-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj: CORE

provided by Repository of the Academy's Library

A projekt f6 célkitiizéseit mind a négy évre vonatkozoan, lényegében a munkatervnek
megfeleléen teljesitettiik. Természetesen az utolsé év kutatasai még nem kertlhettek kdzlésre,

ezért ezekrol részletesebben szamolok be.

Elesztén (Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae) végzett modell kisérletekben, hexdz
transzportban és foszforilacioban deficiens torzseken bizonyitottuk, hogy a gliikéz ill.
galaktoz altal kivaltott citoszol Ca-tranziens (TECC = Transient Elevation of Cytosolic
Calcium) fiigg a gliikéz ill. galaktoz érzékelésetol, sejtbe torténd felvételétol és
foszforilacidjatol (Mol Microbiol. 2002 44(5):1299-308.). Roviden, a hexdz transzportban és
foszforilacidban deficiens torzseket tébbszoros célzott géndelécidval allitottuk elé, ill. egy
részik dr. Dane Fraenkel (Harward), valamint dr. Eckhardt Boles (Dusseldorf) ajandéka volt.
A sejtekbe az apoaequorin gént kodold plazmidot klonoztunk, ami lehet6vé tette, hogy in vivo
mérjiik a citoszdl plazmakalcium szinteket. Altalaban az alap kéalcium szint mérése utan
glukozt, vagy galaktdzt adtunk a sejtszuszpenzidhoz, majd mértiik a citoszol kalcium szint
valtozasait.

Ugyancsak sikertilt bizonyitanunk azt, hogy a TECC elsésorban az extracelluléris tér kdlcium
tartalmatol fugg, mivel ennek csokkentese kalcium kelatorokkal jelentésen redukélta a TECC
valaszt is. Sikerdlt igazolni azt, hogy az emlés plazmamembran kalcium csatorna homol6g
Osszetevé MID1 gén altal kodolt fehérje 1ényeges szerepet jatszik a kalcium bearamlas
folyamataban. Ugyancsak valdszindsitettiik, hogy a TECC létrejottében —egyelre nem

ismert modon- a glikoz-1-P jatszik szerepet.

Felfedeztik, hogy egy a glikoz foszforilacidjara képtelen mutéans sejtvonal, amely azonban
galaktézon névekedni képes, jelentés mennyisegti molekuléris gliikdzt akkumulél. Ez a
jelenség —mivel a nem foszforilalt glilkoz a sejtbdl kiszabadul-, 6nmagéaban jelezte, hogy
kompartmentalizalt gliikdz felszaporodasérdl van sz6 (Eukaryot Cell. 2003 2(3):534-41.).
Erre utalt az is, hogy a sejtekben generalt és felszaporodott gliikoz a kivilrél bevitt 14C-
glikozzal nem, vagy csak csekely mértékben keveredett. A folyamat hatterében
megallapitottuk azt, hogy jelenség az aszparaginhez kapcsolt glikozilaciéhoz kotheté. Ebben
a folyamatban az ergasztoplazmas retikulumban a mag oligoszacharid a fehérjék megfelel
aszparagin 0sszetevojére kertl &t, majd 3 gliikdz és 1 manndz molekula glikozidazok hatasara
levalik. Mivel mind a mag oligoszaccharida szintézisének a gatlasa (tunicamycin), mind pedig
a gliikdz hasitast vegzé glukozidazok gatlasa (castanospermine, 1-deoxynojirimycine) vagy

géndelécidja (ALG5, ALG6) szignifikansan csokkentette a galaktoz-glikoz konverzidt, arra a
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kovetkeztetésre jutottunk, hogy mintegy az 6sszes galaktdz 0.9 - 1.1%-a ezen az ton
konvertalddik glik6zza, ami azutan a szekretoros elemekben tarolodik, majd a kdrnyezetbe
jut.

Ugyancsak megallapitottuk, hogy a szekretoros rendszerben felhalmozodott magas
koncentracidju glukdz erésen karositja azt: nem enzimatikus glikacio okan (a szabad lizin
amino csoprtok Amadori reakcioja a gliko6zzal) kialakult, er6sen emelkedett frukt6zamin
szinteket mértink. Ugyanez a jelenség jatszodik le a magas glikoz szintnek kitett diabéteszes

szOvetekben.

Jurkat sejteken (tenyésztheté human T limfocitak) azt talaltuk, hogy emelkedé kornyezeti
glikdz szintek hatasara emelkedik a bazélis kdlcium szint (Immunol Lett. 2002 3;82(1-
2):159-64.). Csokken viszont a fizioldgias stimulusokra adott valaszképesség. A
monoklonalis ellenanyaggal stimulaltuk. A kalcium mérésekhez ezuttal FLUO-3-al toltott
sejteket hasznaltunk, s a mérést aramlasos citometriaval végeztik. A magas koncentracioju
glikozzal kezelt sejtekéhez hasonld valaszt értlink el akkor is, ha a kélcineurint, -amely a
kalcium ionokhoz kotott jelatvitel fontos kozvetitoje- bénitottuk ciklosoporin-A-val. A
jelenség hatterében a Ca2+ kompartmentalizacio és Ca2+ kotott jelatvitel fehérjéinek a
glikacios modosulasat és aktivitascsokkenését valdszindsitettik.

Sikertlt elérelépnink abban a tekintetben, hogy a hex6z-foszfatok felszaporodasa milyen
kdvetkezmenyekkel jar a Ca2+ kozvetitett jelatvitelre és a Ca2+ homeosztazisra. Ennek a
kutatasi vonalnak a keretében felfedeztiik, hogy a Ca2+ homeosztazis korabban altalunk leirt
sulyos rendellenessegét, ami a gliikoz-1-P és a gliikdz -6-P interkonverzigjat katalizald
foszfoglikomutaz (PGM) enzim csdkkent funkcioja okoz (J Biol Chem. 2000 275(8):5431-
40.) kompenzalni lehet azzal, ha a foszfofruktokinaz (PFK) enzim aktivitasat is csokkentjuk ,
s ez a két cukorfoszfat kdzotti egyensuly helyreallasat eredmeényezi (J Biol Chem. 2002
277(48):45751-8.). Megjegyzendd, hogy a PFK2 géndelécidja (a PFK2 az enzim szabalyozé
alegysegét kodolja, s delécidja ismerten a gliikoz-6-P felszaporodasahoz vezet) a PGM2-es
mutansban egy magasabb szinten stabilizalédott egyensulyi allapotot hoz létre: azaz a glikoz
1-P és a glukoz-6-P szintjei is magasak, de a hanyadosuk hasonlo az élesztében normalisan
lathatéhoz. Ugyancsak felfedeztiik, hogy glikdz-1-P relativ megemelkedése miatti fokozott
Ca2+ akkumulacio és jelatviteli zavarok nem a plazma membran megndvekedett Ca2+

ateresztoképessege, hanem a lizoszomaknak megfelelé vakudlumok membranjaban



elhelyezked6 PMC1 Ca2+ -ATPaz fokozott teljesitménye révén valdsul meg (J Biol Chem.
2004 279(37):38495-502.). Nem tudjuk azt, hogy a gliikdz-1-P miként fejti ki a hatasat, mert
izolalt membranokban gliikdz-1-P nem stimulalta a Ca2+ felvételét. Erdekes észleletiink volt
azonban az, hogy az ER-kapcsolt "unfolded protein response™ erésen fokozddott a csokkent
PGM aktivitassal biro térzsben. Ezt a jelenséget az ER csdkkent kalcium szintjének tudtuk be,

ami a sejten bellli kalcium kompartmentalizacios zavarra vezethet6 vissza.

Id6kozben részletes irodalmi kutatast végeztlink abban a tekintetben, hogy a PGM mutécidi,
polimorfizmusai jarnak-e valamilyen koros fenotipussal. Erdekes méodon ebben a
vonatkozasban csak sporadikus kdzlemények vannak, ugyanakkor ismert az, hogy a PGM
hatékonyan géatolhato litium ionokkal. A gatlas mechanizmusa is érdekes: a PGM
magnéziumot igényel a mikédésehez, amit a litium leszorit (hasonld hidratalt atmérok), a Li-
PGM komplex pedig két nagysagrenddel kisebb aktivitassal rendelkezik mint a Mg-PGM.
Ezért vizsgalatokat inditottunk annak a kideritésére, hogy a litium eléidézi-e azokat a
valtozasokat, melyeket a PGM deficiens mutansokban lattunk..?

Eredményeink azt igazoltak, hogy hasonléan a delécidés mutansokéhoz, a litium is
aktivitascsokkenést okoz, s kialakulnak a megfeleld fenotipusok. igy, galaktozon a sejtek
ndvekedése litium jelenlétében, a koncentraciotdl fliggéen lassul. (A sejtek nem mutatnak
ndvekedésgatlast glikoz jelenlétében.) Galaktozon erésen emelkedik a sejt gliikoz-1-P és
kalcium tartalma. Az utébbi jelenséget a PFK2 alegyseg vagy a PMC1 Ca-ATP-az delécioi
kompenzalnak.

Ugyancsak jelentdsnek tartott, nem k6zolt eredményiink az, hogy az "unfolded protein
response” igen erésen emelkedik a litiummal kezelt sejtekben (1. abra). A kisérletet UPR
elemeket tartalamazo "riporter” plazmiddal vegeztik, melyet a vad tipusu és pgm2A mutans
sejtvonalakba klonoztunk. Az UPR elemek aktivalddasa a B-galaktozidaz gén aktivalodasat
eredmeényezi, ami kdzvetlenil mérhet6, ha a B-galaktozidaz enzim aktivitdsat meghatarozzuk.
A keletkezett kromogént 420nm-en fotometraljuk és az abszorbancia valtozasat 1 percre

vonatkoztatjuk. A sejtszamot 600nm-en mérjuk.



1. abra
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Minta az az abrabdl Kittinik, a 15 mmol/l litium csak csekély mértékii ndvekedést idéz el6 az
UPR-ban akkor, ha a sejteket glikoz jelenlétében inkubaltuk. Ugyanakkor galaktdzon igen
jelentés a Li+ indukalta emelkedés. Mivel a pgm24 muténs eleve csokkent PGM aktivitassal

bir, Li+ hianyaban is erésen fokozott az UPR valasz, ezt azonban a Li+ még tovabb erésiti.

Ez a megfigyelésiink valoszintsiti azt, hogy a Li+ az ergasztoplazmas retikulum kalcium
szintjének a csdkkentésén keresztil jelentésen megvaltoztatja a fehérjék aszparaginhez kotott

glikalddasat. Kovetkezé celunk ennek a jelenségnek a vizsgalata emlds sejteken.

Az elmult évben el6zetes kutatasokat végeztiink abban a tekintetben, hogy milyen mértékben
gatolt a PGM a szokasos terapias Li+ szint (0,6-1,4 mmol/l) mellett. Eredményeink szerint az
agy relativ alacsony Mg2+ tartalma miatt itt a Li+ inhibicio kifejezettebb lehet (Int J
Neuropsychopharmacol. 2005 Nov 1;:1-7 [Epub ahead of print]). Ugyancsak megéllapitottuk,
hogy a kronikus Li+ kezelés jelentés PGM aktivitds valtozasokat eredmenyez amelyek

valdsziniileg a PGM1 gén indukcidja miatt kovetkeznek be.

A 2005-évi kutatasi tervrészletben szerepel a kalcium influx faktor (CIF) mibenlétének a
kideritése. Ehhez célzott gendelécios mutécidkat végeztiink a Leloir bioszintetikus 6svény
kildnb6z6 enzimein: GAL1, GAL2, GAL7 éa GAL10 delécios mutansok. A metabolikus
blokk kdzvetlen helyétsl fliggéen szaporodnak fel a blokk elétti és csokkennek le a blokk

maogotti termékek. A CIF biol6giai tesztelését albind béka petesejteken végezziik el dr.



2. abra
A glilkéz és galakt6z metabolizmus séméas abrazolasa Victoria Bolotina
laboratoriumaval kozdsen.
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mérese a legelfogadottabb diabéteszes marker. Ez a Hb varians a gliikdz és a Hb p-lanc
terminalis aminocsoportjanak a spontan reakciojaban keletkezik folyamatosan. Nem ismert,
hogy kérjelzé szerepén kivil mas jelentdsége lenne, val6sziniileg azért, mert a vorosvértestek
életideje csak 120 nap, s e keletkez6 kéros modosulat ennyi id6 alatt nem szaporodik fel
annyira, hogy funkcionalis vagy strukturalis defektusokat okozzon a vordsveérsejtekben. A
HbA1C mellett a fruktdzamin elsésorban az albumin glikalodasat jelzi, a 20 napos életidé
miatt azonban ez rovidebb id6szak megitélésére alkalmas diabéteszes marker. A glikalddas
mértéke azonban eltéré a hasonlod diabéteszes kortorténetii betegekben. Annak a megitélése,
hogy ez a terapia eltéré hatekonysagat jelzi-e nem egyertelmii. A glikalodas
szovodmenyeinek a visszaszoritasara szokas a szabad aminocsoportokkal reagald szereket
adni.

Ugyanakkor ismert, hogy a heparin a hatasat éppen az antitrombin-111 egyik szabad lizinjéhez
kapcsolodva fejti ki. Az is ismert, hogy szamos szerv tartalmaz heparint, ezen endogén
heparin funkcioja azonban kevéssé ismert. Kiserleteinkben vizsgaltuk, hogy a heparin miként
befolyasolja a fruktdzamin és HbA1C kialakulasat. El6zetes eredményiinket mely egy nativ
szérumon végzett kisérlet el6szor ezen a helyen mutatjuk be (3. abra).



3. abra
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Eredményeink szerint a 37 oC-on inkubalt és 20mmol/I glikozt tartalmazé szérum

glikalddasat a heparin mar viszonylag kis koncentracioban is gatolta 72h inkubalas utan!

Osszefoglalva: a témavezetd gy érzi, hogy a jelen OTKA és egyéb palyazatok
tdmogatasaval —termeészetesen a palyazat szerény 0sszege nem tette lehet6vé a teljes
szponzoralast-, jelentés mértékben megfeleltiink a munkaterviinkben leirtaknak. Vezeté
nemzetkdzi lapokban sikerrel publikaltunk mindegyik palyézati évben. Eredmeényeinkrol
elsésorban hazai, de néhany nemzetkdzi tudoményos konferencian is beszdmoltunk. A téma
anyagat részben felhasznalva PhD veédés is sziletett, ill. egy masodik folyamatban van. 2004-
ben a témavezet6 elnyerte az MTA Doktora cimet. VVéedésében -kis részben ugyan- de
bemutatta a jelen anyagokat is. Ugyancsak Iényegesnek tartjuk, hogy a kisérletek Gjabb
érdekes kerdéseket vetettek fel, melyek tovabbvizsgalatra érdemesek.

Befejezeésiil kdszonjik az Orszgos Tudomanyos Alap tdmogatasat!



