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LIPID-MEMBRAN ISKOLA A SZEGEDI B1OoLOGIAI KOZPONTBAN
(Zarojelentés)

Bevezetés:

Farkas Tibor akadémikus 2003 veégén bekovetkezett tragikus haldla miatt a program vezetését az
OTKA Bizottsag jovahagyasa alapjan Vigh Laszl6 vette at. A volt témafelelds olyan trt hagyott maga
utdn, melyet éppen az altala alapitott Lipid-Membran Iskolanak kotelessége betdlteni.
Munkaterviinkben illetéleg a személyi Osszetételben az eredeti tervhez képest a fentieken tal is
torténtek sziikségszerti valtozasok (hosszu tappénz ill. szilési szabadsag, stb.), de mindezek —
igyekezetiink szerint - az elvégzett munka érdemi részét nem befolyasoltak.

Az elmuilt harom évben a Vigh L&szl6 vezette Molekularis Streszzbiol6giai csoport, valamint a
palyazat tobbi reésztveviéje (Joo Ferenc, Medzihradszky Katalin, Penke Botond, Boros Imre, Puskés
Laszlé valamint Santha Miklds csoportjai) rendkivil hatékony egyuttmiikddést valositottak meg,
melyet szdmos kdz0s kdzlemény bizonyit, és ezt a kooperacios aktivitast és integracios torekvést
jelentésilink szerkezetében is kifejezésre juttattuk.

A membranok lipiddsszetételének és fizikai allapotanak valtozdsai a membranvaltozassal jard
betegségmodellekben és az éregedésben: a stresszvalasz membrankapcsolatdnak molekularis
térképezése - orvosbioldgiai perspektivak:

Lipid terapia allatmodellekben

A Farkas Tibor altal vezetett csoport a Funkcionalis Genomika Csoporttal egyutttmikddésben, majd a
késébbiekben foként Puskas LaszI6 altal koordinalt kutatasokban elsésorban génkifejez6dési mintazat
meghatarozasaval foglalkoztunk és arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy adott dsszetetelti diéta
(kulonbozé  esszencialis  zsirsavfajtdkban ill. koleszterinben szegény illetve dusitott) hogyan
befolyésolja a génexpressziot.

A Kkoleszterin, valamint a koleszterin és a toébbszordsen telitetlen zsirsavakban gazdag halolaj egydttes
diétds hatasat tanulmanyoztuk egér modellben. Azokra a génekre koncentraltunk, amelyeknek a
kifejez6dése a killonb6z6 dietés hatasra varhatoan valtozast mutatnak. A szévetek kozil a szemet és az
agyat vizsgaltuk.

Transzkripcids szinten elsésorban azokra a génekre koncentraltunk, amelyek transzkripcios faktorokat,
zsirsavkoto fehérjéket és a gyulladasi folyamatokban résztvevo fontos fehérjéket kodolnak. Tobb olyan
génnek a megvaltozott kifejezédeését detektaltuk, amelyek a gyulladasos folyamatokban vesznek részt.
Fontos megjegyezni, hogy a koleszterinnel kombinalt halolaj etetés (ami igy magas zsirbevitelt
jelentett) tobb gyulladasra specifikus markergén kifejezédesét is megemelte (pl. COX-1, COX-2,
ICAM-1). Zsirsavkoto feherjék génjei kozul kiemelkedé jelentéségi volt, hogy az agyban elsoként
talaltuk meg a maj sejtre jellemzé (L-tipusi FABP) gen kifejezédését is. Ennek jelentoségét erdemes
lesz tovabb kutatni.

A koleszterint és halolajat tartalmaz6 diéta zsirsavisszetételre gyakorolt hatasat szintén a szemben és
az agyban vizsgaltuk meg. A koleszterinben dus taplalék egyik legkiemelkedébb hatdsa a szemben
mutatkozott meg, ahol a DHA koncentrécidjat szignifikans mértékben csdkkentette. Ezt a hatéast a
halolajat is tartalmazo diéta a normalis szintre Ojra visszahozta. Ez az eredmény hangsulyozza, hogy a
koleszterin akar kozvetlen szerepet jatszhat a szemben el6fordulé patologias elvaltozasokban és a
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tobbszorosen telitetlen zsirsavak visszafordithatjk a folyamatot. A koleszterinben és halolajban gazdag
diétdk szemre és agyra gyakorolt hatasait a “Biochimie” c. folydiratban kozo6ltik (Puskas LG, Bereczki
E, Santha M, Vigh L, Csanadi G, Spener F, Ferdinandy P, Onochy A, Kitajka K. Cholesterol and
cholesterol plus DHA diet-induced gene expression and fatty acid changes in mouse eye and brain.
Biochimie. 2004;86(11):817-24.).

A tovébbiakban apoB transzgenikus egerekben (ld. még alabb) fogjuk a génexpresszids és
membrandsszetételbeli kilonbsegeket megvizsgalni tobb szervre kiterjedéen. A funkcionalis teszteket
kooperacioban (pl. sziv iszkémia Ferdinandy Péter laborjaban) vegezziik el.

Jelen munkaszakaszban csoportunk a tébbszordsen telitetlen zsirsavakban hidnyos tappal etetett
olyan a normalistol eltéré kifejezodési gént is sikerllt azonositanunk, amelyek tobbek kozott a tanulasi
folyamatokban, az energiahaztartasban is részt vesznek. Az egyik legérdekesebb valtozast talan abban a
zink transzportert kodol6 gén esetében talaltuk, amely az agy zink-haztartasaban fontos szerepet kap.
Kimutattuk, hogy a ZnT3 gén kifejezodése fokozodik, amit valdsidejii kvantitativ PCR segitségével
igazoltunk. Ez a fokozott aktivitas csokkent szérum és CSF cink szintet eredményezett. A cink
haztartds kozponti idegrendszerben torténé felboruldsat a legjobban az demonstralta, hogy a
hippokampuszban a szabad cink szignifikans mértékben megemelkedett. Koztudott, hogy a normalistdl
eltéeré cink koncentracidja a kulonbdzé fehérjék aggregaciojat eldsegiti, ami felgyorsithatja az
Alzheimer-kor kialakuldsat. Ezért azt feltételezzik, hogy az embriondlis és korai életkorban a
tobbszordsen telitetlen zsirsavak hianya keltette cink homeosztazis zavara a késébbiekben
neurodegenerativ megbetegedesek kockazatat megemeli. (Kitajka K, Sinclair AJ, Weisinger RS,
Weisinger HS, Mathai M, Jayasooriya AP, Halver JE, Puskas LG. Effects of dietary omega-3
polyunsaturated fatty acids on brain gene expression. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 Jul
27;101(30):10931-6).

A projekt idotartama alatt adriamicinnel, és adriamicin és melatoninnal kezelt patkdnyokat vizsgaltunk
zsirsavosszetétel es génexpresszio szinten méj szovetben.

A zsirsavanalizis soran a kiilonb6z6 tipusu zsirsavak relativ mennyiségét hataroztuk meg. A kisérletben
azt az eredményt kaptuk, hogy a kontroll allatokhoz képest a tobbszorosen telitetlen zsirsavak
mennyisége lecsdkkent az adriamnicinnel kezelt allatok majaban. Ez a csokkenes szignifikdnsan kisebb
volt, amikor az adriamicin mellett melatonint is kaptak az allatok.

A zsirsav analizis mellett genexpresszios vizsgalatokat patkanyspecifikus génprobakat felhasznalva
vegeztik el valds-idejii PCR technika segitségével.

Az RNS tisztitds utan oxidativ stresszben szerepet jatszO Osszesen 60 relevans gen kifejez6dését
vizsgaltuk meg minden egyes allatbol (csoportonként 4 allatot felhasznélva) egyedi PCR-ekkel. A
hipoxantin-foszforiboziltranszferaz és a beta-tubulin gént hasznéltuk normalizécidéra. Kimutattuk, hogy
0t gén eseteben a melatonin csokkentette az adriamicin altal indukalt génkifejezédést (hsp70, hsp9o,
cene, fmol, dnajal), mig hét gen fokozottabb overexpressziot mutatott (cxcl10, cdknla, gadd45b, por,
nos2a, tnfsf6, tnfsf10).

Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a melatonin nem csak kdzvetlendl (illetve a
lipidperoxidacié kovetkezményeként) az oxidacios génekre hatnak, hanem szdmos olyan gén
kifejezodését is befolyasoljak, amelyek TNF receptorkotésben, ciklin-szabalyozta utakban is szerepet
jatszanak. A melatonin csokkenti a lipidperoxidéciot, ami altalaban a hésokkvalaszban (és fehérje
renaturacidban) szerepet jatszd hésokkfehérjék csokkent aktivaciojahoz vezet. A kapott eredmények
alatdmasztottak a zsirsavanalizis eredményeit. Sok olyan gén kifejezédése normalizalodott a melatonin
hatasara, amely a kontrollhoz képest az adriamicinnel kezelt allatokban megvaltozott.

Tobb olyan kulcsfontossadgu gént sikerilt azonositanunk, amely szerepet jatszhat a lipidperoxidacio
mellékhatasainak kivedesében és amely kozvetett Gton a jelatviteli rendszert és a sejtfunkciokat
negativan befolyasoljak. Ezen munkainkbdl tobb publikacio sziiletett (Angel Catala, Agnes Zvara,
Laszl6 G. Puskés, Klara Kitajka (2006) Melatonin induced gene expression changes and its



preventive effects on adryamicin induced lipid peroxidation in rat liver. J. Pineal Res. (under
submission), Jayasooriya AP, Ackland ML, Mathai ML, Sinclair AJ, Weisinger HS, Weisinger RS,
Halver JE, Kitajka K, Puskas LG. Perinatal omega-3 polyunsaturated fatty acid supply modifies
brain zinc homeostasis during adulthood. Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 May 17;102(20):7133-8.),
Laszlo G. Puskas, Klara Kitajka, Andrew J. Sinclair (2006) Regulation of genetic information by
omega 3 fatty acids. British Journal of Nutrition Society (in press).

A pélyazati id6szak utolso részében sikerrel alkalmaztuk a fehérjecsip technologiat tobb fehérjének a
parhuzamos kimutatasara. Ezzel a modszerrel sikeriilt tobb olyan fehérjét azonositanunk, amelyek az
agyban magas koncentricioban rendelkezésre allo tobbszordsen telitetlen zsirsav miatt a normalistol
eltér6 kifejezodési szintet mutat. Ezek kozll kiemelkedik néhany gén, amelyek a raftképzésben
szerepet jatszanak. Igy sikeriilt igazolnunk, hogy a magas koleszterin diéta az agyi raftokra is hatassal
van. Ennek a munkanak az eredményeit a kdzeljovében kivanjuk kozolni.

Oregedés- és betegségmodellek: a membrantdl a stresszvalaszon at a membranig

Jelatviteli folyamatok sejtmodelleken - kutatadsok a Vigh L&szI6 vezette Molekuléris Stresszbioldgiai
csoportban:

A membranbdl induld, héstressz fehérje indukcidhoz vezet6 jelatviteli folyamatok mélyebb megértése
érdekében a a kordbbi K562 human eritroleukémias sejvonal mellé a B16 egér melandma F10 klonjat
vontuk be kisérleteinkbe.

A membran és a stresszvalasz kozotti kapcsolat vizsgalatahoz célszerii a sejtmembrant maédositani,
melynek Osszetétele, fizikai allapota tobbféle mddon befolyasolhato. A benzyl alkohol (BA) kezelés
sordn az emlds sejtek membranjainak rendezettsége a prokariota modelleken tett korabbi
megallapitasainkkal dsszhangban csokken, azaz fluiditasuk né. Kisérleteink sordn a BA kezelés B16
egér melandma sejteken egy bizonyos koncentrécié tartomanyban mér izotermalis korilmények kozott
(37 °C) is Kkivaltotta a Hsp70 fehérje indukciéjat, ami a stresszvalasz egyik alapeleme.
Osszehasonlitottuk kvantitativ valds-idejii PCR-rel (polimeraz lancreakcio), hogy hogyan valtozik a
kilonb6zé hésokk gének expresszioja membraneredetii stressz soran, ill. kilénbdz6 homérsékleteken.
Az indukcidk nagyséaga alapjan a BA kezelés a 41 °C-os Un. ,,enyhébb” hésokkhoz all a legkozelebb,
bar hatasuk nem teljesen azonos. A héstressz tobb vizsgalt hsp mRNS mennyiségere volt hatassal, mint
a BA 1 0ras kezelést kovetoen. Eltérést tapasztaltunk a hsp mRNS-ek (hsp70 és hsp25) egymashoz
viszonyitott ardnyaban is. Felmerilt a kérdés, hogy a membranbol induld jelatviteli dtvonal milyen
mechanizmuson Kkeresztill szabalyozza a hsp gének kifejez6dését. Az irodalombol ismert, hogy a hsp
gének stresszindukalt expressziojat a HSF (hésokk faktor 1) transzkripcios faktor irdnyitja a hsp
promoterekben talalhaté HSE-ken (hésokk elemek) keresztil. Tanulmanyoztuk, hogy a
membréneredetii stresszvalasz a HSF1 kdzremuikddesevel a HSE-eken keresztil szabalyzddik-e. A
patkany hsp70.1 gén szabalyzo régidjanak kilénbdzo hosszisagu es delécids szarmazékainak aktivald
képességet mértiik riporter fehérje segitségével BA és hokezelés utdn Katarzyna Lisowska (Gliwice,
Lengyelorszag) csoportjaval egylttmiikodve. Megallapitottuk, hogy azonos DNS szakaszok fontosak
az indukcios készéghez, és hogy a HSE-ek jelenléte sziikséges a BA okozta transzkripcié ndvekedéshez
is. Lea Sistonen (Turku, Finnorszag) csoportjaval kooperacioban meghataroztuk, hogy a HSF1
aktivalodik BA kezelés soran. Bizonyitottuk, hogy a HSF1, (de nem a HSF2) DNS kotésre (HSE)
képessé valik (HSE elektroforetikus mobilitasvaltozas alapjan), a sejtekben a hsp70 promoterhez
hozzékapcsolodik (kromatin immunoprecipitacié HSF1 ellenanyaggal), és hiperfoszforilalddik, de
Kissé eltér6 mértékben, mint a 41 °C hoésokk utan (Western blot). A HSF1 membraneredetii
stresszfehérje indukcioban bet6ltott kdzponti szerepét alatamasztja, hogy HSF1-et nem tartalmazo
HSF1 -/- egér embriondlis fibroblaszt sejtekben a hsp indukcié nagyon kis mértékii, a HSF1 +/+
sejtekhez képest. A membranperturbacid altal kivaltott stresszvalasz univerzalis jellegét igazolja, hogy



azt rakos (B16 egér melanoma) és nem rakos eredetii (eger embriondlis fibroblaszt) sejtekben egyarant
megfigyelhetjik.

Intracellularis Ca®* kelator alkalmazasaval megallapitottuk, hogy a Ca®* szint emelkedése sziikséges
feltétele mind a h6, mind a benzil alkohol indukalta hsp70 szint emelkedésének.

Tanulmanyoztuk a p38 MAPK szerepét (SB203580 p38 inhibitor alkalmazasaval) a BA és a hé
indukalta stresszvalaszban. Megallapitottuk, hogy a p38 MAPK Ut részt vesz a BA altal elinditott hsp70
és hsp25 indukcidban. Hostressz eseteben a p38 Ut szerepének tisztdzasa tovabbi kisérleteket igényel.
Fenti eredmeényeinket hamarosan publikaljuk, mig az ezeket a kisérleteket megalapozé munkéank 2005-
ben jelent meg (Balogh G, Horvéth I, Nagy E, Hoyk Z, Benké S, Bensaude O, Vigh L. The
hyperfluidization of mammalian cell membranes acts as a signal to initiate the heat shock protein
response. FEBS J. 200; 272: 6077-86.), melyben els6ként bizonyitottuk a h6 és a BA
membranfluidizalo ill. stresszvalaszt indukalo hatadsanak szoros 0sszefliggését. Ramutattunk a kalcium
szint gyors, perces idéablakban térténé membran perturbacio fliggé szabalyozasara, valamint a
mitokondrialis membranpotencial hyperpolarizacidjara, mint olyan jelenségre, melynek szintén szerepe
lehet a stresszvalasz szignalképzésében.

Membranmddositasok sejtkultaraban zsirsav ,,etetéssel”:

Jelent6s elérehaladast értlink el az emlés sejtek célzott membranmaodositasanak teriiletén. Olyan zsirsav
»etetés” modszert dolgoztunk ki és karakterizaltunk, mely révén képesek vagyunk a sejttetnyészetekben
nové sejtek membran lipidjei zsirsavprofiljanak mélyrehaté megvéltoztatasara. Eljarasunk alkalmas
arra, hogy modellezzzik a telitett zsirsavak, valamint az n-9, n-6, n-3 telitetlen zsirsavak diétéas
hatasait, és ilymddon lehetéségunk nyilik a membranok stresszvalaszban jatszott szerepének Uj
aspektushdl torténé kutatasara. Legujabb - el6zetes - eredményeink szerint a linolsav szupplementacid
a 18:2 jelentés, tobb, mint 10%-0s beépulését eredményezte a membran alkot6 foszfolipidekbe mar 7
oOrés kezelés hatdsara. Az igy modositott sejtek a hostresszre fokozott HSP70 expresszidval reagaltak.
A tobbi zsirsav hatasanak elemzéset valamint a teljesebb HSP profil analizisét kovetéen
megfigyeléseinket kdzleményben tessziik kozzé.

Membranmadositasok sejtkultaraban - sejtoregités a sejtszam novelésevel:

Rendkivil érdekes kiserleti eredmeényekrol szdmolhatunk be a kbvetkezokben, melyeket a fentebb
ismertetett B16 sejtvonalon figyelhettink meg. A sejteket kiilonb6z6 kezdeti sejtszammal helyezve el a
tenyészté edényben mar egy nap utan dramatikus valtozasokat detektaltunk membranjaik zsirsav
Osszetételében.
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A zsirsavak telitettségének valtozasa a kezdeti sejtszam fliggvényében

Kulondsen kiemelnénk az egyszeresen telitett zsirsavak (féként az olajsav) mintegy 50%-kal torténé
emelkedéseét, ill. az w6 sorozatba tartozok (féként az arachidonsav) hasonld mértékii csokkenését. A
Jelenséget lipidomikai tomegspektrometriai modszerekkel is karakterizaltuk (Id. alabb).
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A sejtszam valtozas hatasa hsp70 ill. hsp25 indukciéra (Real Time PCR)



Mint azt a real time PCR segitségével nyert hsp70 ill. hsp25 mRNS indukcios adatokbdl leolvashatjuk,
a sejtszdm valtoztatas okozta membran atrendezédés rendkivil szoros korrelaciot mutat a 42°C-n
kivalthatd stresszvalasz amplitdddjaval. Tovabbi izgalmas megfigyelésiink, hogy alacsonyabb
homérsekleten a hsp70/hsp25 MRNS arény szabalyozodik a sejtszdm valtozas - ill. valészinileg az
ezen keresztll létrejott lipid modosuléas kovetkeztében.

Stresszvalasz membrantél membranig modellszervezeteken:

A stresszvalasz membranfliggé elemeinek tanulmanyozasara a rendkivil jol karakterizalt E. coli-t
hasznalva megallapitottuk, hogy a membranfluidizacio - melyet okozhat hé, vagy a membran
rendezettsegét csokkent6 szerek- membran atrendezédést indukal, és ez szerepet jatszik a
termotolerancia kialakuldsaban. A hé ill. a membran fluidizal6 benzil alkohol hatasanak elemzésével a
stresszvalasz indukciojanak membranfiiggése ezen a vizsgalati objektumon is igazolhaté volt. A korai
membran hiperfluidizaciot egy meglehetésen gyors adapticié — a membranfluiditas relaxécidja
atrendezédese kovette, és ez magaban is elégséges a termotolerancia kialakulaséhoz. Eredmeényeinkrél
kdzleményben szdmoltunk be: Shigapova N., Torok Z., Balogh G., Goloubinoff P., Vigh L., Horvath
I. (2005) Membrane fluidization triggers membrane remodeling which affects the thermotolerance
in Escherichia coli. Biochem Biophys Res Commun. 328, 1216-1223.

Az els6 olyan modellobjektumunk, melyen bizonyitani tudtuk azt az elméleti hipotézisiinket, hogy a
sejtmembran nem csupdn a cellularis stresszkarosodas egyik célpontja, de annak aktudlis fizikai
allapota, modulacioja egyben kozponti szereppel birhat a stressz szignal primer érzékelésében, a
stresszelharité (adaptiv) mechanizmusok miikddtetésében és koordinécidjaban a Synechocystis PCC
6803 fotoszintetizald kekalga volt. Tovabbi vizsgalataink soran szintén ezen a rendszeren mutattuk ki
els6ként, hogy a HSP60 (GroEL), valamint kismolsulyl hésokkfehérjék csaladjaba tartoz6 HSP17
hostressz hatasara membranokhoz kétédik. Modell kisérleteink alapjan azt is kimondhattuk, hogy ezen
HSP-k lipidekkel torténd asszociacioja fiigg a lipid-membran fizikai allapotatol. Jelen munkéankban arra
szolgaltattunk bizonyitékokat, hogy az alga tilakoid membranjanak fénykontrollalta, héindukalta
adaptiv reorganizicioja egy erésen telitett “hésokk lipid”, a monoglikozildiacilglicerol
felszaporodasaval jar egyutt. Eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy ennek az
egyebként kismennyiségben jelenlevé lipidnek a stressz folyaman kituintett szerepe lehet a héindukalta
izgalmas megfigyelésunk, hogy a kismolekulastlyd HSP17 eldszeretettel kétodik ehhez a “hésokk
lipid”-hez, mely révén a membran védelme a stressz okozta perturbaciokkal ill. karosodasokkal
szemben tovabb fokozddhat. (Balogi, Z., Torok, Z., Balogh, G., Josvay, K., Shigapova, N., Vierling,
E., Vigh, L., Horvéath, 1. (2005) ""Heat shock lipid™ in cyanobacteria during heat/light-acclimation.
Arch. Biochem. Biophys. 2005;436:346-54.).

Membranmadositasok katalitikus hidrogénezéssel:

A membréanlipid telitetlenség funkcionalis tanulmanyozasanak egyik legcélravezetobb mddja az lehet,
ha szelektiven, katalitikus hidrogénezés segitségével megvaltoztatjuk a lipid alkillancok telitetlenségét
és vizsgaljuk annak hatasat. A emlés sejtek in vivo hidrogénezésének érdekében Uj katalizator csaladok
kifejlesztése valt szlikségesseé.

Az alapkutatdsok a Debreceni Egyetem Fizikai-Kémiai Intézetének Homogén Katalizis
Kutatdcsoportjaban folytak Joo Ferenc vezetésével. Az emlés sejteken végzett kisérletek Vigh Laszlo
csoportjaval szoros kooperacioban zajlottak.

Az elsé évben kilonbozé forrasbol szarmazd lipidek, illetve lipid keverékek MALDI-TOF-MS
technikaval torténd vizsgalatdra dolgoztunk ki eljardsokat, valamint ezen tomegspektrometrias
maodszerrel kdvettik az egyedi lipidek hidrogénezéssel szembeni reaktivitasat. A MALDI lehetévé tette



a hidrogénezés hatasanak lipid szintti detektalasat, ami azt jelenti, hogy lipid keverékekben meg tudtuk
adni az egyes komponensekre vonatkozo hidrogénezési konverzidkat.

A kovetkez6 idészakban kisérleteink elsédlegesen az N-heterociklusos karben ligandumot tartalmazo
hidrogénezé Kkatalizatorok vizsgélatara iranyultak. 1-butil-3-metilimidazolium kloridbdl és az
[{RuCI2(C4H10)}2] osszetételi Ru(Il)-komplexbdl kiindulva (C4H10 = p-izopropil-toluol, p-cimol)
elééllitottuk az (1) Ru(ll)-komplexet. Az ilyen tipusu hidrogénezé katalizatorok jelentéséget a palyazat
szempontjabdl az adja, hogy az imidazolium sé szubsztituensei igény szerint valaszthatok meg, igy pl.
lehetéség van hossz( szénlancu, vagy a lanc vegen funkcios csoportot tartalmazdé ligandum
eléallitasara, melynek révén a katalizator membranon beluli elhelyezkedése befolyasolhato.
Megvizsgaltuk a katalizator disszocidcids egyensulyait vizes kozegben. Megallapitottuk, hogy a
komplex a viz hatdsara kloridot veszit és a megfelel6 akva-komplexszé alakul. Hidrogénezé aktivitasat
ez az egyensuly léyegesen nem befolyasolja, de sajnos az abszolUt aktivitdsa a lipidek (sejtek)
hidrogénezéséhez alkalmazhatdé hémérsékleten csekélynek bizonyult. (Csabai P; Joo F: Synthesis and
Catalytic properties of New Water-Soluble Ruthenium(Il) —N-Heterocyclic Carbene Complexes.
Organometallics 23: 5640-5643)

A program utols6 évében vizsgalataink elsédlegesen a lipideknek a kettésrétegben valo
elhelyezkedésére és mobilitdsuk vizsgalatara irdnyultak. E célbol mddszert dolgoztunk ki deuteralt
lipidek elballitasara katalizalt deutérium-atvitellel H,/D,O rendszerben (azaz nem deutérium gaz
felhasznalasaval), vizoldhaté hidrogénez6 katalizatorok segitségével. A deutérium beépilése a
lipidekbe mind tomegspektrometrias, mind méagneses magrezonancia (NMR) modszerekkel jol
kovethets. A deuteralt lipidek magneses magrezonancia (NMR) maédszerrel val6 vizsgalata informaciot
nyujthat a lipidmolekula elhelyezkedésérél a membranon belll, valamint mobilitasardl a
kettosrétegben. Ugynevezett NMR difflizids mérésekkel vizsgaltuk tovabba viz, mint passziv
transzporttal jellemezhet6 kismolekula difflziojat a kettos lipidrétegen keresztil; ezeket a vizsgalatokat
mas kismolekulakra is ki kivanjuk terjeszteni.

A deuterédlt lipidek NMR vizsgalatanak elokészitéséhez modellreakcioként az itakonsav
deuterdlasat vegeztik el palladium-alizarinszulfonsavas natrium komplex ([Pd(QS).]) jelenlétében,
D,0/H; rendszerben (1. reakcid).

a b k1
D D

H H c Vi H m

‘ CH;——COO- -00C CH;——CO00
CH D CD H
-OOC*CH CH;—COO- OOC*CD CH;—COO0- -OOC*CH CH;—COO0- OOC*CD CH;—COO0-
e f i i p q s u
1. reakcid Itakonsav deuteralasa Pd(QS), katalizator jelenlétében

A reakciot a szakaszos mintavételezés modszerével, deutérium-NMR spektrumok felvételével
kovettik. Az eddig alkalmazott *H-NMR és *C-NMR vizsgélatokhoz képest 0j informéacioként itt
kdzvetlen bizonyitékot taldltunk a tobbszords deuterdlast okozo addicios-p-eliminacios lépésre:
koztitermékként detektaltuk a telitetlen, amde deutériumot tartalmazd itakonsav jeleit (1. abra).
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1. &bra Itakonsav deuterdlasa Pd(QS), katalizator jelenlétében: deutérium-NMR  spektrumok
(reakciokorulmények: C itakonsav= 0,15 M, C pa(gs)2=2,54 10 M, oldészer: D20, pyp=1 bar, t = 24 °C).
Mérési kortilmények: Bruker Avance 360 késziilék, 55.26 MHz, 20 °C

NMR diffaziés mérések keretében kiillonb6z6 méretii és dsszetételii liposzOmakat készitettlink
és vizsgaltuk, hogyan alakul a viz diffuzidja a lipidmembranon keresztil. A mérés kalibralasa tiszta viz
diffazidjanak méresevel tortént, tobb méresi paraméter valtoztatasaval. llyen paraméter pl. a D31-gyel
jelolt, ugynevezett ,,bolyongési id6”, melytol valo fiiggés a géatolt diffuzié egyik fontos ismerve.
Kilonbozé aranyban koleszterint is tartalmazd modell-liposzomak vizes diszperziojaban azt
tapasztaltuk, hogy a difflzios allandod kisebb, mint a szabad viz esetében mert érték, ezenkivil a
koleszterin aranyanak novekedésével a viz diffazios allanddja is nétt (2. &bra). Ugyanakkor nem
tapasztaltunk jelentés fliggést D31-t6l, az ugynevezett ,,bolyongasi id6tol”, ami azt jelenti, hogy a
membran a viz szamara az NMR idéskalan viszonylag gyorsan atjarhato.
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2. abra Latszolagos diffuzids egydtthatok valtozdsa a koleszterintartalommal. A vizszintes vonal a
tiszta viz difflzios egyutthatojat jelzi. Meresi korilmenyek: Ciipig=0.05 M, diiposz6ma=200 nm, Bruker
DRX 500 késziilék 500 MHz, GCSTE mérési szekvencia, 30 °C

Az ilyen tipust vizsgalatoktol azt varjuk, hogy *H-, de féként 2D- és *P-NMR mérésekkel
elkilonitetten meg tudjuk hatarozni a kettos rétegben ,,szabadon” mozgo ill. a raft-ban ,,k6tott” lipid
molekuldk atlagos diffazio allanddjét.

A vizoldhato hidrogénezé katalizatorok lényeges jellemzdje a sztereoszelektivitds. A lipidek
vizsgalatdban is alkalmazott [{RuCly(mtppms),}.] (mtppms = monoszulfonalt trifenilfoszfin)
katalizator  sztereoszelektivitdsat — diszubsztitualt —alkinek hidrogénezésében  vizsgaltuk és
megallapitottuk, hogy az nagy mértékben fuigg a vizes kozeg pH-jatol.

A lipid — chaperone kapcsolatok jellemzése

Az sHSP-k (kismolekulasulyl stresszfehérjék) a molekularis chaperonok olyan csaladjat alkotjak,
fehérjék nagy szerephez juthatnak mindazon betegségek esetén, melyek kivalto oka vagy egyik
kdvetkezménye a sejt bizonyos fehérjéinek abnormalis aggregéacidja (Pl. prion betegség; DRM;
halyogképz6dés; neurodegenerativ  betegségek, mint Parkinson, Creutzfeldt-Jakob, Alzheimer,
Alexander koér). Kordbban elért in vitro eredményeink szerint az sHSP-k a lipidek fejcsoportjaval
hatnak kolcson, sét e fehérjék kiszélesitik a folyadékkristalyos fazis homérséklet tartoméanyat.
Ilymddon a kismolekulasulyu stresszfeherjék képesek vedeni mind a hidegstressz okozta gélfazis
képzédeés, mind a magas hoémérsékletek tartomanydban bekovetkezé folyadékkristalyos-forditott
hexagonalis fazistranzicio membranok épsegét veszelyeztet6 hatasai ellen.

Kismolsulya Hsp fehérjek taltermelése szévetkulturaban:

Santha Miklos laboratoriumaban kismolsulyd hésokk-fehérjék membran fizikai allapot-fiiggé
elsé évben tobb olyan emlés sejtvonalat (human Hela, egér B16 és patkany H9c2) hoztunk létre,
amelyekben bizonyos kismolsulya Hsp fehérjék (aB-crystalline, hsp27, HSPB2 és HSPB3)
konstitutivan taltermelédnek. Ezekben a konstrukciokban a hésokk fehérjék a human elongéacios factor
-lo gén promotererél mikodnek, a keletkez6 fehérjek kimutatasat V5 epitope-tag, a fehérjék
tisztitasat egy 6x His-tag segiti el6. Olyan konstrukciokat is keszitettiink, ahol a hsp cDNS-eket az erds,
virélis (CMV) promoter hajtja meg (pCMV- aB-crystalline és pPCMV- hsp27) és ezéltal a hsp fehérjék
massziv tultermelését biztositja.

A kismolsulyl hésokk fehérjék sokrétii kdlcsonhatasanak tanulményozasara olyan sejtvonalakat
allitottunk el6, amelyek két hésokk fehérje egyidejii tultermelését teszi lehet6vé ugyanabban a sejtben.
Erre a célra olyan kl6noz6 vektort hasznaltunk, amelyben az encephalomyocarditis virus (ECMV)
internal ribosome entry site-ja (IRES) biztositja a két fehérje bicisztronikus kifejezédését. Ilyen
génkonstrukcionk a paB-crystalline-IRES- hsp27 és a pHSPB2-IRES-HSPBS.

A hosokk fehérjék folyamatos taltermelése mellett, kiilondsen érdeklédésunkre tartanak szamot azok
a sejtvonalak, amelyekben a hésokk fehérjék indukcié hatasara termelédnek tal. Erre a célra az
Invitrogen cég tetracyclin regulaciot biztositd, T-Rex rendszerét alkalmaztuk. A tetracyclin operator
szekvenciat és a hsp27 génjét tartalmazd (pcDNA4/TO-hsp27) vektort a tetracyclin represszor



molekulat termelé (p)cDNAG/TR) plasmiddal eggydtt kotranszfektaltuk egér eredetii B16 sejtvonalba.
Masik indukalhat6 rendszeriink a hsp70 fehérje tetracyclin indukcidjéat teszi lehet6vé.

A kismolsulyd hésokk-fehérjek egymaés kozotti és mas fehérjékkel tortené kdlcsonhatasa a kilonb6zé
szovetekben igen sokréti es Osszetett. Ezen folyamatok tanulmanyozéséra olyan génkonstrukciokat
hoztunk létre, amelyek azt biztositjak, hogy a hsp fehérjék fluoreszcens fehérjékkel fuzionaltan
fejezédjenek ki, lehetové téve ezzel a kismolsulyl fehérjék kolcsOnhatésianak, sejten beluli
mozgasanak, szignaltranszdukcidban betoltott szerepének részletes és pontos megfigyelését és
nyomonkovetését (phsp27-EGFP, paBcrystalline-DsRed illetve pEGFP-hsp90, pnNOS-DsRed és
phsp70-hrGFP). A fuzids feherjéket PCR klonozéssal hoztuk létre és a fehérje molekulak sikeres ,,in

frame” fazidjat DNS szekvendlassal ellendriztlk.

Osszefoglalva a harom év alatt a kdvetkezé hsp fehérje tultermels sejtvonalakat hoztuk létre:

Génkonstruk | Transzform Szelekcio Szelektalt Expresszalo
cio alt klonok klonok szama
sejtvonal szdma (Western blot
Pozitiv)
L1 pEFhsp27 (F\'/G'I:E; Zeocin 200 pg/ml 3 2
2. DEFhsp27 HOC2 Zeocin 400 pg/ml 3 9
3.| pEFhsp27 B16 Zeocin 100 pg/ml 5 3
4, DEFEhsp27 293 (JC) Zeocin 300 ug/mi 21 8
5. Tet indukcié Zeocin +30 png/ml
(pcIE)hI:s;/TO B16 Blasticidin 5 5 1
pcDNAG/TR) ng/ml
6.| phsp27-EGFP
fusion 4
B16 G418 500 pg/ml 14 (fluoresz.)
7. phsp27- Clone 9
EGFP fusion H9c?2 G418 400 pg/ml #2/2
48 (fluoresz.)
8.| pHSPB2-
IRES- HelLa
HSPB3 (V.L) G418 400 pg/ml 9 2
o p';:_fESBZ Clone
H9c2 G418 400 pg/ml | #2/2 #3, 2
HSPB3
#9
10. phsp27- B16 G418 500 6 2
EGFP fusion ug/ml (fluoresz)




paB Hyg 100 ug/mi
crystalline-
DsRed-Hyg
11. poB 30
crystalline-
IRES-hsp27- B16 (G418 500 ug/ml 1
Hyg 100 ug/mi
hyg
12. Tet indukeic Zeocin SO png/ml
(pc?h'gsz“fo B16 Blasticidin 10 12 2
pcDNAG/TR) ng/ml
13. Tet indukeic Zeocin SO png/ml
(pc?thé%To B16 Blasticidin 10 4 1
pcDNAG/TR) ng/mi
14. | pCMVeB
crystalline- B16 Hyg 100 ug/ml 12 4
hyg

1. tdblazat. Kismolsulyd Hsp fehérjéket taltermelé emlds sejtvonalaink.

Kismolsulyt hgsokk fehérjék funkcioja sejtmodelleken:

A fenti konstrukciokat a Vigh Laszl6 vezette Molekularis Sejtbiologiai Laboratériumban hasznaltuk a
HSP-k lokalizacids valtozésainak mikroszkopias kovetésére (Id. alabb), ill. teszteltik a kismolsulyu
hésokkfehérjék (sHsp) membran kdlcsonhatasainak (lehetséges) szerepét a membranok ho- és oxidativ
stresszel szemben mutatott védelmeben.

A kisérletekhez HelL a sejtvonalakat hasznaltunk, amelyekben az aB-crystallin-t vagy a Hsp27-t
indukalhatd maddon taltermel(het)tik.

Az in vitro munkéban patkdny majbol izolalt lipideket és tisztitott fehérjéket vizsgaltunk.

1. A h6- (42 °C) és oxidativ stressznek (tBuOOH) kitett és kontroll sejtekbél izolalt membran frakciok
(plazma membréan, mitokondrium) immunoblotting-gal torténé elemzésével megallapitottuk, hogy a
sHsp-k a stressz folyaméan ezen membranokhoz ill. organellumokhoz kédéd(het)nek vagy membran
asszocialt mennyiséguk megndvekedhet.

2. In vivo végzett oxidacios kiserletekben, melyekben egy membrén lokalizalt és oxidéciora érzékeny
fluoreszcens probat (DPPP) hasznaltunk, a sHsp indukcié megndvekedett mertékii védelmet nyujtott
oxidativ stresszel szemben.

3. In vitro végzett ,,monolayer” (lipid-protein kdlcsonhatas) kisérletek arra utalnak, hogy a sHsp-k
képesek lehetnek ,,scavenger” fehérjékként miikddni, azaz a reaktiv oxidacios termékek (ROS) egy
részét semlegesiteni. Az oxidacio eredményeként a sHsp-lipid kdlcsdnhatas er6ssége ndvekszik, akar a
fehérje nagyobb membran aktivitasa, akar a lipid oxidacios termékek megjelenésének
kdvetkezményeként.



Betegseg és dregedés modellek:

Transzgenikus egérmodellek

Egyre tobb kisérleti adat valik ismertté napjainkban arrdl, hogy a hdésokkfehérjék
stresszindukalhatosaga jelent6sen csokken az dregedessel. Rattan 1998-as kisérletei alapjan felteheto,
hogy a HSP- k képesek fenntartani a sejtek "fiatalsagat™. Jelen palyazatunkban célul tiiztuk ki, hogy:

(i) olyan transzgenikus allatokat allitunk eld, amelyekben kismolsulyd hosokk fehérjéket (aB-
crystallin, HSP 27, HSPB2, HSPB3) tultermeliink és amelyek ezaltal alkalmasak lesznek a kismolsulyd
hsp fehérjek cito- és kardioprotektiv szerepének vizsgalatara.

(i), vizsgaljuk a hésokkfehérjék aktivaciojat és a neuronalis membranok zsirgsszetétel valtozasat az
atheroszklerdzis kialakulasa soran, az atheroszklerozis egyik klasszikus modellallatdban, a hapoB-100
transzgenikus egerekben.

(1 Kismolsulya hsp fehérjék taltermelése transzgenikus egerekben.
Human hsp27 fehérjét tulermeld transzgenikus egerek elgéallitasa:

Olyan transzgenikus konstrukciot terveztiink, amely lehetéve teszi a human hsp27 gén minden
szdvettipusban torténd kifejezodését. Ezért promoterként a human elongécios factor —1a gén (EF-1)
promoterét valasztottuk és mogé klonoztuk a human hsp27 cDNS-ét (pEFhsp27). Transzgenikus
allatok elsallitasara a hagyomanyos pronukleusz mikroinjekciot alkalmaztuk. Osszesen 962 petesejtet
mikroinjektaltunk és 601 petesejtet Ultettink vissza. 86 megsziletett utod kozil 9 egér hordozta a
transzgént, amit PCR reakcioval és dot blot hibridizacioval azonositottunk. A transzgenikus allatok és
ellenkez6 nemt, vad tipusi F1 (C57/B6 X CBA) egerek keresztezése révén heterozygoéta
transzgenikus vonalakat hoztunk létre. Az utddokat PCR reakcioval és dot blot hibridiz&cioval
genotipizaltuk. A 9 vonalbol 5 6rokitette utddaira a transzgént. A beépllt transzgének kdpiaszamat dot
blot hibridizacioval becsiltik meg. A transzgen expresszidjat a kilonbdzé szovetekben (méj, sziv,
agy) real time RT-PCR reakcidval hatdroztuk meg. A kisérletekben belsé kontrolként a B actin gént
hasznéltunk. Az 5 transzgenikus vonal kozul 2 vonal (1242 és1244) kdzepes (2-3x-0s tultermelés) es 3
vonal (1273, 1243 és 1341) alacsony szinten (<2x-es tultermelés) expresszalta a transzgent (2. abra).
A transzgenikus allatok szervei kozul a legmagasabb expressziot a szivben detektaltuk (2-6x-0s),
kevesebb transzkript volt kimutathato a majban és az agyban (1.5-2x-es).

A majban és az agyban kapott viszonylagosan alacsony transzgén-expresszidért valoszintleg az in
vivo korulmenyek kdzott gyengén mikédé humén EF promoter tehetd felelésse. Ezért a kovetkezo
kisérletekben a mar korabban bevalt, viralis CMV promotert alkalmaztuk.

Human aB-crystalline és hsp27 fehérjét tultermeld kettss transzgenikus egerek elgallitasa:
A kett6s transzgenikus egerek eléallitdsdhoz az in vitro Kisérletekben kiprobalt CMV- aB-crystalline
és CMV- hsp27 plazmidokat koinjektaltuk a fent leirt pronukleusz injekcio médszerrel. Petesejt
donorként FVB/N egértorzset alkalmaztunk. 38 megszuletett utodbol 11 transzgenikus utddot kaptunk.
A transzgének kifejezédésének vizsgélata a killénbodz6 szovetekben jelenleg folyamatban van.

Human HSPB2 és HSPB3 fehérjeket egyttesen tultermels transzgenikus egér
elgéllitasa:
A transzgenikus egerek el6allitdsahoz a korébban létrehozott pHSPB2-IRES-HSPB3 génkonstrukciot
hasznaltuk. Az egerek elGallitisa a Genoway francia céggel egyuttmikddesben készilt. A linearizalt
génkonstrukciot elektroporécidval juttatuk be embriondlis 6ssejtekbe (ES). A G418 szelekcid utan 66
neoR ES klont vizsgaltunk meg a transzgén jelenlétére PCR maodszerrel (2. dbra). A beépult transzgenek
kdpiaszamat Southern hibridizacioval becstltik meg ( 3. abra).
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2. &bra Transzgén kimutatas ES-sejt klonokbdl PCR modszerrel. M: molsuly marker, +: pozitiv plasmid
kontrol , -: negativ kontrol, 1-15: ES klonok

M + 1 2 3 4 5

3. abra. Transzgén kopiaszdm meghatarozas Southern hibridizacidval. M: molsuly marker,
+: pozitiv kontrol, 1-5: ES-sejt klonok.

Ot kuilonb6zo kdpiaszami ES sejtvonalbdl blasztocyszta injekcioval kiméra allatokat allitottunk els. Az
injektalas eredmenyét a 2. tdblazatban foglaltuk dssze:

Klén | Transzgén Injektalt blaszto| Megsziletett | Kiméra Kimérizmus foka
kopiaszama | cysztak szama | utdodok szdma | utdodok szdma

49 Low (1-2) 30 3 1 75%

52 High (>6) 45 18 8 3x90%, 2 x60%, 3x 30

34 Medium (3-5) 30 2 0 0

28 Low (1-2) 30 8 3 20%

53 Medium (3-5) 30 2 0 0

Ossz: 165 33 12

2.tablazat. ES-sejtek blasztocyszta injektalasanak eredmenye.

A kimera egerek transzgént 6rokiti képességenek (germ-line transmission) meghatarozasat C57B6 torzzsel
tortént visszakeresztezeés révén hataroztuk meg. Az 5 kimeéra vonalbol kett6 6rokitette a transzgént utddaira.
A transzgének mindkét vonal agy és majszoveteiben kifejezodtek.



(i), Az elmdlt idoszakban elééallitottunk humén apolipoprotein B-100 feheérjét tultermel6
transzgenikus egereket. A 17 héten &t koleszterol dus diétan tartott apoB-100 transzgenikus egerekben
drasztikusan megemelkedett az LDL-hez kotott choleszterol szint és tartos hyperlipidéemia alakult ki.
A traszgenikus egerek madjaban agyaban és sziveben emelkedett apoB-100 fehérje szint volt
kimutathat6 (4.abra).
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4. &bra. Emelkedett apob-100 fehérje szint transzgenikus egerek szerveiben.Western analysis.

A transzgenikus egerek vizsgalata részben a Funkciondlis Genomika Csoporttal (Puskéas L&szId) ill.
Ferdinandy Péterrel (SZTE) kooperacioban tortént (Id. fentebb).

A humén apolipoprotein B-100 fehérjét taltermelé transzgenikus egerek lipidomikai elemzését a
lipidomikai fejlesztések ismertetésénél targyaljuk.

Transzkripcios szabalyozas specifikus betegseg modellekben: Az Eukariota transzkripcio
szabalyozas csoport (Boros Imre) eredményei:

Magasabbrendtiek transzkripciojanak szabalyozasaban szerepet jatsz6 faktorokat azonositottunk,
funkcidjukat elemeztiik. Az aktiv kromatin szerkezet kialakulasaban fontos szerepet jatsz6 génekben
muténs allatokat allitottunk eld, amelyekkel a kromatin atrendezédéesben szerepet jatszé gének hatasa
é16 rendszerben vizsgalhatd. Megéllapitottuk, hogy acetilacioval bekdvetkez6 egyes hiszton
maodositasok hogyan jatszanak szerepet specifikus gének aktivalasaban. Az elért eredmények
gyogyszerfejlesztesben nyerhetnek felhasznalast, mert a hasonlé mechanizmussal megvalosulo tartds
génmuikddes mddosulast tobb patoldgias allapotban kimutattdk és szamos hiszton acetilaciot modosito
vegylletet mint a rak ellenes gyogyszerek Uj tipusait tekintik.

Vizsgaltuk a stressz hatasara létrejové genmiikddés valtozasokat és a sejteket éro stressz
karosito hatdsanak kivédéseben szerepet jatszo fehérjéket. Jellemeztiik az akut pankreatitis kialakul&sat
Kiséro stressz fehérje termelddést és ramutattunk az egyes stresszet kivaltd agensek hatdsanak
kolonbozéségere e tekintetben. Kimutattuk egyes transzkripcids faktorok szerepét kisérletesen indukalt
pankreatitiszben. Vizsgaltuk drogok és gyogyszerjeldlt vegylletek stressz fehérje termelédést modositd
képességeét, ami e vegylletek gyogyéaszati alkalmazasanak lehetéségeit tarja fel. E téren tett



megéllapitasaik kozelebb visznek a sejt-karosito folyamatok elleni természetes védelmet biztosito
mechanizmusok megértésehez és az ebbdl adodo terapias lehetéségek kiakndzasahoz.

A kutatas t6bboldall intenziv nemzetkdzi egyuttmikodésben folyik, amelynek EU FP6 STREP
és RTN program, valamint magyar-francia TeT biztosit keretet.
Eredményeiket rangos nemzetkozi szaklapokban kozoltik. A periodusban két Ph.D. dolgozat késziilt.

HSP alapu gyogyszerkutatas (Molekularis Stressbiolégiai Csoport - N-Gene- Debereceni
Egyetem)

A Hsp-k mennyiségének valtoztatasa szdmos esetben gyogyaszati jelentdségii. A Hsp-k mesterséges
indukcidja el6segiti a sejtek talélését diabeteszben és gatolja a neurodegenerativ betegségek
(Alzheimer-, Parkinson-, Huntington-kor, prion betegségek) kialakulasat. A korosan magas cellularis
Hsp szint farmakologiai gatlasa ugyanakkor potencialis antitumor terépia lehet. Az N-Gene Kutatasi és
Fejlesztési KFT-vel kdzos fejlesztési projektiink keretében felderitettiik bizonyos hosokk fehérje indukcidt
elésegité gyodgyszerjeldltek szignalképzési Gtvonalait, melyek valdszintsithetéen szerepet jatszanak a
nitrogén monoxid (NO) rendszer mikddésében, valamint a HISS medialta inzulin szignal
érvényrejutdsaban is. A hatasmechanizmus értelmezésében elért eredményeinken tul messze a
legfontosabb gyakorlati eredmény, hogy sikeresen befejez6dottt a kivalasztott vegyulet, a BGP-15
inzulin érzékenyité hatdsanak klinikai (Fazis I1) vizsgalata inzulin rezisztenciaban szenvedé betegeken.
A jelen péalyazat keretében egy specifikus oregedésmodellt, a spontan diabeteszes Goto-Kakizaki
patkanyokat vizsgaltuk a karakterizalhato lipidom valtozasok szempontjabol (Id. alabb). Csoportunk az
N-Gene K-F Kft-vel egyittmiikodve ill. a Biotchnoldgia 2003 valamint a DNT (RET) palyazat (SzTE-
SzBK) keretében tovabb folytatja az Uj, nem toxikus, neuroprotektiv, Hsp indukcéra képes
gyégyszerjeldlt molekulak vizsgalatat, fejlesztését, vezérmolekuldk kivalasztasat.

Uj vizsgalati modszerek kidolgozasa: ultraszenzitiv mikroszkopia, membran proteomika és
lipidomika

Ultraszenzitiv, egyedi molekulék kovetesere alkalmas mikroszkodpia:

A Molekularis stresszbioldgiai csoportban az elmult években felallitott laboratorium egy Uj
technika, a Single Dye Tracing (SDT) révén lehet6vé teszi egyedi, fluoreszcensen jel6lt molekulak
detektalasat, illetve a molekuldk mozgasanak kovetését. A képalkotd rendszer 40 nm-es pontossaggal
képes megadni egy molekula térbeli helyzetét. Az idobeli felbontas a miliszekundumos tartomanyba
esik, s ez médot ad egyes fiziologiai folyamatok in situ, in vivo monitorozéséra. Elsé kiserleteink
elsésorban annak kideritéset céloztak, hogy milyen fluoreszcensen jel6lt molekulak alkalmasak arra,
hogy stresszhatadsra bekdvetkez6 membran szerkezet valtozasok, mikrodomén atrendez6dések
riportereként szolgaljanak élé sejtekben. Teszteltink tovabba fluoreszcens riporter konstrukciokkal
transzfektalt sejvonalakat is, az optimélis kopiaszdmu és expresszids tulajdonsagu klon kivalasztasanak
érdekében. A miiszeregyittes felépitése soran nagyon sok technikai probléma merilt fel, melyeket a
palydzat korabbi éveiben sikeresen megoldottunk. Az elmult pélyazati idészakban a technikdba
fektetett munka messzemendokig megtérdilt.

Stabil sejtvonalak Iétrehozasat kovetéen célul thztik ki a kilonbdzé stresszfehérjék
expresszidjanak (hsp promoter-fluoreszcens riporter fehérje fazi6) és lokalizacidjanak (HSP-
fluoreszcens fehérje) vizsgalatat. A laboratériumunkban felallitott ultraszenzitiv mikroszkép lehet6vé
teszi targylemezre novesztett sejtek rendkivil gyors pasztazasat akar tobb négyzetmilliméteres
feluleten is. Ennek segitségével az elmult idészakban sikeresen beallitottunk egy képanalizisen alapul6
sejt citometriai modszert, mely nagyszamu sejt esetén teszi lehet6vé egyes sejtek térbeli és idébeli
jellemzésének statisztikus analizisét. Ennek segitségével meghataroztuk a hsp70 promoter-YFP
indukciojanak kinetikajat mely ravildgitott, hogy B16 sejtek kozott tobb, eltéré intenzitasu



stresszvélaszt produkalé sejtpopulécié létezik. A bevezetett technika elénye méas citometrias
modszerekkel szemben (pl. FACS), hogy az eltér6 valaszt ado sejtek kezdeti allapota (morfoldgia,
vizsgélt stressz fehérje koncentracioja, membran fizikai szerkezete stb.) 0sszekotheté az adott sejt
bizonyos kezelésre adott valaszaval, igy az ok-okozati 6sszefuggés kiemelheté a kiatlagolt
sejtvalaszbol.

A stresszfehérjék sejtmembréanokkal térténé asszociéciojanak vizsgélatahoz letrehozott HSP27-
EGFP, valamint HSP90-EGFP fazios riporter konstrukcidt stabilan expresszald sejteken vizsgaltuk
ezen fehérjék sejten beluli lokalizaciojat. A magas citoszolikus koncentracid okozta erds
hattérfluoreszcencia akadalyozza ezen fehérjék membranhoz kotédésének kovetését. Ezt a kisérleti
nehézséget valamint minden egyéb membranbdl tudésité fluoreszcens jeldlésnek kovetését teszi
lehetévé a teljes fényvisszaverédésen alapuld fluoreszcencia mikroszkopia (TIRF FM), melyet a
palyazat elmult id6szakaban sikeresen bedllitottunk. Ebben az tzemmaodban az tveg/médium hataron
teljesen visszaver6do fény csak egy nagyon kis tavolsagra (kb. az alkalmazott hulldmhossz feléig) hatol
a médiumban 1évé mintaba (evaneszcens mezé). E tulajdonsag teszi ezt a médszert fellilet specifikussa
és mivel a letapadt sejtek plazmamembranja pontosan ebbe a régidba esik, membran specifikussa is. A
beallitott 0 technikaval elkezdtik a kulonbdz6 fluoreszcens riporterrel fazionalt stressz fehérje
konstrukciok in vivo kovetését valamint fixalt sejteken fluoreszcens ellenanyagok felhasznalasaval a

A sejtmembranok mikroheterogenitasanak, fizikai szerkezetének valamint a membranokban
zajlo (stressz)jelképzé és jelatviteli folyamatok tér-idé vizsgéalatdhoz kildnlegesen nagy segitséget
jelent a zavard celluléris hattérfluoreszcencia kisziriisét eredményezé TIRF Gzemmaod, mellyel mind
sejteken, mind modell membranokon minden eddiginél nagyobb pontossaggal valnak kovethetéve a
stressz kdzbeni membrén esemeények.

A B

5. abra. A membranfluidizal6 benzilalkohol (BA) a membranokban Bodipy-GM1
ganglioziddal festhet6 protein-lipid raftok atrendez6dését eredményezi. A: control; B: 40mM BA

Membran modellként bevezettiik az drias unilamellaris vezikuldkat (GUV), melyek segitségével
sikerrel modelleztik a lipid membranokban kialakuld csokkentett fluiditasi membran mezoket
Jraftokat”. Koleszterol, szfingomielin és foszfatidilkolin lipidek kilonbozé keverékeivel kilénbozé
aranyu eés mindségu raft modelleket allitottunk be. Fluoreszcens szfingomielin ill. GM1 gangliozid lipid
prébaval jelolt modell membranokon valamint B16 sejteken TIRF mikroszkopiaval jellemeztik az
egyarant membranfluiditast és stressz valaszt moédositdé kezelések (ho, benzilalkohol) hatésat a
membranok mikroheterogén szervezédésére (5.4bra).



Membran proteomika - SzBK Proteomikai Kutatdcsoport (Medzihradszky Katalin)

A pélyéazat keretében két feladatunk volt.
1) Egy Gj, lipid- és fehérje-minték analizisére egyarant alkalmas nagy érzékenységt
tomegspektrométer beszerzese/beallitasa
2) Mddszer-beallitas/fejlesztés membran feherjék analizisére.

1) Tomegspektrométer beszerzése/beallitasa

a) az elso lepes a ,,kivansag-lista”, azaz a specifikaciok gondos 6sszedllitasa volt.

lonizécios technikak, detektalasi érzékenység, elérhetd tomeg-felbontas, a tomegmérés pontossaga,
MS-MS technikak stb.

b) a sz6ba johet6 készilékek (Applied Biosystems QSTAR, Waters Micromass Q-TOF, Therom
Finnigan LTQ, Agilent Technologies XCT Plus) helyszini, tébb napos tesztelése, megfelel6 standard
kollekciokkal

c) Kozbeszerzési palyazat kiirasa, a beérkezett ajanlatok értékelése, dontés

d) A készilék megrendelése, megfelel6 helység kialakitasa

e) A késziilék beéllitasa, betanulds, mddszerek beéllitasa

A tdmegspektrométer beszerzése kdzos akcid: az OTKA iskolaban résztvevé un. proteomikai
ikerlaboratoriumok — az Orvos Vegytani Intézet Fehérjekémiai Kutatocsoportja és az SzBK
Proteomikai Kutatocsoportja — tovabba az SZBK Biokémiai Intézet Molekularis Stresszbioldgiai
csoportja egyuttesen vettek részt benne. Egy Waters Micromass Q-TOF tomegspektrométert szereztiink
be. Rajtunk kivilallé okok miatt a folyamat erésen elhtzodott: a készilék beallitasa végulis 2005
novemberében és decemberéeben tortént meg. A felhasznaldk betanitasa, a modszerek beéllitdsa még
folyamatban van.

2) Modszer-bedllitas/fejlesztés membran fehérjek analizisere.

a) A membran-fehérjék analizisét jelentésen megneheziti hidrofob-jelleguk, aggregacios készséguk,
oldddasi problémaik, és az a tény, hogy a legtobb analitikai technikéat gatoljak, vagy legalabbis zavarjak
mindazok az adalék-anyagok, amelyek ezen feherjék oldatban tartasara alkalmatosak. Kutatasunk soran
egy kétdimenzios, mindkét dimenzidban detergenseket hasznosito elektroforézis-technikat teszteltink
membran fehérjék frakcionalasara, illetve ennek a médszernek a témegspektrometrias analizissel valo
kompatibilitasat vizsgaltuk.

E. coli kilsé és belsé membran preparatumok fehérje-tartalmat vetettiik 0ssze, és teszteltik a
laboratoriumi protokolt a fehérjék azonositasara.

b) Miutan a membran fehérjek a transzmembran régiokban viszonylag kevés triptikus hasitési helyet
tartalmaznak, mas enzimekkel, tobbek kozott egy rekombinans Tyr-specifikus proteazzal is folytattunk
kisérleteket. Prof. Graf Laszl6 csoportja (ELTE Biokémia Tanszék) biztositotta az enzimet.

c) Tapasztalatainkat hével vagy benzil-alkohollal kezelt sejtek membran fehérjéinek
0sszehasonlitasaban hasznositottuk.

Eredményeikrdl tobb review cikkben adtunk 6sszefoglalast (Hunyadi-Gulyas, E.; Medzihradszky,
K.F. Factors that contribute to the complexity of protein digests. Drug Discovery Today: Targets
3:53-S10 (2004), Medzihradszky KF. Peptide sequence analysis. Methods Enzymol. 2005;402:209-
44.)), tovabbé két kézirat van még elokésziletben.

Lipidomika:
A legkorszeribb tomegspektrometriara (GC-MS, ESI-MS) épulé els¢ hazai lipidomikai labor
megteremtese.



A Regensburgi Egyetemmel kozosen elinditottunk egy nagyhatékonysagu és nagy atereszté kepességi
lipidomikai mddszer kozos fejleszteset. Az emlds sejtek stressz ill- egyeb stimulusokra -igy pl. a
sejtszdm valtozasra- adott lipidom szintii valaszdnak elemzése, valamint a lipidanyagcserét érinté
transzgénikus egermodellekb6l szarmazo mintdk vizsgalata sordn megallapitottuk, hogy az Uj
megkozelites rendkivil hatékony. Segitsegével rovid id6é alatt tobb szaz lipid molekula specieszt
azonositottunk, ill. meghataroztuk ezek mennyisegi 0sszetetelét. A projekt hazai megvaldsitasara az
SZTE-vel kooperélva, a 2006 elejen beallitott nagypontossagu eés kiemelked6 érzékenysegti ESI-Q-
TOF készlléek segitségével keril sor. A késziiléket beszerzését jelen OTKA Iskola palyazat tette
lehetéve.

Lipidomikai vizsgalat a" membranmodositasok sejtkultiraban™ témakorben:

1. A lipidom valtozésa a B16 sejteket ért kilonféle stimulusok kovetkezménye képpen. Vizsgalati
csoporjainkat hostressz, benzil alkohol stressz, klon szelekcid, valamint a fentebb mar kiemelten
targyalt sejtszam valtozas hatasanak tettik Ki.
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A B16 sejtek ESI MS/MS elelmzéssel kapott lipidomjanak (szelektalt specieszek) véltozasa. Az
eltérések Z-értékek formajaban kerultek abrazolasra.

A fenti abrdval azt kivantuk szemlélteni, hogy milyen nagy mértéki valtozésokat, ill. milyen
kuldnleges mintazatot kapunk a fiziologias ill. stressz stimulusok hatdsara. A hatalmas mennyiségi
adatbol csak megfeled statisztikai modszerekkel nyerhetdk ki az informéaciok, viszont ezen informaciok
teljesen Uj megvilagitasba, értelmezési keretbe helyezhetik a megfigyeléseket.

A kovetkez6 abrén a ugyanezen lipid molekula specieszek ,,egylttmozgasat” multidimenzios skalazas
kétdimenzids terében abrézoltuk. A fékomponens analizis eredmeényeit halmazokba rendezéssel és
nyilakkal jeloltiik. A csoportok kialakitasdhoz felhasznaltuk még a hierahikus klaszterelemzest is.
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A P1 fokomponens altal kijelélt halmazok reprezentaljak a sejtszam valtozas hatasara létrejovo
molekulaspeciesz atrendezédéseket. A P2 komponens értelmezése tovabbi vizsgalatokat kivan. A
fékomponensek mentén, de ellentétes iranyban elhelyezkedé halmazok a parhuzamosan, de ellentétes
elojellel lezajlo valtozasokat jelzik.

Megjegyzésre érdemes, hogy a zsirsav analizis alapjan kapott mintazatnal mennyivel arnyaltabb képet
mutat a molekulaspeciesz szintt lipidomikai elemzés.

A humén apolipoprotein B-100 fehérjét tultermeld transzgenikus egerek lipidomikai elemzése

Az ismertetet statisztikai modszereket itt arra hasznaltuk, hogy el6szor megvizsgaltuk, hogy az egyedi
adataink milyen szoréssal rendelkeznek, mennyire kulonitik el a csoportokat, vagy éppen az is
kiderilhet, hogy a kezelések, ill. a transzgén esetleg nem befolyasolta a lipidomot.

Derived Stimulus Configuration
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Az abran az egyes egerek agyabdl szdrmazo lipidek altal kifeszitett teret latjuk, melyben az egyedi
mintak csoportokban helyezkednek el. A mintacsoportok kodjai: Control - kezeletlen wt egerek, Chol -
koleszterin dds diétan tartott wt egerek, Apo B - transzgenikus egerek, Apo B +Chol - Apo B
transzgenikus egerek koleszterin dus diétén tartva



A tovabbi elemzések szempontjabdl fontos informécio, hogy a kontrollok jelentés szdérasa miatt
tovabbi egereket kell bevonni a vizsgélatba, viszont igen szépen elkulondlé lipid valtozasokra
szamithatunk. (A tovabbi vizsgalat folyamatban van.)

Hasonlo elemzést mutatunk be a Goto-Kakizaki spontan diabeteszes patkanyok szivébol.

Az dbra az antidiabetikus kezeléseknek a lipidomra gyakorolt hatisat szemlélteti. Lényegesnek tinik,
hogy a kulénb6z6 gydgyszerek més és mas modon hatnak a dibetesz indukalta lipid anomaliakra, tehat
a kiilonb6z6 antidiabetikus hatasmechanizmusuk tikrozédik a lipidomban.

Derived Stimulus Configuration
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Osszefoglalas:

Tisztelegve az elhinyt Farkas Tibor akadémikus emlékének, a Lipid-Membén Iskola a Szegedi
Biologiai Kdzpontban minden tekintetben végrehajtotta a palyazatban tervezett feladatait, teljesitette
missziojat. Képes volt a meglévé tudas valamint eszkdzallomény 0Osszefogésara, koncentralt és
hatékony kihasznaladsara. A koz6s munka eredmenyeképpen szadmos, stratégiailag igen jelentds
fejlesztés valt lehetéve. Nagy szamu Uj, eredeti tudomanyos eredmény (koztik tobb review, ill. konyv)
publikaciojara kerult ill. kerll még sor a program lezarasat kdvetéen . Torekveseink fénypontjat jelzik
az egymolekula kovetésére alkalmas mikroszkopiés laboratorium (nanotechnolégiai alapd membrén
kutatohely, SzBK) ill. az elsé hazai lipidomikai vertikum (SzTE, SzBK)) teljes kiépitese. Kiemelendd,
hogy a program célkitiizésének megfeleléen a kutatasba szamos hallgatét vontunk be.Szakdolgozatok
ill. PhD disszertaciok szllettek a palydzat tamogatésaval. Aktivitasunk egyeértelmic nemzetkozi
elismeréseképpen 2006-ban Magyarorszdgon keriil megrendezésre a Nemzetkdzi Lipidtudomanyi
Konferencia (ICBL) kollégaink rendezésében, Vigh Laszl6 elndkletével.

A Lipid-Membrén Iskola szegedi résztvevoi az alap- és alkalmazott lipid és membran kutatasi
eredményeik, valamint a kiepult egylttmukddeseik alapjan sikeresen részevé valtak a Del-Alfoldi
Neurobiologiai Tudaskézpontnak.



