuronokka
differencialodd progenitorok eldszor tangencialisan vandorolnak a gangliondomboktol
ventralisan lateralis irdnyban, majd a cortexet elérve annak margindlis és intermedier
zongjaban. Ezutdn a serkentdsejtekhez hasonldéan radidlis migracidval érik el a végso
helyiiket.

A cadherinek Ca""-fiiggd sejtadhéziés molekulak, melyeknek kritikus szerepe van a

crer

crer

crer

Kisérleteim sordn meghatdroztam az N-cadherin expresszios mintdzatat a felnétt és a
fejlodé egéragyban RNS és fehérje szinten. Ezenkiviill megvizsgaltam a CamKlla
(glutamaterg sejtek) és a GAD65 (GABAerg sejtek) mRNS-ével valod kolokalizacidjat kettds
in situ hibridizaciéval. Kimutattam, hogy az N-cadherin expresszidé a felnétt, sot mar az
Ujsziilott egér agyaban is hidnyzik a GABA-erg sejtek bizonyos populacioibol, valamint azt,
hogy a gangliondomb ventrikularis zonaja és a jovébeni striatum kozotti migracidos zénaban
az N-cadherin expresszi6 szignifikansan lecsokken.

Az N-cadherin funkcio6jat kétféle moédon vizsgalom. (1) Transzgénikus egértorzs elo-
allitdsaval, amelyben a gangliondomb-specifikus expressziot irdnyitd dIx1/2 gének kozos
enhancerének segitségével kifejeztetjiik az N-cadherint a migralé interneuron progenitorok-
ban. Itt elvégeztem a klonozasi munkékat, amelynek soran az enhancert tartalmazo plazmidba
(M.Ekker, Ottawa, Canada) klonoztam az N-cadherin myc tag-gel ellatott cDNS-ét
(m1/2Ncadmyc). A myc tag-re az altalunk bejuttatott és az endogén Cdh2 megkiilonboztet-
hetésége miatt volt sziikség. A transzgénikus egérvonal alapitoit az MTA KOKI Orvosi
Géntechnologiai Részlege allitotta eld mikroinjektalassal. Jelenleg a transzgénikus vonalak
1étrehozasa és vizsgalata folyik, amelynek keretében a genotipizalast és a keresztezéseket
szintén én végzem. A funkcio vizsgalatdhoz a legerdsebb expressziot mutatd vonalat a szintén
a laboratériumunkban korabban eldallitott GAD65-GFP vonalhoz keresztezve az N-cadherin

(2) Tovabba egy szomatikus géntranszfer eljarast is meghonositottam a laborban: az in
utero elektroporaciot. Az elektroporalt sejtek azonositdsdhoz eldallitottam az ml1/2eGFP
plazmidot. Az m1/2Ncadmyc és az m1/2eGFP plazmidot egyiitt, illetve csak az m1/2eGFP-t
kiilon injektdlom E13.5 napos feltart, de in utero egérembriok telencephalikus agykamrajaba,
majd az injektalast kovetden elektroporalassal (egyenaramu elektromos impulzusok: 60V, 5
pulzus, t=50msec, 1Hz) juttatom a plazmidokat a ganglionbomb sejtjeibe. Az embridkat
tartalmazd méhet az anyaba visszahelyezem ¢és a sebet lezarva 3 napig hagyom oket fejlodni.
Ekkor az embridk agyat kipreparalom és vibratommal lemetszem, majd az ektopikus N-
cadherin expresszionak a migraciora gyakorolt hatdsat analizalom statisztikai modszerekkel.

Témavezetd: Dr. Lele Zsolt, Csoportvezetd: Dr. Szabé Gabor



Mihaly Zsuzsanna AOK III., Haraszti Réka, AOK III.
Semmelweis Egyetem . Gyermekklinika Kutatolabor

PSMBY7 szerepe a doxorubicinnal szembeni rezisztencia létrejottében

vele szemben kialakulo kemorezisztencia a terapia hatékonysaganak csokkenését
eredményezi. A kemorezisztencia eldrejelzésére idaig tobb markert javasoltak, melyek koziil
a PSMB7 gént tobb kordbbi microarray kutatdsban azonositottak. A PSMB7 gén terméke a
proteoszéma P alegységét alkotja, eddigi szerepét a doxorubicin rezisztencidban még nem
vizsgaltak. A gén doxorubicin rezisztens sejtvonalakban szignifikdnsan feliil expresszalodott,
ezért felvetddik az oki szerepének lehetdsége a rezisztencia 1étrejottében.

Kutatésaink célja megvizsgélni, vajon a PSMB7 gén RNAi-vel valo csendesitésének van-e
hatasa doxorubicin-rezisztens sejtvonalak kemorezisztencidjara.

Felhasznalt moédszerek. A vizsgalat soran MCF-7-RAdr sejtvonalon dolgoztunk. A sejteket
0.01 mg/ml doxorubicint tartalmaz6é L15-ben, 37C-on, 5% CO»-t tartalmaz6 kornyezetben
tenyésztettiik. Az RNS-t Qiagen RNeasy kittel izolaltuk, a gén expresszidjat RT-PCR-el
mértiilk. RNA1 oligokat a Dharmacon szoftvereivel terveztiik, és Ambion siRNA construction
kit-el szintetizaltuk. A transzfekciot siPort Neofx transzfekcids reagenssel végeztiik. Seeding
utan lh-val tortént RNS interferencia, 24h-val késobb gyogyszeres kezelés. Leolvasas 72
oraval kés6bb tortént Casy automata sejtszamlaldval, haromszori beméréssel. A vitalis sejtek
aranyanak lemérése az Osszes sejt ardnyaban ugyancsak Casyval tortént. A kisérlet
haromszori ismétlése alapjan statisztikai szamitasok elvégzése t-probaval tortént.

Eredmények. AZ RNAI oligo az 548-adik nukleotidndl kot be a 5. exonon. A rezisztens
sejtvonalak a doxorubicin kezelés hatasara 30,60%+31,2%-ban maradnak meg. A PSMB7
siRNA-val kezelt rezisztens sejtvonalak doxorubicin kezelés hatasara 5,87%+10,2% -ban
maradnak meg, ami t-probdval p= 0,034661 értékii szignifikanciaval tér el az RNAi-vel nem
kezelt sejtektol. A doxorubicin szenzitiv sejtvonalak 9,67%=+14,5%-ban maradtak ¢életben a
doxorubicin kezelés hatasara, ami a PSMB7 siRNA kezelt rezisztens sejtek doxorubicines
kezelésii sejtvonalainak vitalitasatol nem tért el szignifikansan (p=0,42).

Diszkusszid. Eredményeink alapjan a PSMB?7 feliil expressziojanak géncsendesitéssel torténd
megsziintetése a rezisztens sejtekben a rezisztenciat csokkenti. A gén expressziojat rezisztens
betegekbdl nyert tumormintdkon kellene vizsgalni ahhoz, hogy klinikai szignifikancit
lehessen becsiilni.

Témavezetd: Dr. GyOrffy Balazs
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Uj szereplék a cirkadian ritmus szabalyozasaban: a RAS és a ROS

A cirkadian ritmus lehetdvé teszi, hogy szervezetiink elére felkésziiljon a kiilsé
tényezok periodikus valtozasaira ¢és igy ¢életmiikodéseink ritmusa Osszhangba keriiljon
kornyezetiink napszaki valtozasaival. Klinikai és kisérletes megfigyelések sora utal arra, hogy
ennek az adaptacios képességnek a zavara csokkenti a kdrnyezeti stressz-hatasok iranti
toleranciat, és ez szamos betegség (pl. egyes rosszindulati daganatok, a metabolikus
szindroma és a bipolaris betegség) kialakuldsara hajlamosit.

A cirkadian ritmus létrehozdsaért egy sejt szinten miitkodé molekuléris oszcillator
felelds. Az oszcillator alapjaul szolgald szabalyozasi kor minden eukaridtdban hasonld
torvényszeriiségek  szerint  éplil  fel, ezért  célszeri  mikodését — egyszerii
modellorganizmusokban vizsgalni. Az altalunk alkalmazott modellorganizmus a Neurospora
crassa nevll gomba. Az oszcillaitor miitkodésének alapja egy transzkripcids-transzlacios
visszacsatolasi hurok. Neurospora-ban a visszacsatolasi hurok serkentd (pozitiv) eleme a
White Collar-1 (WC-1) és White Collar-2 fehérjékbdl allo komplex (WCC), a negativ
visszacsatolasért felelds eleme pedig a Frequency (FRQ) fehérje. A WCC egyben a
Neurospora primer fényreceptora és ezaltal a cirkadidn ora fénybemeneti komponense is.

Neurospora-ban a cirkadian o6ra egyik f6 kimenete és egyben az oOramiikodés
indikatora a ritmusos spoéraképzés. Ez a ritmicitas vad tipusu torzsben csak reaktiv oxigén
szabadgyokok (ROS) jelenlétében valik kifejezetté. A ROS-hoz hasonldan kifejezetté teszi ezt
a ritmust a Ras-1 kis G-fehérje aktivitasat fokozo mutécio jelenléte is.

Kisérleteinkben e két, a cirkadian 6ra kimenetét alapvetéen meghatarozd faktor
szerepét, illetve azok egymasra hatasat vizsgaltuk. Jellemeztiik a konidizacid6 ROS-fiiggését
allando koriilmények mellett, illetve a természetes koriilményeket modellezd fény-sotétség
ciklusok sordn. Vizsgaltuk egy olyan torzs cirkadidn 6rdjanak viselkedését, amelyben egy
Rasgef (guanine nucleotide exchange factor) homoldég gén hidnyzik. Amennyiben e gén
terméke a konidizacidé ritmusénak szabalyozasaban szerepet jatszo Ras aktivitasat noveli,
hianyaban a ritmus gyengiilése varhato.

A cirkadidn fenotipus jellemzésére a Neurospora-t szilard taptalajon novesztettiik, és a
sporaképzés ritmusat denzitometridsan elemeztiik. Western blot technikéval vizsgaltuk a
fehérjeexpressziot és —foszforilaciot. A génexpresszid kovetéséhez RNS-t preparaltunk,
cDNS-s¢ irtuk at és real time PCR mérést végeztiink.

Megallapitottuk, hogy fény-sotétség ciklusokkal ROS hianydban is el6hivhato a
konidizacids ritmus, ugyanakkor a ROS koncentracio-fiiggé modon befolyasolja a folyamat
fazisat, azaz megjelenésének iddpontjat. Alacsony ROS koncentraciok mellett a Rasgef
génhianyos torzsben sporaképzési ritmus nem volt detektalhaté. Ugyanakkor a molekularis
ora milkddése a génhidnyos torzsben is kimutathato volt. Két, fényre indukéalodd gén
expresszidjanak mintazata pedig arra utalt, hogy a WCC fényreceptor funkciojat a mutacio
nem befolyésolta.

Kisérleteink soran a cirkadian ora egy uj kimeneti komponensének, egy RasGEF -nek
a szerepét azonositottuk. Eredményeink szerint, a Neurospora Orajanak ROS iranti
érzékenységét alapvetden meghatarozza ezen RasGEF mitkodése.

Az eldadasban elhangzd eredmények tujak, a munkacsoport korabbi kozleményei
azokat nem tartalmazzak.

Témavezetd: Dr. Kaldi Krisztina, Gyongyosi Norbert
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Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai €s Pathobiokémiai Intézet

Az oxidativ stressz gatolja a hésokk valasz indukcidjat és a stresszadatptaciot -
az RNS metabolizmus potencialis szerepe

Az oOregedés az adaptacios képesség progressziv csokkenéseként is felfoghatd. A
stressz adaptacio az életkor eldrehaladtaval romlik, ennek egyik példdja a hdsokk vélasz
indukalhatésaganak iddéskori visszaesése. A hodsokk vélasz biztositja a fehérjék nativ
jatszik az akut stresszt kovetd tulélésben, valamint a maximalis élettartam meghatdrozasaban.
Az Oregedés talan legfobb koroki tényezdje az oxidativ stressz, azonban a hdsokk vélaszra
kifejtett hatasa kevéssé vizsgalt.

Munkam soran arra a kérdésre keresem a vélaszt, vajon hogyan befolydsolja az
oxidativ stressz a hdsokk-rendszer indukalhatésagat. A kérdés megvalaszolasdhoz két
modellrendszert alkalmaztam. COS-7 sejteken a hdsokk vélasz marker Hsp70 fehérje szintjét
aramlasi citometridval €s Western blottal vizsgaltam, Caenorhabditis elegans-on pedig
héstressz utdni talélést (termotoleranciat) mértem. A hidrogén-peroxid (H,O,) kezelés
jelentésen €s koncentraciofliggden gatolta a Hsp70 fehérje expresszidjat COS-7 sejtvonalon,
ugyanakkor nem volt hatdsa a fehérje lebomlasara (turnoverére). A hdsokkfehérje szint
csOkkenésével 0sszhangban C. elegans fonalférgek eldzetes oxidativ kezelése csokkentette az
allatok magas hémérsékleten vald talélését, a Hsp 16.2 hdsokkfehérje promodterének
aktivalodasat azonban nem gatolta. Eredményeim arra utalnak, hogy a gatlds nem
transzkripcionalis, €s nem poszttranszlacidos szinten valosul meg. Felmeriil az RNS
metabolizmus (pl. az RNS interferencia) szerepe, amellyel kapcsolatos kisérleteim sejteken és
C. elegans-on folyamatban vannak.

Eredményeim alapjan a fokozottan oxidativ kornyezet gatolja a stresszadaptaciot, igy
az oxidativ stressz és a szabadgyokok eddig még nem ismert, dregitdé mechanizmusat tartuk
fel.

Témavezetd: Dr. Toth Marton, Dr. S6ti Csaba



Téth Szilvia AOK V.
Semmelweis Egyetem, Elettani Intézet, Budapest

A Nox4 NADPH-oxid4az miikodésénak vizsgalata fibroblaszt sejtekben

A NADPH-oxidazok a molekularis oxigént szuperoxid gyokké redukaljak, mikozben az
altaluk kotott NADPH molekula oxidalodik. Az igy keletkezett szuperoxid gyok enzimatikus
¢s nem enzimatikus uton alakulhat &t hidrogén-peroxiddéd, melynek tovébbalakuldsa soran
tovabbi valtozatos reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) keletkezhetnek, mint példaul HOSCN,
HOCI vagy OH-. A maig azonositott hét NADPH-oxid4z izoforma (Noxl1, Nox2, Nox3,
Nox4, Nox3, illetve Duox1, Duox2) igen sokféle élettani folyamatban vesz részt. Tobbek
kozott szerepet kapnak a fagocitdk oxigén dependens 616 mechanizmusaban (Nox2), a
belsofiil embriondlis fejlodésében (Nox3), vagy a pajzsmirigy hormonok szintézisében
(Duox2). Az enzimcsalad tobb tagjanak, igy az altalunk vizsgélt Nox4-nek a funkcioja sem
ismert még pontosan.

A NADPH-oxid4azok koziil tobb csak mas fehérjékkel komplexet alkotva képes ROS
termelésre. A Nox2 és Nox3 molekuldk aktivitdasa példaul p22P"* dependens, s6t a Nox2
szerkezeti stabilitisahoz is igényli a p22°"* membranproteinnel val6 molekuléris
kolesonhatast. A valdszintileg konstitutivan miikodé Nox4 fehérje esetében is aldtdmasztja
szakirodalombeli adat azt a feltevést, hogy aktivitdsa p22P"*-fiiggé. Ezt azonban eddig csak
heterolog expresszids rendszereken vizsgaltak. Kisérleteinkkel arra a kérdésre kerestiik a
valaszt, hogy a Nox4 fehérje aktivitasa olyan sejtekben is p22P"*-fiiggé-e, melyekben a Nox4
protein endogén médon fejezodik ki.

Irodalmi adatokbol ismert volt, hogy a fibroblaszt-myofibroblaszt 4talakulas soran Nox4
dependens modon termelddik H,O,. Ezt vizsgaltuk human aorta fibroblaszt sejteken, melyek
myofibroblaszttd alakuldsat TGF-B1 kezeléssel indukaltuk. Az indukci6 hatisara az Amplex
red assay-vel mért H,O, mennyiség és a reverz transzkiptaz-PCR technikédval detektalt mRNS
mennyiség parhuzamos valtozast mutatott: az irodalmi adatoknak megfeleléen az indukciot
kovetd 24 oraban folyamatosan nétt. Azt, hogy az altalunk detektalt HO, valoban Nox4 altal
katalizalt reakciobdl szarmazik, siRNS-sel végzett kisérlettel vizsgaltuk. A sejtek Nox4
ellenes siRNS-sel valo transzfektalasat kovetben az aorta fibroblasztok H,O, termelése nem
indukalddott TGF-B1 kezelés hatasara. Laborunknak rendelkezésére alltak Nox4 knock-out
egerek is, s ezért a kapott eredmények tovabbi megerdsitésére ezek farok fibroblasztjaibol
szarmazo primer sejttenyészeten is megmértiik a H>O, termelést. A termelt H,O, mennyisége
ebben az esetben sem noétt TGF-B1 indukcidora annak ellenére, hogy a fibroblaszt-
myofibroblaszt dtalakulds megtortént.

Miutan bedllitottuk a fenti fibroblaszt-myofibroblaszt sejtkultura modellt, vizsgalni
kezdtiik, hogy a Nox4 aktivitasihoz sziikség van-e p22P" fehérje jelenlétére. A fibroblaszt
sejtekbdl szarmazo teljes sejtlizatummal végzett Western blot eljarassal a p22™ fehérjét nem
tudtuk detektalni. Ezért ezt kovetden mRNS szintjén vizsgaltuk a p22°" jelenlétét a
fibroblaszt sejtekben. RT-PCR technikéaval kimutathato volt a p22P™* fehérjét kodolo mRNS,
azonban mennyisége TGF-B1 indukcié hatisara nem nétt. A fibroblaszt sejtek p22P™* ellenes
siRNS-sel torténd kezelése a p22P" fehérjét kodolo mRNS mennyiségét jelentdsen
csokkentette (~5%-ra), viszont a TGF-B1 indukciéra bekdvetkezd H,O,-termelés-novekedést
nem befolyasolta. Ezek az eredmények azt valdsziniisitik, hogy a korabbi feltevésekkel
ellentétben a Nox4 ROS termelése nem p22P"*-fiiggs.

Az eléadas témajaban a témavezetom altal megjelentetett publikacio:

Identification of renox, an NAD(P)H oxidase in kidney; Geiszt M, Kopp JB, Varnai P, Leto
TL.; Proc Natl Acad Sci U S A. 2000 Jul 5;97(14):8010-4.
Témavezetok: Dr. Péterfi Zalan, Dr. Geiszt Miklos
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Streptococcus pneumoniae hordozas felmérése ovodasok kozott

Célkitlizés: A Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) esetében kiilondsen nagy
jelentdsége van a baktérium tiinetmentes hordozasanak, a hordozdk jelentik a fert6zés
elsédleges forrasat. Elete soran mindenki valamikor pneumococcus hordozévé vélik. Felnétt
korban a hordozas aranya 5-10%, mig a kisgyerekek kozott ez akar 50-100% is lehet. A
konjugalt pneumococcus vakcina (Prevenar) idén oktdberben valt a 2 év alatti gyerekek
szamara ingyenessé, ami azt jelenti, hogy varhatéan ugrasszertien megné a beoltottak szama.
Ez az oltds bizonyitottan hat4ssal van a hordozésra is. Ezért kiilondsen fontos, hogy képet
kapjunk az 6vodaskort gyerekek pneumococcus hordozasardl még az oltas elterjedése elott,
anndl is ink&bb, mert hasonl6 vizsgalat Magyarorszagon korabban még nem tortént.
Modszerek: Harmincnégy szegedi dvodas orrabdl izolalt pneumococcus felmérését végeztik
el. A torzseket el@szor a fajra jellemzd autolizin enzim kimutatisara szolgald lyt4 PCR-rel
ellendriztiik. A szerotipizalas Osszetett rendszerben tortént, Otvozve a hagyomanyos
(szerologiai) és modern (PCR-es) modszert. Els6 1épésként egy multiplex PCR-rel a torzseket
6 csoportba osztottuk, ezeken beliil specifikus savoval hataroztuk meg a szerotipusokat, végiil
ezt tipus-specifikus primerekkel konfirmaltuk. A torzsek genetikai 0Osszetartozasanak
(klonalitasanak) vizsgalatdhoz az Un. ,pulsed-field” gél elektroforézist alkalmaztuk. Az
antibiotikum érzé¢kenységet E-teszt segitségével hatarozzuk meg (ez még folyamatban van).
Eredmények és kovetkeztetések: A 34 torzsbdl 25-nek a szerotipusat sikeriilt meghatarozni
(=73.5%). A 14-es és 6A szerotipus domindlt a csoportban (6-6 izoldtum), 3 darab 3-as
szerotipusu torzset talaltunk, 2-2 izolatummal képviseltette magat a 13-as, 18C és 9(L,N)
tipus, valamint 1-1 izoladtum tartozott a 9V, 19A, 19F és 15A tipusokba. A Prevenar vakcina
mindossze 7 szerotipust tartalmaz, ezek a kovetkezok: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F és 23F. Ezek
koziil a 6B és a 9V védettséget ad a 6A és 9(L,N) tipusok ellen is, mig ez nem mondhato el a
19F-r6l. Ezeket figyelembe véve az altalunk vizsgalt 34 izolatumbol 18-at fedne le a Prevenar
(18/34=52.9%). Erdekes, hogy a hordozisban az irodalom szerint gyakran megjelend 23F
szerotipus egyaltalan nem fordult el ebben a csoportban, és a 19A és 19F tipus is csak 1-1
izolatumnal. Ugyanakkor 2 torzs is 13-as szerotipusu volt, ami kifejezetten ritkanak szdmit. A
torzsek genetikailag meglehetésen nagy diverzitdst mutattak, bar egy-egy kisebb 6A illetve
14-es klon jelenléte megfigyelhetd.

Jelen munka folytatdsaként nagyobb szamu 6vodds orrabol lesziirt hordozott
pneumococcusok vizsgalatat tervezziik, 6sszehasonlitva az oltott és oltatlan populaciot. Etikai
engedély kérése mar folyamatban van.

Témavezetd: Dr. Dobay Orsolya
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