Zaro beszamolo

Korabbi jelentéseink a 2010-es évig bezardlag shakobe kutatasi projektink
elérehaladasarol. Zaré beszamolonkban az utols6 émémyeit, illetve dsszefoglalva a

teljes kutatas eredményeit, 6sszefliggéseit isnigetet

Korabbi beszamoldnkban leirtuk, hogy a galaktozetit&imon tartott Jurkat sejtek a glikéz
deprimalt sejteldl eltéroen viselkedtek; magasabb ATP/ADP+AMP arany, glikogeint,
nagyjabol a kontroll, glikozon tartott sejteknekgiedeld sejt-ciklus aranyok és sejt-osztodas.
Ugyanakkor, bar dinamikajaban eliérde mintazatdban nagyon hasonlé O-glikozilaciés
szinteket talaltunk hypoglikémias és, galaktoziiti kezelt sejteken. Ezen ellentmondas
feloldaséara jo ideig nem talaltunk megoldast, pelalikacios leheiségeinket is valamelyest
behatarolta.

Két tényed lenditett at benniinket a holtponton;

Unfolding protein response (UPR) méréseink alapjflamint a kalcium regulacid mar
ismert valtozasai alapjan jo0 okunk volt feltételezrogy az endoplazmas retikulum és ezen
belul a fehérjék poszt-transzlacios modosulasa kpnezerepet jatszhat a galaktéz
metabolizmus altal befolyasolt sejtélettani folyankdan. Tovabba, egy 2011 marciusaban
megjelent publikacidban szerepelt egy figyelemrénétlfedezés: az eddig specifikusnak
gondolt és széles korben alkalmazott, Uun. CTD11@éGlikozilacio ellenes antitest
keresztreakciot adott bizonyos, nem O-, hanem Nstiglikoproteinekkel is. Ez a felfedezés
elss pillantasra meglehésen elbizonytalanitott minket és a kutatasunk gy kétségessé
tette, hiszen az egyébként szdmos helyen leigsstrfolyamatokban fontos szerepet jatsz6
O-Glikozilacié reszvételét, legalabbis egiyrel ki kellett zarnunk. Amint az azonban az
alabbiakbdl ki fog derilni, végil e nem tervezattdilatra visszatekintve, ha nem is
révidtavon, de a helyes irdnyba terelte kutatasurlegujabb eredményeink alapjan sokkal
jelentbsebb |épést tettliinkdk, mint azt dire sejtettik, és felfedezéseinknek fontos kihatasa
lehet szamos élettani, de még inkabb patologigspatll megértésében, valamint terapias

vonatkozasi is lehetnek.

A galakt6éz metabolizmusaban kulcsfontossagu enznfoszfoglikomutaz gatolhatdésaga
litiummal régota ismert. Mi magunk is leirtuk kob@m ennek hatasat éleszejtekben a
kalcium-regulaciéra, valamint olyan Kkisérleti eremmeink is szulettek, mely szerint

galaktozon novesztett, litiummal kezelt sejtekbeRRUfokozodas kovetkezett be. Azt



azonban eddig senki nem vizsgalta, mennyiben tadHz¢ ezen hatas egy relativ
hypoglikémianak. Ezért dsszehasonlitasképpen Kofglidkozzal taplalt), galaktozzal taplalt

illetve €heztetett sejtek életképességét vizsgaltuklitium jelenlétében.
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Amint a fenti abran is latszik, amint a sejtek ketizdaktaraikat felhasznaltdk (€éheztetett
sejtek esetén), azonnal lemaradtak a mitézisbaanidem galakt6zon novesztet sejteknél ezt
nem tapasztaltuk; valamelyest lassabban ugyan, mirktontrol sejtek, de egyenletes
novekedést, osztodast mutattak. Megvizsgalva aildefg aranyait, éheztetett sejtekben nem
volt sejt G2 fazisban, mig galakt6ézon tartott dejeormal eloszlast mutattak. Ezt
alatdmasztjak koradbbi HPLC meéréseink, melyek magtamennyiség, ot litiumos kezelés
esetén emelkedett mennyi§édJDP-hexdz szinteket detektaltak galaktézon noediszt
sejtekben, mig szinte nem volt detektalhat6 éhetttegjtekben.

Paradox mddon viszont az UPR mérésekben mast tafiask. Eheztetett sejtekben, varhatd
modon, fokozddott UPR-t mértiink, azonban galaktotaotott, és kilondsen a galaktdéz +

litummal kezelt sejtekben az éheztetett sejtekéljmeghaladd UPR-t tapasztaltunk. Szintén



hasonloan erdekes eredményt kaptunk a cellulaassst jeld O-Glikozilacié analizalasakor.
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Mi okozhatja ezt a latszolagos diszkrepanciat azttett sejtek és a galaktoz/litium kezelt
sejtek kdzo6tt? Mivel a litium gatolja a foszfoglimkotazt, a galaktéznak mas atvonalon kell
eljutnia a glikolizisbe, hogy energiat szolgaltasso sejtnek. Ennek egyik mddja lehet az
UDP-galakt6z-UDP-gliikoz atalakulas, valamint a gijgn szintézis, melynek eredményeként
glikdéz szabadul fel. Szintén jeléat forrdsokat szabadithat fel a sejt a poszt-trangxd
modosulasok atszervezésével. Egyrészt maga a rprodeing is rendkivil energiaigényes,
masreszt a felhasznalasra kérgizaccharidok is potencialis glikéz metabolitolonts T
2011-es cikkében (Isono T. PLoS One. 2011 Apr 49;618959.) ravilagitott arra, hogy a
kordbban masok altal O-Glikozilacionak gondolt fghénddosulas hypoglikémias sejtekben
valojaban jorészt N-GIcNAg¢ azaz a szokasos N-glikan oldallancot tartalmabérije helyett
csak 2 darab N-acetil-gltikozamint tartalmazo fedélerilnek ki az ER-bAl. Nem tartjuk
kizartnak, hogy az O-Glikozilacio az ER-stresszhagonl6an valoban fokozodik, azonban a
mintainkat PNGase F-vel kezelve, -mely enzim sjjacfin az N-tipusu oligoszaccharidokat
tavolitja el a fehérjékt- a korabbi O-Glikozilacids jel téredékét kaptuk:
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Vélemeényiink szerint ez a hypoglikémiahoz hasorgdmnégis tulél allapot magyarazhatja a
korabban tapasztaltakat. A koros N-GIcNAc2 szerkkiendigoszaccharidok felszaporodasa
ER-stresszhez vezet, annak kovetkezményeivel, fukie UPR és Kkalcium tarolas.
Ugyanakkor az igy ,megsporolt” szénhidrat metabélit illetve a kerid utakon
metabolizalodo galaktoz elegeénthpanyagot szolgaltat a sejtek tuléléséhez.

Kisérleti modellinknek, illetve a fent vazolt menlmnusnak tébb hasznosulasa is
lehetséges: egyrészt eszkdzt ad azon kutatok keadile a hypoglikémiaval kapcsolatos
specifikus stressz-reakcidkat szeretnék tanulmamydaasrészt, a bipolaris betegségen tul,
melynek kezelésére a litiumot évtizedek Ota alkakdk, tovabbi betegségek
patomechanizmusanak megértésében is alkalmazhebenhN-glikdn szintézis zavarai

fellépnek autoimmun-betegségben, galaktozémidbkheAner-kérban, stb. is.

Részben, de nem egészben a jelen OTKA palyazatoskdhheien beindult egy igéretes
egyuttmikdodés kutatocsoportunk, a Pécsi Diagnosztikai Kizpealamint a Debreceni
Egyetem Nuklearis Medicina Intézet kozott. Ennekel&ben litiummal kezelt, valamint
kontrol kisérleti patkdnyok agyi glikéz-felvéte(@DG) vizsgalatuk MIniPET/CT Tomogréf

illetve MRI készUllékkel.
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A kontroll &llatok zélddel, a litiummal kezeltekrga szinnel jeldltek, az abran kilonidoz

agyi teruletek FDG felvétele, vagyis glukédz-felnaszsa lathato.

Az eddigi eredmények alapjan uaginik, hogy a litium lassitja az FDG akkumulaciot.
igéretes kisérleti eredményeink okot adnak arragyhm meglehésen koltséges méréseket
kiterjesztett, 0Osszetettebb kisérleteinkben is smegteljik, azaz tovabb ndéveljik az
esetszamot és a csoportok szamat (kuléhhddtartama kezelések, galaktoz- vagy glikéz
gazdag taplalés, stb.). Tovabbi ,mellékterméke neaeéréseinknek a 3T-s MRI patkanyagy
felvételek, amibl egy k6z0s agyatlaszt készitenek a képalkoté étsdzmunkatarsai.

Human mintdkon végzett méréseinket, illetve Kklinikadatgyjtésiinket koveten
eredmeényeinket 6sszegezve - habar konklGziv eregtmeénrelative csekély esetszam,
valamint a dolog jellegéth adddo variabilitas (pl. beteg complience, Kévdszubjektiv
kitoltése) miatt nem volt lefzhetb - néhany, tovabbi kutatasra érdemes kovetkeztetés
levonhat6 volt. Mivel a taplalékunkban talalhatdagigoz majdnem kizardlag csak tej és
tejtermékekben taladlhatdé meg, tejfogyasztasi szkaslapjan rangsoroltuk a litiumot
tartésan szeilbipolaris betegeinket. Mint az alabbi abran laihattejet nem, vagy csak alig
fogyasztd betegek (klinikai kezelést igéf)ylepizddjai, szemben a sok tejet fogyasztod
betegekkel, valamelyest ritkabban fordulnals. eEzen észlelet azonban mindenképpen

tovabbi kutatast igényel.
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Az eredeti kutatasi tervben nem szerepelt, de mikélgpen megemlitenénk egy tovabbi
fontos, a litummal és a galaktéz metabolizmussabrasan 0sszeflgg kutatasunk

fejleményeit. Ujabban felmeriilt annak a leéfsége, hogy hatasmechanizmuséanak
tanulmanyozasa elvezethet az Alzheimer—koér jobbelésghez, hatasos gyogyszerek

kifejlesztésehez is. Ismert, hogy a litium gatajaGSK-3-at. Mivel Alzheimerben a Tau
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sejtkultirdakon szimulalhatja az Alzheimé.
betegség jelen tudasunk szerint legelfogadottabbhiplotézisét, az életkorral fokozatosan
csokkerd agyi glukéz hozzaférést. Irodalombdl az is isméxgy az N-glikan szintézis

zavarai (melyeket okozhat hypoglikémia) hozzgjatribk az Alzheimer kéros amiloid-béta,
illetve hiperfoszforillalt tau kialakulasahoz. Miagunk egy neuroblasztdma sejtvonalat

(SHSY5Y) felhasznalva, részleges, 1 hétig fennthtgpoglikémiat alkalmazva azt talaltuk,



hogy az litium képes visszaforditani az O-Glikozidacstkkenésetapra). Annak feltarasa,
hogy ez valddi O-GIcNAc vagy egyéb nem-spcifikubéigehez kapcsolt oligoszaccharid,
jelenleg is zajlik.

UPR munkacsoportunk eredményeit az alabbiakbarnristjikk:

Alapkérdések: Az RNase L inhibitor fehérjének, amely citoszolikus vas-kén fehérje van-e
szerepe az UPR aktivalodas folyamatdban? A kéigésist az élzte meg, hogy az IREL,

amely az endoplazmatikus retikulum egyik UPR szenfehérjéje, kinaz és RNaz

doménjében nagyfokd hasonlésagot mutat az RNaz herjishez. Az UPR aktivalédas

folyamata hasonlé-e méjsejtekben és neuronaliskdegh?

Majsejtekben

Megvizsgaltuk, hogy vas adasara, vas megvonadetyel glutation deplécié hataséara
valtozik-e az RNé&z L inhibitor (RIli) expresszigja.

Vas adasara duplgjaraéth mig vasmegvonasra felére, glutation depléciévekben

negyedére csokkent az Rli expresszioja (MRNS saaltime PCR segitségeével).

Hela sejtekben

Itt magasabb az RIi expresszio alapszinten is.

Az UPR aktivalasat éldézo agensek hatasa: DTT és thapsigargin egyarant & iBNS
szintet masfélszeresére, a hasitott XBP mRNS s$zkite 10-szeresére emelte. Ezzel
parhuzamosan a Bip fehérje mRNS szintje is kozedZHdesére emelkedett. Mindez igazolja,
hogy mindkét kezeléssel (mas-mas tdmadaspont)uttikativalni HeLa sejtekben az UPR

folyamatat.

Az Rli fehérje szintjének cstkkentéséidézi-e az UPR aktivalodasat.

Az RIi szintjét sikerilt csokkenteniink HelLa sejtekbantiszensz plazmid transzfektaldsaval
és dicer technikaval egyarant (MRNS és fehérjeteaziis). Mindkét esetben az XBP és a
hasitott XBP mRNS szintek, akarcsak a Bip szingsomloan novekedett azé6eb, UPR
aktivalo kezelésekhez képest. Ennek alapjan aztdhadjuk, hogy Hela sejtekben az Rli

szintjének csotkkenése az UPR aktivaciohoz hasohférhatot indit el.

DTT Tg RAS RAS+DTT RAS+Tg
RIi 0,45 0,88 0,1 0,09 0,1



XBP 1,66 15 3,6 4 4,65
XBPS 11,79 9,92 17,87 22,86 21,48
Bip 9,68 8,96 9,1 19,9 18,57

Egy reprezentativ kisérlet. Tg: thapsigargin, RR8:antiszensz. A szamok az adott mRNS

szintjének valtoz4sat mutatjak a kezeletlen segekiiszonyitva.

Az UPR aktivacio kivedhéte az Rli HeLa sejtekben téri@overexpresszidjaval.
Az RIi overexpresszido 6nmagaban is fokozta a has{lBP mMRNS mennyiségét. Ennél joval
nagyobb mértékben aktivalédott az UPR thapsigamgiidsa utdn. Amennyiben az Rli

overexpressziot kovéen tortént a thapsigargin addsa, az UPR aktivaléu&seke kisebb

volt, mint csak a thapsigargin hatasara.

Rli-vel

transzfektalt Rli+thapsigargin Thapsigargin
Rl 36,5 17,63 0,57
XBP 0,48 3,38 5,42
XBPS 27,85 36,5 59,3

Egy reprezentativ kisérlet, a szamok a kezeletlgjtben talalhatd mRNS szintekhez

viszonyitott valtozast jelolik.

Neuroblasztoma sejtvonalakban
Neuroblasztoma sejtekben az Rli szintje alacsonyafbt a majsejtekben. Vasmegvonasra

szintje csokken a kezeletlen sejthez képest, négadasara haromszorosaéa n

Az alabbi kisérletek a neuroblasztoma sejtekberkezdésre és vasmegvonasra adott

expresszios valaszt mutatja, a vasanyagcserébapst gtszé6 mRNS-ek vonatkozasaban.

Az SH-SY5Y neuroblasztoma sejtvonalat vaskezelégsekasmegvonasnak vetettik ala. A
vaskezeléshez vas-ammonium citratot 25ug/ml, sedéstamin vaskelalé agenst 100ug/ml
végkoncentracidban alkalmaztuk 4x16ejten 24 6ran keresztil. A sejteket a kezelést
kbveten dsszegijtottiik, majd totdl RNS-t izolaltunk b@lik. Mintanként 200ng RNSéb
cDNS-t készitettlink, majd Real time PCR segitsdgéxsgaltuk az egyes gének expresszios

valtozasét (1-2. abra).
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1. 4bra Vasmegvonas hatasara a hemszintézisb@psizgtszo ferrokelataz (Fc) mennyisége
valamint a vas felvételéért fetasl divalens metal transzporter (DMT1) mMRNS exprégazi
jelensen novekedett. A vas leadasaért talderroportin (Fp), valamint a citoszolban illetve
a mitokondriumban a vas transzportért és raktaéozéedebs gének expresszioja csokkent.
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2. &bra Vaskezelés hatdsara a mitokondrialis Jdarczdsaért felék mitokondridlis ferritin
(FTMT) mennyisége jeletisen ndvekedett, mig a citoplazmaris vasraktarorasharepet
jatsz6 gének (ferritrin nehéz és kodnianc) mennyisége kisebb mértékben, de szintén
megnovekedett (FTL, FTH).

Mivel a vaskelalé kezelés hatasara a RNase L itdniliRl)) mMRNS expresszidja cstkkent és
korabban azt tapasztaltuk, hogy a sejtekben ezditadkszik a preprohepcidin mRNS szintje,

valamint aktivalédik az unfolded protein respons#PR), megvizsgaltuk az XBP, spliced



XBP és a Bip gének expresszidjat is. Ebben az esetzt tapasztaltuk, hogy a
preprohepcidin mRNS szintje emelkedett, ugyanak&mr UPR kapcsan vizsgalt gének
esetében csak kismértékaz emelkedés, ami arra utalhat, hogy ©6nmagabanlia R
expresszidjanak csokkenése nem valt ki UPR-t, elndz molekularis mechanizmusok is

hozzajarulnak (3. abra).
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3. abra Vasmegvonas hatasara az Rli expresszitkltars, az UPR-ben szerepet jatszé gének

expresszidja kis mértékben emelkedik.

Az RIi szintjének cstkkentése neuronalis sejtelfi®NA technikaval jelenleg folyamatban
van. A kisérletek végén lathatjuk, hogy az Rli eg3zid csokkentése ezekben a sejtekben is

aktivalja-e az UPR atvonalat.

Alpha synuclein expresszié neuronalis sejtekben.
Optimalizaltuk a synuclein overexpresszio korulngitnyAz alabbi oszlopdiagramm foglalja

0ssze az eredményeket:
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Tovabba iranyitott PCR-alapl mutagenezisséélbtottuk a synuclein A53T mutanséat egy
nukleotid cserével. Irodalmi adatok szerint ez aams valtozat nagyobb valostigeggel

aggregalddik, mint a vad tipus.

A mutans synuclein overexpresszidjaval vizsgéljgkUPR vélaszt a neuronalis sejtekben,

valamint ennek a vasanyagcsere komponenseivebgaliefliggesét.

Osszefoglalva, a témaveéealgy érzi, jeleris mértékben megfeleltiink a munkaterviinkben
leirtaknak, sikerult kozelebb kerllnink a foszféginutdz aktivitas és a kalcium
homeosztazis kozti kapcsolat megfejtéséhez. Ugiisrifelenss felfedezéseket tettiink a
fehérje szintézis/ poszt-transzlacids folyamatoterte valamint az UPR aktivitas okénak
feltarasaban. Kilon kiemeletidek érezzik, hogy ezen eredmények egy kdzos ebalélet
magyarazhatoak. Ezek Osszefoglalasa, jelenleg «dalktt van, a PloS One folyoirathoz
nyujtottuk be. Ugyancsak Iényegesnek tartjuk, hagkisérletek Ujabb érdekes kérdéseket
vetettek fel, melyek tovabbi vizsgéalatra érdemedeledményeinkil elsssorban hazai, de
néhany nemzetkdzi tudomanyos konferencian is beslhémk. A téma anyagat részben
felhasznalva PhD védés is sziletett (Dr. Nagy R@li2, Pandur Edina 2011), ill. Gjabb kett
folyamatban van. A gradualis tudomanyos képzésbeszamos sikert értink el, a palyazat
tamogatasanak és témajanak koszddretEgy elé (Rupeena Purewal, 2011), egy masodik
(Balasa Alfréd, 2008) és egy harmadik dijazott KRahiro, 2011) TDK edadas szlletett a
helyi TDK konferencian, valamint egy jubileumi kaldijjal jutalmazott éladas is elhangzott

az orszagos TDK konferencian (Rupeena Purewal,)2fl&kjaink altal.

Befejezéslil kdszonjik az Orszagos Tudomanyos Almpgatasat!



