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Eloszo

1919. szeptemberében a pozsonyi Erzsébet Tudomanyegyetem hontalanna valt:
ingatlanait elfoglaltak, ingosagainak nagy részét elvették, tanari karanak el kellett hagynia az
egyetemet. Az orvoskar, az ugyancsak foldonfutova valt kolozsvari egyetem orvoskaraval
egylitt, az 1920/21-es tanévben Budapesten kezdte Gjra az oktatést, igen szlikds koriilmények
kozott. A nemzetgytilés 1921-es dontése értelmében a pozsonyi egyetem Pécsre koltozott €s
1923. oktdber 24-én az 1j székhelyen megkezdddott az oktatds. Gorka Sandor ny. r. tanart
orvosi biologiai tansz€k szervezésével ¢€s vezetésével biztak meg. Az Erzsébet
Tudoményegyetem Pécsre koltozésének 80 éves évforduldjara rendezett iinnepségsorozat
keretében 2003. szeptember 17-én a PTE AOK Orvosi Biologiai Intézete és a Pécsi
Akadémiai Bizottsag Biologiai Szakbizottsaganak k6zos rendezésében linnepi tilést tartottunk
a PAB Székhazaban. Jubileumi programunk f6 célja az orszadg elsd biologiai intézete
sziiletésének megiinneplése volt. A visszaemlékezésen kiviil azonban arra is felhasznaltuk az
alkalmat, hogy beszdmoljunk az intézet elmult évtizedeinek munkdjarol, nehézségeirdl,
eredményeir6l. Unnepi programunk részét képezték azok a tudoményos eldadasok is,
melyekben intézetiink korabbi ¢és jelenlegi jeles képviseléi mutattak be kutatomunkajuk
eredményeit.

Koszonetemet fejezem ki dr. Lénard Laszlonak, a PTE AOK rektoranak, dr. Nagy
Juditnak, az AOK tudoméanyos dékanhelyettesének, dr. Méhes Karolynak, a PAB elndkének
¢s dr. Szabo Laszlonak, a PAB Bioldgiai Szakbizottsaga elndkének, hogy jelenlétiikkel és
koszontd szavaikkal emelték a rendezvény linnepélyességét. Halds vagyok dr. Benke
Jozsefnek, a PTE AOK Egyetemi Miizeuma igazgatojanak az intézet multjarol adott értékes
informaciokért. Koszondm az eldadoknak, hogy id6t ¢és energidt forditottak
visszaemlékezéseik elkészitésére és bemutatasara. Végiil természetesen halas vagyok minden
vendégiinknek, hogy meghallgattdk programunkat, jelenlétiikkel megtisztelték jubileumi
tinnepséglinket.

Szeberényi Jozsef



Gorka Sandor bioldgus életutja
Sragner Marta

Csorba Gyozo Megyei Konyvtar, Pécs

Gorka Sandor 125 éve, 1878. oktober 12-én sziiletett Ungvéaron. Osei igen elékeld
lengyel nemesek voltak, innen szarmazik a '"levivai" elonév. Apja Gorka Leo
telekkonyvvezetd, anyja Nachly Anna hdztartasbeli volt.

Altalanos-iskolai és gimnaziumi tanulményait sziildvarosaban Ungvaron végezte,
1896-ban kitlinden ¢érettségizett. Ezutan a budapesti Ferenc Jozsef Tudomanyegyetem
bolcsészeti karara iratkozott be. Tovabbtanuldsa majdnem meghiusult, mert édesapja meghalt,
szerencsére az ekkor elnyert 300 aranyforintos Ferenc Jozsef- és Erzsébet-0sztondij fedezte
tanulmanyainak koltségeit. A kotelezd allattan- és ndvénytan targyakon kiviil embertani,
filozo6fiai eléadasokat, az orvoskaron anatomiat és é€lettant is hallgatott. Az 1899/1900-as
tanév elsé félévében még rendes, a masodik félévben mar rendkiviili hallgatd lett, mert
masodik tanarsegéddé nevezték ki az egyetem zoologiai és comparativ anatdmiai intézet €s
muzeumaba. Még 1899-ben Margdé-dijat kapott "A rovarok tapcsove"-rdl irt dolgozataért.

1901-ben zoolodgia {0, botanika- és asvanytan melléktargyakbdl summa cum laude
bolcsészdoktorra avattak. A kovetkezd évtdl Entz Géza professzor els6 tanarsegéde lett. 1907-
ben mar a Kir. M. Pazmany Péter Tudomanyegyetem helyettes elsé tanarsegéde. Ebben az
évben megndsiilt, az olasz szarmazast Pittoni Edit rajztanar-festOmivészt vette feleségiil.
Ekkor koltoztek a Természettudomanyi Tarsulat épiiletében 1évé lakasba. Harom gyermekiik
lett, egy lany és két fiu.

1910-ben nevezték ki egyetemi adjunktussa, magantanarrda 1913. oktober 28-an
habilitaltak "A fels6bbrendli gerinctelen allatok anatomidja és élettana" targykorbol. 1914-t6l
1920-ig a Tudomanyegyetemen a zooldgia- és a gyogyszerészeti allattan helyettes tanara, a
zoologia-, Osszehasonlitdé bonctan- ¢és gydgyszerészeti allattan jogositott tandra, az
orvostudomanyi kar jegyzéje, az Allattani és Osszehasonlité Bonctani Intézet vezetdije volt.

1918-ban masodszor is Margo-dijjal tiintették ki "A hazai édesvizi kagylok
kopoltytjanak és inyvitorlajanak szerepe a taplalkozasban" cimii dolgozataért.

Az 1912-ben Pozsonyban Iétesitett Erzsébet Egyetem, vagyona nagy részét
hatrahagyva 1919 6szén Budapestre telepiilt at, ahol tobb évig, igen szlikds koriilmények
kozott az Allatorvosi Féiskola épiiletében miikodott. Gorka Sandor 1920-ban lett az Erzsébet
Tudomanyegyetem magantanara, helyettes tanar, kortani intézeti adjunktus. Mar 1921-ben
megbizast kapott, hogy az orvoskaron szervezze meg a bioldgiaoktatast.

A menekiilt intézmény természetesen nem miikodhetett éveken &t Pesten. Pécs
varosaval sikeriilt megegyezni, hogy a piispokség ¢épiileteket bocsat az egyetem
rendelkezésére. A koltozés 1923 nyarara fejez6dott be. Gorka majus 11-én érkezett a varosba,
¢és szeptember 1-én nevezték ki nyilvanos rendes tanarra, az orvoskari bioldgia tanszékre. Az
orszagban elsdként szervez oktatasi intézményben Bioldgiai Intézetet, amelynek 1944-ben
bekovetkezett halalaig igazgatoja volt. A Rékdczi uti épiiletben, 3 helyiségben miikodo
intézetnek, 1940-ig csak 1 tanarsegédi statusza volt. Ezutdn jelentdsen boviilt intézménye, igy



GORKA SANDOR
(1878-1944)




Gorka Sandor kiterjedt jegyzetanyagat, amely el6adéasainak alapja volt, rendszerezni tudta.

Gorka csak fiatal koraban végzett laboratériumi munkét, a rovarok bonctanaval
foglalkozott, "Anatomiai és élettani adatok a bogarak Malpighi-edényei miikddésének
megitéléséhez" cimen monografiat irt. Késébb mar nem kisérletezett, ezért az intézetben igen
kevés volt a laboratoriumi targy. Az igazi értéket a tansz¢éki konyvtar jelentette, amelynek
gyarapitasara a koltségvetésbsl igen keveset forditottak. Allomanya viszont szépen
novekedett Toth Lajos allamtitkar hagyatékabol és a professzor sajat zsebébdl.

Tanitott bioldgiat az orvoskaron, a bdlcsészet-, nyelv- és torténettudomanyi karon és a
Tanarképzo Intézetben is. Gorka igen részletes oktatasi programot dolgozott ki, ennek alapjan
tanitott heti 5 ordban kotelezd kollégiumként, szigorlati kotelezettség nélkiil, altalanos
biologiat elsdéveseknek, 2-2 ordban fejlodéstant és Orokléstant masodéves medikusoknak.
Kizérélag tantermi eldadéasokat tartott, laboratoriumi gyakorlatokat nem vezetett. Egyetemi
eléadasaiban bevezetOként meghatirozta a biologia helyét a tudomanyok rendszerében,
definidlta az ¢let jellemzd jelenségeit, feltételeit, majd ratért az Skoldgiai vonatkozdsokra.
Mindezekkel és az ¢élovilag rendszertanat bemutatd tablazatos attekintésekkel, alapos
bioldgiai szemléletet nyujtott az dltala nevelt orvosnemzedékeknek.

Budapesti lakasat halalaig fenntartotta, csaladja ott élt, csak vasarnap estétdl péntek
délutanig tartézkodott Pécsett. Hétvégenként otthon szerkesztette a Természettudomanyi
Ko6zlonyt.

Az 1936-1937-es tanévben orvoskari dékan, a kovetkezo tanévben prodékan valamint
az orvosi szigorlati bizottsdg elndke vegytan, természettan, korbonctan, altalanos bor- ¢€s
nemikortan targyakbol és gyogyszertanbol.

1938-t01 titkara, a kovetkezd tanévtdl fotitkara volt az Erzsébet Egyetem Barati
Egyesiiletének, kari jegyzé a dékani hivatalban, az egyetemi Konyvtarbizottsag tagja és
Sopronban a Hittudomanyi Karon tarskari el6adasokat is tartott.

1942. oktober 29-¢ét6l vezette a M. Kir. Erzsébet Tudomanyegyetem Toth Lajos
orvoskari konyvtarat. Egy nappal késébb oktober 30-an megbiztdk az Ellettani Intézet
igazgatasaval is. Ez utdbbi feladatot 1943. februar 24-ig latta el.

Gorka Sandor 1944. aprilis 10-én halt meg 66 éves koraban a pécsi belklinikan,
veseelégtelenségben. A varos temetdjében nyugszik az A parcella XXVI. sor 30-as sirjaban.
Halala utan intézete a szomszédos Elettani Intézet kezelésébe keriilt, mindig megtartva a
kiilon kollégiumokat.

Gorka Sandor a klasszikus értelemben vett elméleti bioldgus volt, aki hihetetlen
alapossaggal és felkésziiltséggel vette miivelés ala a hazai biologiaoktatast. Felkésziiltségével
uralta a korabeli zoologiat és botanikat, igen alaposan ismerte a genetikat, a szarmazastant ¢s
sejttant. Viszont alig vett tudomadst, a kordban mar rohamosan kibontakoz6 biokémia egzakt
eredményeirdl.

Tarsadalmi konzervativizmusa ellenére modern bioldgiai vilagnézetet hirdetett, nem
dogmatikus formdban, inkabb objektivitasra térekvd liberalizmussal.



Gazdag irodalmi munkassagot fejtett ki. Elsé irasa 19 éves kordban, 1897-ben, a
Természettudomanyi Kozlonyben jelent meg. Kitartd szorgalmanak eredménye, hogy élete
soran tobb mint 800 hosszabb-rovidebb miive, tanulménya, cikke és kozleménye jelent meg
nyomtatasban. Irdsai, szaktudoméanya mellett, kivételes egyetemes tudasrél tantiskodnak.
Sohasem szakadt el az élettdl, erds gyakorlati érzéke volt. Sz&p magyar nyelven, kézérthetd
stilusban kozvetitette a legelvontabb kutatdsok eredményeit.

Nagy munkabirdsa, kitartd szorgalma tette alkalmassa arra, hogy pedagogiai-, ir6i
munkassagan kiviil, jelentds kozéleti tevékenységet is folytasson. Husz éven at dolgozott a
Természettudomanyi  Térsulat  felvirdgoztatdsdin, a  Természettudomanyi Kozlony
népszerusitésén. Mar 1896-td1 valasztmanyi tagja volt a Kiralyi Magyar Természettudomanyi
Tarsulatnak, 1906-ban masodtitkarra, 1914. februar 25-én megtartott kozgyiilésen pedig, elsd
titkarra valasztottdk. 1923 6szén mondott le megbizatasarol, amikor az egyetem Pécsre
koltézott. 1925 juniusdig intézte még a tarsasag ligyeit. 1940-ig valasztmanyi, halalaig 6rokos
tag, és a Konyvkiado Bizottsag tagja. 1906. januar 24-ét6l 1925. julius végéig volt a
Természettudomanyi Ko6zlony szerkesztdje, Ilosvay Lajos, id. Entz Géza, Csopey Laszlo,
Lengyel Béla és Nuricsan Jozsef tarsasagaban.

Az 1899. december 2-an alakult Kis Akadémianak miikodése negyedik €vétdl volt
tagja, vezetOségi tagja késdbb ligyvezetdje, tiszteletbeli ligyvezetdje. Elsé eldadasat 1902.
november 24-én tartotta "A termékenyités problémdja" cimmel. A Kis Akadémia
fennallasdnak 30 éves évforduldja alkalmabol rendezett jubileumon 1929. februar 3-an "Az
¢l6 szervezetek mivoltarol" beszélt. Az 1000-dik eldadast is 6 tartotta 1941. marcius 8-an,
"Az €16 szervezetek szabalyozo és iranyit6 hato-anyagai (ergonok, biokatalizatorok)" cimmel.

Tagja volt a Révai Nagy Lexikon szerkesztdbizottsaganak, ebben a tisztségében az
1927-ben megjelent 20-dik kotet rovartani, madartani szocikkeit irta. Az 1925. februar 10-én
megalakult Egyetemi Tudomanyos Szovetségnek fotitkarava valasztottdk. Az Egyetemi
Tanécsnak tagja, természettudomanyi és egészségligyi tarsulatdnak alelndke volt.

Sokiranyt tudomanyos- ¢€s kozéleti tevékenységét igazolja, hogy a felsoroltakon kiviil
tagja volt még; a német Allgemeine Entomologische Gesellschaft-nak, a Magyar Balneologiai
Tarsasagnak, a Magyar Tarsadalomtudomanyi Egyesiiletnek, a Magyar Filozofiai
Tarsulatnak, az Orszagos Kozegészségligyi Egyesiiletnek, a Magyar Szakirok Orszagos
Egyesiiletének, a Magyar Entomoldgiai Egyesiiletnek, a Magyarhoni Foldtani Tarsulatnak, a
pécsi székhelyli Mecsek Egyesiiletnek, a Magyar Keleti Kultarkézpont Kozmiivelddési
Szakosztalyanak ¢és Konyvkiadé Bizottsaganak, a Magyar Fajegészségtani- ¢&s
Népesedéspolitikai  Téarsasagnak, a Felsdoktatasiigyi Egyesiilet természettudoményi
szakosztalyanak, a Stella Csillagaszati Egyesiiletnek, az Orszagos Természettudomanyi
Tanécs és Alap Intézdbizottsdganak, a Magyar Adria Egyesiiletnek, a Magyar Tudomanyos
Tarsulatok és Intézmények Sajtovallalatanak, a budapesti Kir. M. Egyetemi Nyomda valamint
a Dunantil Pécsi Egyetemi Konyvkiadé és Nyomda R. T. igazgatosaganak, az Orszagos
Fels6oktatasi Tanacsnak, az Orszagos Osztondijtandcs intézObizottsdganak, a Széchenyi
Tudoméanyos Egyesiilet szendtusanak, az Orszagos Gyogyszerész Egyesiiletnek és a
szekszardi "Vas Gereben" irodalmi és miivészi kornek.

1912-ben a Magyar Orvosok ¢és Természetvizsgalok Vandorgyiilése kozponti
valasztmanya titkdra lett. 1914-ben majd 1917-ben megbiztdk a zoologus kongresszusok
megszervezésével. 1927-ben is megvalasztottdk a Nemzetkdzi Zoologus Kongresszus
fotitkarava, de a rendezvény megkezdése eldtt lemondott.



1921-ben tevékenyen részt vett a Tudoméanyos Tarsulatok €s Intézmények Orszagos
Szovetségének megszervezésében. Az 1926-ban egybehivott természet-, orvos-, miiszaki- ¢és
mezogazdasag tudomanyi orszdgos kongresszusnak fotitkdra volt, s ezen tisztségében
Osszeallitott a rendezvényrdl két kiadvanyt.

A Természettudomanyi Kozlony szerkesztésén kiviil 1902-t61 a Zoologische
Zentralblatt magyarorszagi munkatarsa lett. 1922-t61 1926 végéig szerkesztette a Felso
Oktatasiigyi Egyesiilet Kozleményét, 1926-t6] az Orvosi Hetilap sajtobizottsaganak is tagja
volt. 1936-t6l 1943-ig 6 allitotta 0ssze az Erzsébet Tudomanyegyetem Almanachjat, 1941
januarjatol haldldig a Pannonia cimii folyoiratot, 1942-t61 a Panndnia Konyvtar sorozatot,
valamint a Miveltség konyvtara sorozat néhany kotetét.

Szinte lehetetlen felsorolni, hogy Gorka Sandor életének 66 éve alatt mennyi mindent
tett, hdny egyesiiletnek, tarsulatnak, tarsasdgnak volt tagja, vezetdje. Mennyi Osszejovetelnek
résztvevdje, faradhatatlan szervezdje €s mozgatdrugoja.

Ezt a tartalmas életutat probaltam roviden végigkdvetni jelen munkamban. Sokkal
részletesebben olvashatnak életérdl és tevékenységérdl abban a bibliografidban, amelyet
szerkesztettem, s ennek a jubileumi kiadvanynak fliggelékét képezi. A bibliografia célja
felhivni a figyelmet Gorka Sandorra, arra a kivalo biologusra, oktatéra, aki 1921-ben, az
orszagban eldszor szervezte meg a bioldgia-oktatast orvosi egyetemen, és 80 évvel ezelott
elsdként 1étesitett Biologiai Intézetet Magyarorszdgon, Pécsett, a Magyar Kirdlyi Erzsébet
Tudomanyegyetemen.



Mozaikok az Intézet életébol 1992-ig

Komaromy Laszlo

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Biologiai Intézet

Megtiszteld lehetdségem ¢€s feladatom, hogy az Erzsébet Tudomanyegyetem Pécsre
telepitésének 80. évforduldjan részese lehetek a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudoméanyi Kara Bioldgiai Intézetének megalakulasa alkalmabol rendezett iinnepi
tilésnek. Kiilondsen nagy megtiszteltetés, hogy az Orvosi Biologiai Intézet Gorka professzort
kovetd iddszakatol kezdddden az 1992-ig tartd ¢Eletének, milkddésének, tutkeresésének
folyamatarol beszélhetek, emlékezhetek az igen tisztelt jelenlévikkel egyiitt, akik koziil sokan
az eltelt 80 év kiillonbozd periddusaiban, hosszabb-rovidebb ideig, kiillonbozd szinteken és
formakban részesei voltak az intézet ezen iddszakanak. Kérem emlékezziink egyiitt, mert kdzos
feladatunk a milt mentése a manak és a jovonek!

A mult felidézése, a mozaikok keresése a dolgok természetébdl kovetkezéen nem lehet
teljes, minden részletre kiterjedd a részemrdl, kiegészitik, teljesebbé teszik viszont majd a
soron kovetkezd eldadasok, melyek ezt az iddszakot tovabbi oldalairdl fogjak felidézni,
melyben intézetiink mai ¢életének gydkerei kereshetdk, melyek mai kiteljesedésének
nélkiilozhetetlen el6zményei voltak. A mult felidézéséhez Tigyi Jozsef akadémikus Urtol,
Studinger Ferencné laboratoriumi asszisztenstdl és Szabo Laszld féorvos urtdl kaptam értékes
adatokat, melyekért ezuttal is kszonetet mondok.

Az 1923-ban alapitott Orvosi Biologiai Intézet Gorka professzor haldlat kovetden,
1944-ben az egyetem Elettani Intézetébe inkorporalédott, igy a Biologiai Intézet igazgatdja
Lissak Kalman professzor ur lett, s igazgatasa alatt miikodott 1970-ig. 1944-ben az orvosi
biologia oktatdsaval Lissak professzor Dr. Kanizsai Laszlot bizta meg. Kanizsai Laszlo rovid
1dejii tevékenységét kovetéen Dr. Csotortok Laszld volt hosszabb ideig az orvosi bioldgia
oktatasanak vezetdje Lissak professzor iranyitdsa alatt.

Dr. Csotortok Laszlot az Erzsébet Tudomanyegyetem 1943-ban avatta doktorrd, aki ezt
kovetden az Elettani Intézetben kezdte munkajat dijtalan gyakornokként, 1947-ben ,.dijas”
demonstrator, 1949-ben tanarsegéd, majd 1951-ben lett egyetemi adjunktus. Ebben az
id6szakban az orvosi biologia oktatdsa a maihoz hasonléan az elsd évben zajlott, az elsd
félévben 3 ora eldadas, 2 ora gyakorlat, mig a masodik félévben 2 6ra eldadas, 2 ora gyakorlat
szerepelt az 6rarendben; az els6 szemeszter kollokviummal, a masodik pedig szigorlattal zarult.

Ez az oktatési alapstruktira 1948-t61 kezdédden alakult ki, mely a magyar orvosképzés
fejlesztésében nagy jelentdségli 1épés volt. Az orvosi bioldgia oktatdsanak feladatait 1955.
november 15-ig latta el Csotortok doktor, akit ekkor kérésére a rektor felmentett egyetemi
adjunktusi allasabol, mert a Séatoraljatijhelyi Korhaz laboratoriumvezetd féorvosi allasat nyerte
el. Ebben az alaphelyzetben kapta meg Lissak professzortol Dr. Tigyi Andras az Elettani
Intézet adjunktusa az orvosi biologia oktatasanak feladatait, mely feladatnak vezetdként 1992-
ig, tehat 37 évig, illetve ezt kovetden 2001-ben bekdvetkezett halalaig aldozatos, példamutatd
megvalositoja volt.
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ALTALANOS BIOLOGIA

ORVOSTANHALLGATOK RESZERI

Dr. TORO IMRI

Dr. CSOTORTOK LASZLO
Dr. KISZELY GYORGY
Dr. KONTRA GYORGY

). TORO IMRE

MOVE!] NEP TUDOMANYOS ES ISMERETTERJESZTO KIADO

1.4bra

Tigyi Andras eldtt 1955-ben sokrétli, igen komplex feladat allt. Az orvosképzéshez
adaptalt tananyag kialakuldsa a hazai Orvostudomanyi Egyetemek Bioldgiai Intézeteiben,
illetve a biologiat oktatod intézetekben, az utkeresés fazisdban volt. Hivatalosan az altalanos
bioldgia képezte az orvosi biologia tananyagat, mely a fobb életjelenségek ismertetésével, az
¢l6 rendszerekre vonatkozd 4ltalanos torvényszerliségeket, a rendszerezési alapelveket,
tipustant, filogenetikai alapokat foglalt 6ssze (1. abra). 1956-ban jelent meg a hivatalosnak
tekintett Altalinos Biolégia c. tankényv, amelynek tematikdjat a hazai Orvostudomanyi
Egyetemek orvosi bioldgiat oktatd intézetei, a biologiai tények interpretaciés meggondolasai
miatt csak igen korldtozottan tekintettek altalanos érvénylinek. Tigyi Andras 1958-ban, a
Felsooktatasi Szemlében kozolt cikkében errdl igy irt: ,,Az altalanos biologia jelenlegi
tematikaja tobb fejezetben elavult, tilzottan morfologiai beéllitottsagot képvisel, és igy a
modern, funkciondlis szemléletet igényld orvosképzés érdekeit nem szolgélja. Nincsen szoros
kapcsolata a fels6bb évek targyaival, igy az orvostanhallgatok késdbbi tanulmanyai sordn erre
nagyon keveset épithetnek.” Ezzel egyidejileg kialakulatlan volt a bioldgia gyakorlatok
tematikaja is. Mindezekbdl kovetkezett, hogy Tigyi Andrasnak ki kellett alakitania az orvosi
bioldgia oktatasi feladatainak, valamint az ezekhez elengedhetetleniil sziikséges tudomanyos
munka meginditdsdnak ¢és folytatdsanak feltételeit biztositd6 munkatarsi gardabol allo
munkacsoportot. fgy jétt 1étre az Stvenes évek masodik felében, majd a hatvanas években az a
mag, melynek tagjai az Elettani Intézet Bioldgiai munkacsoportjat alkottak, melybdl a mai
Orvosi Biologiai Intézet ténylegesen kindtt. Az alakuld mag egyetemi statusokon 1évd tagjai
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mellett nem szabad megfeledkezniink azokrol a lelkes medikusokrol, akik mint TDK-s
hallgatok miikodtek kozre a Tigyi Andras altal vezetett munkacsoportban, az intézet oktatasi és
tudoményos munkéjaban.

ECSI ORVOSTUDOMANYI EGYETEM FIZIOLOGIAI ES BIQLOGIAT

2. dbra

Az utkeresd, oktatast fejlesztd tevékenység elsé eredményei kozt volt az a gyakorlati
oktatast segitd munka, mely 1959-ben jelent meg Biologiai gyakorlatok cimmel (2. dbra). Ez a
gyakorlati jegyzet képezte alapjat a hatvanas években két kiadast megért gyakorlati
tankonyvnek, mely jol dokumentélja azt, hogy az Intézet gyakorlati oktatdsat modernizald
torekvései orszagosan is elismerést nyertek, az Orvostudomanyi Egyetemeken kiviil mas, a
biologiai diszciplindkat kiilonbozd szinten oktatd felsoktatdsi intézmények is alkalmaztdk a
konyvet (3. abra). Az Intézet az oktatds elméleti anyagadt az 1960-ban megjelent jegyzetben
adta a hallgatok kezébe, az intézeti jegyzet fejezetei kozt mar szerepelnek azok az ismeretek,
melyek a molekuldris sejtbiologia és genetika alapjat képezik, hiszen erre az idészakra esik a
forradalmian 0j és alapveté molekuléris biologiai felfedezések egész sora (4. dbra). Erezhetd ez
az intézet tudomanyos iranyvonalanak kialakuldsdban is, a fizioldgiai jellegli kutatdsi iranyok
mellett, a sejtbiologiai, molekularis biologiai szint is jelen van a tudoméanyos programban.
Ezen irdnyzat kedvezd fejlddési lehetdségét eldsegitették a POTE nagymiiszer beszerzési
programjai is, ekkor keriiltek az akkori kozponti épiiletben elhelyezésre a korabeli modern
ultracentrifugdk és az elsé NDK gyartméanyu elektronmikroszkop is, melyek a metodikai skalat
igen jelentdsen bovitették.

12



3. abra

E periodusban, a hatvanas évek els¢ felében fontos mozaikelemet jelentett az intézet
¢letében, hogy Tigyi Andras egyetemi docensi kinevezést kapott 1961-ben, mely megerdsitette
abban Ot, hogy az altala vezetett intézet j6 iranyba halad, s ezzel egyiitt kelld tamogatast kapott
tovabba az intézeti 1étszam emeléséhez.

A hatvanas évtizedben az intézet mind oktatd, mind tudomanyos munkéjaban
megerdsiti a molekularis dimenzidkban valé gondolkodést és munkalkodast, mely egyben az
orvosi-orvosbiologiai dimenziok megjelenését is jelentette az intézet szemléletében. Tigyi
Andras vezetésével kiteljesedett a néhany évvel kordbban elindult folyamat, melyben vilagossa
valt, hogy a klasszikus 4altalanos biologiai tematika egyrészrél korszerltlen, masrészt
szintetikus diszciplina 1évén, a megértéséhez tobb biologiai résztudomany ismerete feltétleniil
sziikséges. Az évrdl évre formdlodd oktatasi program kialakitasdban a f6 szempont az volt,
hogy az orvostanhallgatok természettudomanyos szemléletének, ismeretének megalapozasédhoz
a rohamosan fejlédo biologia olyan teriiletei, eredményei keriiljenek oktatasra, amelyek a II.,
II. évfolyam diszciplinaihoz, s a klinikai ismeretekhez is kelld és felhasznalhatd alapot,
mintegy eloképzettséget nyljtanak. Ezen torekvések jol kovethetdek az intézet altal készitett
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hallgatoi jegyzetek tematikai valtozésaiban. A korabban relative nagy volument jelentd
tipustani, 6sszehasonlito ¢lettani és mas fejezetek redukalodtak, majd az ezt kovetd idészakban
a fo feladat az 0 eredmények szelektaldsa volt az orvosképzés igényeinek, képzési
célkitlizéseinek megfelelden. E folyamatban jelentdsen kibdviiltek a sejt és molekularis
biologiai fejezetek, az altalanos genetika molekularis szintli értelmezést kap, s megjelent a
human genetika alapjait taglalo fejezet.

A PECSI ORVOSTUDOMANYI EGYETEM FIZ

4. abra

E periodusban, a hatvanas évek elsd felében fontos mozaikelemet jelentett az intézet
¢letében, hogy Tigyi Andras egyetemi docensi kinevezést kapott 1961-ben, mely megerdsitette
abban Ot, hogy az 4ltala vezetett intézet j iranyba halad, s ezzel egyiitt kell6 tamogatast kapott
tovabba az intézeti 1étszam emeléséhez.

A hatvanas évtizedben az intézet mind oktatd, mind tudomanyos munkéjdban
megerdsiti a molekularis dimenzidkban valé gondolkodast és munkalkodast, mely egyben az
orvosi-orvosbioldgiai dimenzidok megjelenését is jelentette az intézet szemléletében. Tigyi
Andras vezetésével kiteljesedett a néhany évvel korabban elindult folyamat, melyben vilagossa
valt, hogy a klasszikus 4ltalanos bioldgiai tematika egyrészrdl korszeriitlen, masrészt
szintetikus diszciplina 1évén, a megértéséhez tobb bioldgiai résztudomany ismerete feltétlentil
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sziikséges. Az évrdl évre formaldodd oktatasi program kialakitasdban a f6 szempont az volt,
hogy az orvostanhallgatok természettudomanyos szemléletének, ismeretének megalapozasahoz
a rohamosan fejlédo biologia olyan teriiletei, eredményei keriiljenek oktatasra, amelyek a II.,
III. évfolyam diszciplinaihoz, s a klinikai ismeretekhez is kelld és felhasznalhatd alapot,
mintegy eloképzettséget nyljtanak. Ezen torekvések jol kovethetdek az intézet altal készitett
hallgatoi jegyzetek tematikai valtozasaiban. A kordbban relative nagy volument jelentd
tipustani, 0sszehasonlité élettani €s mas fejezetek redukalodtak, majd az ezt kovetd idoszakban
a fo feladat az Uj eredmények szelektdldsa volt az orvosképzés igényeinek, képzési
célkitlizéseinek megfeleléen. E folyamatban jelentdsen kibdviiltek a sejt és molekularis
biologiai fejezetek, az altalanos genetika molekularis szintli értelmezést kap, s megjelent a
human genetika alapjait taglalé fejezet.

Mindezen torekvések helyességét igazolta az is, hogy a sejtbioldgia egyre inkabb teret
hoditott a tarsegyetemek orvosi bioldgiai oktatdséban is, és az Egészségiigyi Minisztérium altal
1977-ben szervezett orszagos tematikai egyeztetést kovetden 1ényegében egységes tananyag
szerint torténik a targy oktatdsa mind a négy orvosegyetemen (5. abra).

A PECSI ORVOSTUDOMANYI EGYETEM

ELETTANI ES BIOLOGIAL INTEZETE

ORYOSI BIOLOGIA

Usszedllitotta:
Dr. TIGYI ANDRAS

egyetemi docens

Pécs
1966

5. abra
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S most ismét egy olyan idépont kiemelése kovetkezik, amely az intézet fejlodésében
korszakos jelentdségli volt: 1970-ben kapta meg Tigyi Andrés az egyetemi tanari kinevezést, s
ugyanebben az évben koltozott 4t az intézet a Rékoczi ut 80-bol a mai Altalanos
Orvostudomanyi Kar kozponti épiiletébe, a Szigeti ut 12-be. E két esemény egyben azt is
jelentette, hogy kiilonvalt az Orvosi Bioldgiai Intézet az Elettani Intézettél. Ekkor hangzott el
Lissak professzor urtdl az 0j intézet avatdsan, az azota intézeti korokben sokszor idézett
mondat: ,,Tigyi professzor, kedves Bandi, most elvagjuk a koldokzsinort.” (6., 7., 8. ébra) Ez
természetesen csak képletes volt, hiszen Lissdk professzor Gr nagy érdeklddéssel figyelte az
intézet ¢letét tovabbra is. A hetvenes-nyolcvanas években sem allt le oktatasi tematikank
fejlodése, ezekben az években a program tumor-bioldgiai, sejtpatologiai vonatkozasokkal
szinesedett, mely 1épéseinkre egyetemiink intézetei és klinikdi, valamint a hallgatok is
pozitivan reagaltak. Tigyi Andras professzor altal irt hallgatdi jegyzetek utolsé verzidja mar
ezeket a fejezeteket is tartalmazta (9. abra). A molekularis sejtbiologia €s human genetika okta-
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6.,7., 8. abra

tasi anyagunknak megfeleléen modernizaltuk gyakorlati oktatdsi anyagunkat, ezt jegyzetek
formdjaban a hallgatok rendelkezésére bocsatottuk. Programozott gyakorlati rendszerrel

sikeriilt elérni, hogy a lehetd legtobb 6nalld tevékenységgel kozeledjen a medikus az oktatott
anyaghoz (10. 4bra).

PECSI ORVOSTUDOMANYI EGYETEM
BIOLOGIAI INTEZET

ORVOSI BIOLOGIA

Dr. TIGYI ANDRAS
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PECS| ORVOSTUDOMANY] EGYETEM
BIOLOGIAI INTEZET

BIOLOGIAI GYAKORLATOK

DR,’IEO MAROMY LASZLO

PECS
1990

10. abra

Mint utaltam r4 a kordbbiakban, az intézet tudomanyos munkdja természetszeriien az
elsd iddszakban fiziologiai tematikaja volt. A neuro-humordlis regulacié jelentette az induld
teriiletet. Tigyi professzor kandidatusi disszertacidjat e problémakorbdl védte meg, majd
kovették ezt tovabbi munkak e teriileten, ahogy ezeket a kiragadott publikéaciok felvillantasaval
megkisérlem felidézni (11. dbra). Az 6tvenes évek végén azonban megindulnak a molekularis
sejtbiologiai teriileteken az elsé munkdk, s az intézet tudomanyos érdeklédése folyamatosan
sejtbiologiai iranyba fordul, mely a hatvanas években ennek megfeleléen kiszélesedett. A
publikéciokban a szeparacids technikdk, az elektronmikroszkép felhasznéalasédval kapott
eredmények is megjelennek, a sejtbioldgiai irdnyokkal egyiitt a fiziologiai jellegli munkak is
tovabb ¢élnek, az egyes problémak interdiszciplindris megkdzelitése igen hasznos volt. A fébb
iranyok igy a szekrécid mechanizmusanak, a génexpresszio regulaciojanak, az RNS szintézis,
RNS transzport és érés részfolyamatainak kérdései felé tolodtak. Eldsegitette mindezt a
hatvanas évek kozepétdl folyamatosan zajlo hosszabb tanulmanyutak sora is Glasgow,
Moszkva, Hamburg, Houston, St. Louis, Boston, Los Angeles kiilonb6z6 intézeteiben.

A hetvenes-nyolcvanas években a fentiek mellett a molekuldris patologia iranyaba is
nyitott az intézet kiilonbo6z6 teriileteken.

1. Tigyi Andrés: A vagus-afferentacios-trofikus hatdsanak jelentdsége neurohumoralis integracidban 1958. 99 p.
(Kandidatusi disszertacio)

2. Puppi A, Tigyi A., Lissak K., Benedeczky 1.: Az adrenalin és noradrenalin kémiai és biologiai
meghatarozasanak modositasa Kisérl. Orvostud. 1959. 11, 287-290.

3. Tigyi A., Montsko6 T., Lissak K., Major A.: Comparative data to the neurohumoral of calcium metabolism
Acta Biol. Acad. Sci. Hung. 1959. 9, 355-362.
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Tigyi A., Benedeczky 1., Lissak K.: Studies on the modifying effect of isolated desoxyribonucleic acid in
mammals. Acta Biol. Acad. Sci. Hung. 1959. 10, 197-205.

Hollosi G., Benedeczky 1., Tigyi A., Lissék K.: The role of the nervous system in the maintenance of the
ribonucleic acid and desoxyribonucleic acid content of striated muscle tissue. Acta Biol. Acad. Sci. Hung.
1960. 11, 145-153.

Molnar J., Tigyi A., Lissak K.: Connection between vagal afferentation and higher nervous activity. Acta
Montskoé T., Tigyi A., Benedeczky 1., Lissak K.: Electron microscopy of parathyroid secretion in Ran
esculenta. Acta Biol. Acad. Sci. Hung. 1963. 14, 81-94.

Benedeczky I., Puppi A., Tigyi A., Lissak K.,: Various cell types of the adrenal medulla. Nature (Lond.)
1964. 204, 591-592.

Juhasz P., Tigyi A., Lissak K.,: Effect of indirect stimulation on the nucleic acid content of the rat muscle.
Acta physiol Acad. Sci. Hung. 1964. 25, 5-10.

Molnar J., Tigyi A., Lissak K.: Changes of the nucleic acid content in the denervated submaxillary gland of
the dog. Acta Physiol. Acad. Sci. Hung. 1964. 24, 279-286.

Puppi A., Benedeczky 1., Tigyi A., Lissak K.: Serotonin-carrying granules in the mithocondria of the frog
pancreas. Acta Physiol. Acad. Sci. Hung. 1966. 29, 47-52.

Komaromy L., Montsko T., Tigyi A., Lissak K.: Light and electron microscopic studies of the acinar cells of
the pancreas after fasting and feeding. Acta Physiol. Acad. Sci. Hung. 1967. 31, 209-215.

Samarina O.P., Molnar J., Lukanidin E.M., Bruskow V.J., Krichevskaya A.A., Georgiev G.P.: Reversible
dissociation of nuclear Ribonucleoprotein particles containing mRNA into RNA and protein .J. Molec. Biol.
1967.27,187-191.

Juhasz P., Benecke B.J., Seifart K.H.: Inhibition of RNA polymerases from rat liver by the semi-synthetic
rifampicin derivatives. FEBS Letters 1972. 27, 30-34.

Lukanidin E.M., Zalmanzon E.S., Komaromy L., Samarina O.P., Georgiev G.P.: Structure and

Tomcsanyi Tihamér-Tigyi Andras: Informofer-like protein in poliribosomes. Preliminary communication.
Acta Biochem. et biophys. Acad Sci. Hung. 1971. 6, 149-151.

Molnar J., Komaromy L., Tigyi A.: The heterogeneity of informofer. 2. Differential effects of actinomycin-D
on nuclear particles containing different types of dRNA. Acta biochem. et biophys. Acad Sci. Hung. 1972. 7,
299-305.

Juhasz P., Molnar J.: The heterogeneity of informofer. 4. Informofer complexes containing DNA. Acta
biochem. et biophys. Acad Sci. Hung. 1973. 8, 231-236.

Molnar J., Samarina O.P.: Purification of nuclear ribonucleoprotein complexes containing poly-(Adenylic
Acid), Acta biochem. et biophys. Acad Sci. Hung. 1975. 10, 263-266.

Tomcesanyi T., Molnar J., Tigyi A.: Nuclear and polyribosomal ribonucleoprotein particles containing poly(A)
in rat liver cells Mol.

Daskal Y., Komaromy L., Busch H.: Isolation and partial characterization of perichromatin granules. A
unique class of nuclear RNP particles. Exp. Cell Res. 1980. 126, 39-46.

Tigyi A., Szeberényi J., Komaromy L., Kleeberg U., Gaal J.: Effect of 3-methylcholanthrene on RNA
polymerase and protein kinase activities and on the nuclear ultrastructure of rat liver. Acta. Biol. Acad. Sci.
Hung. 1980. 31, 329-339.

Szeberényi J., Apirion D.: Initiation, processing and termination of ribosomal RNA from a hybrid 5S
ribosomal RNA gene in a plasmid. J. Mol. Biol. 1983. 168, 525-557.

Zsoldos T., Tigyi A., Montsko T., Puppi A.: Lipid peroxidation in the membrane damaging effect of silica-
containing dust on rat lungs. Exp. Pathol. 1983. 23, 73-77.

Szeberényi J., Tomcsanyi T., Apirion D.: Maturation of the 3' end of 5S ribosomal RNA from Escherichia
coli. Eur. J. Biochem. 1985. 149, 113-118,

Zsoldos T., Czeglédi B., Tigyi A., Javor T., Mozsik Gy.: Interrelationships between the development of the
gastric cytoprotective effects of prostacyclin, atropine, cimetidine and the gastric mucosal superoxide
dismutase activity in rats. Acta Physiol. Hung. 1984. 64, 325-330.

Tomcsanyi T., Apirion D.: The processing enzyme ribonuclease E specifically cleaves RNA I: an inhibitor of
primer formation in plasmid DNA synthesis. J. Mol. Biol. 1985. 185, 713-720.

Reisz S., Tigyi A., Matyas Gy.: The brochoalveolar lavage in experimental carcinogenesis. Exp. Med. Sci.
1988. 40, 359.

Dely M., Zsoldos T., Puppi A., Tigyi A.: Correlations between lipid peroxidation, nutritional state and redox
state in different muscles of the frog. Radiacls, ions and tissue damage, 1990. 61-66.

Szeberényi J., Erhardt P., Cai H., Cooper G.M.: Role of Ras in signal transduction from the NGF receptor:
Relationship to protein kinase C, calcium, and cyclic AMP. Oncogene, 1992. 7: 2105-2113.

11. abra
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Az intézet tudoményos munkajaval kapcsolatos rovid attekintést az 1992-ig elkésziilt
kandidatusi és doktori disszertaciok felidézésével legyen szabad zdrnom (12. abra).

1. Puppi Andras: A tonusgatlas mechanizmusanak elektrofiziologiai és farmakologiai analizise. Pécs, 1962.
(Kandidatusi értekezés)

2. Molnar Janos: A sejtmag mRNS-t tartalmazo ribonukleoproteid komponensének szerkezeti elemzése. Pécs,
1968. (Kandidatusi értekezés)

3. Juhasz Péter: Az emlds kodatirds sajatossdgainak vizsgalata sejtmentes rendszerekben Pécs, 1973.
(Kandidatusi értekezés)

4. Komaromy Laszlo: A sejtmag pre-mRNP partikulumainak funkcionalis morfologiai vizsgalata. Pécs, 1975.
(Kandidatusi értekezés)

5. Molnar Janos: A sejtmag pre-mRNP komplexei és szerepiik a mRNS nukleo-citoplazmatikus transzportjaban.
Pécs, 1977. (Doktori értekezés)

6. Montsko Tibor: A kecskebéka (Rana esculenta) Ca++ forgalmanak szabalyozé mechanizmusai. Pécs 1979.
(Kandidatusi értekezés)

7. Tomcsanyi Tihanér: A fehérjekomponensek szerepe a messenger ribonukleoproteidek szerkezetének
kialakitasaban. Pécs, 1981. (Kandidatusi értekezés)

8. Szeberényi Jozsef: Rekombinans plazmidok alrtal kodolt 5S riboszomalis-RNS érése Escherichia coliban
Pécs, 1985. (Kandidatusi értekezés)

12. abra

Azt hiszem, hogy az intézet mozaikokbdl 1992-ig kirajzolédd képébdl nem hidnyoz-
hatnak az orvosképzés oktatasmodszertani vonatkozasaival kapcsolatos legfontosabb momen-
tumok. Az oktatdsi anyag tematikai fejlesztésével parhuzamosan Tigyi Andras professzor

Tigyi Andras

A Multiple Choice
vizsgamodszer

s
folssoktatasi pedagégiai tanulmanyok
Budapest 1971

13. abra
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felsdoktatas pedagogiai érdeklddésének megfelelden az intézet e kérdések felé is jelentds
1épéseket tett. A minél objektivebb vizsgdztatidsra vald torekvés soran elséként a komplex,
essz¢ kérdések és szdbeli vizsgaval kombinalt vizsgaztatds indult el a hatvanas évek elején,
mely a hagyomanyos szobeli szigorlatnal részletesebb, alaposabb informaciot adott a
vizsgdzokrol. Hamarosan kovette ezt azonban a multiple-choice teszt vizsgatechnika
alkalmazasa, melyrdl szerénytelenség nélkiil megallapithatd, hogy a hazai orvosképzésben
orszagosam elsOként 1€pett az intézet erre az utra (13. dbra). Az intézet tagjai nagy aktivitassal
fordultak a most mar sejtbioldgiai és genetikai tananyag tesztkérdésekben torténd
feldolgozasahoz, mely kérdésekkel a hallgatosag évkozi ellenérzéseken, vagy a szigorlatokon
talalkozott (14. dbra). A modszer orszagos érdeklddést valtott ki, s fokozatosan terjedt a hazai
orvosegyetemeken, illetve mas oktatasi-felsdoktatasi intézményekben.

Tigyi Andras
600 tesztkérdés
a sejtbiologiabol

Fek

felsSoktatésl pedagdgial tenulményok
Budapest 1971

14. 4bra

A kiszélesedd érdeklédést mutatja, hogy az ebben az iddszakban megalakult
Felsdoktatasi Pedagogiai Kozpont — melynek igen aktiv kiilsé munkatéarsa volt Tigyi professzor
— kozleményeiben, kiadvanyaiban, orszagos konferencidin a vizsgaztatds ezen ujabb
lehetdségeivel igen intenziven foglalkozott (15. 4&bra). Mindezek eldsegitették ¢és
eredményezték azt, hogy egyetemiinkén Tigyi professzor kezdeményezésére 1974-ben
megalakult az Oktatastechnikai Csoport, melynek vezetdje is lett. Az orvosképzés pedagogiai,
audio-vizualis oktatasi, kurrikulum fejlesztési, programozott oktatasi jellegi feladatait végzo
csoport mitkddését rovidesen egyetem szerte, mind az intézetekben, mind a klinikdkon nagy
¢érdeklddés kisérte, mely az oktatasban is éreztette hatasat. A Csoport munkdjaban az intézet
munkatarsai az Uj irdnti érdeklddés lendiiletével vettek részt. Bekapcsolodott ebbe a
folyamatba a hallgatdsag is oly médon, hogy az Oktatastechnikai Csoportban kidolgozott és
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folyamatosan fejlesztett feed-back technikdval fontos informaciokhoz jutottak az intézetek,
klinikdk oktatoi.

A Felsdoktatasi
Pedagogiai
Akademia
eloadasai

Tigyi Andras

Az objektiv
vizsgaztatas

Fel<

BUDAPEST 1971

15. abra

1O -
PECSI ORVOSTUDOMANYI EGYETEM

Bioldgiai Intézet

Alkalmazas-tesztfeladatok
sejtbiologiabol

L 1988

16. abra
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Intézetlink uttéré volt a ma mar hagyomanyosnak tekinthetd felelet-valogatds teszt
tudasellendrzé modszer tovabbfejlesztésében (16. dbra). A ma mar alkalmazastesztnek nevezett
modszer a hallgatok kreativ gondolkodasanak, problémamegoldod készségének értékelésére,
mérésére alkalmas. Ennek jelent0ségét a molekuléris sejtbiologia orvosképzéshez adaptalt
oktatasa soran alig lehet tilhangsulyozni.

Az alkalmazasteszt meghonosodéasat kiilonbozo intézeti kiadvanyok, jegyzetek,
konyvek torekedtek eldsegiteni. A modszert azota is, folyamatosan alkalmazza az intézet (17.
abra).

17. abra

Az intézeti multhoz ugyan kozvetve tartozik, de hiba lenne a részemrdl, ha nem
emlitenénk meg, hogy Tigyi Andrés professzor 1984-ben rektori megbizas alapjan kapta azt a
feladatot, hogy szervezze meg és vezesse a POTE angol nyelvii oktatasat, mely programnak
1990-ig vezetdje volt. A mellékelt fényképek ebbdl az idészakbdl szarmaznak (18. abra).
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18. abra

Intézetlink 1923-t6l 1992-ig eltelt, nehézségeket és eredményeket valtakozva magaban
foglal6 idészakban befutott fejlédését €s sorsanak alakuldsat legyen szabad Gorka professzor
egyik munk4jabol (19. abra) kiemelt mondattal jellemezni. A munkat Donhoffer professzor
orokoseitol kaptam ajandékba (20. abra), melyben Gorka professzor ajanlo sorai és aldirasa is
megtalalhato volt. A kiemelt mondat, mely azt hiszem altaldnos érvényti igy szol:

Minden né és apad, megsziinik vagy mas formakat o6lt;
mindenbdl lehet minden, életbdl halal, a halalbol élet; orokké és mindeniitt
csak a valtozasnak szakadatlan folyamata az allando.

A
MAI BIOLOGIA
VILAGKEPE

IRTA
GORKA SANDOR

KULONLENYOMAT
A MAI VILAG KEPE" IV. KOTETEBOL

BUDAPEST, 1942
KIRALY] MAGYAR EGYETEMI NYOMDA

19. abra
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20. abra
Befejezésiil az utolsé mozaikelemeket is szeretném elhelyezni mozaikunkon az intézet
oktatdinak, és oktatast, kutatdst segitdinek felsoroldsaval. S itt mar 1992-ben vagyunk, Tigyi

Andras professzor atadja az intézetet Szeberényi professzornak 21., 22., 23. abra).

Az Orvosi Biologiai Intézet oktatoi 1992-ig

+ Tigyi Andras Puppi Andras
Benedeczky Istvan Reisz Zsuzsa
Dely Matyas (vendégoktatd) Safrany Géza
Erhardt Péter Sebdk Agnes
Gaal Judit Somogyi Csilla
Hollosi Gabor Szeberényi Jozsef
+ Juhasz Péter Tamasi Péter

Kiss Kornélia Tomcséanyi Tihamér
Komaromy Laszl6 Vitalis Beata
Molnér Janos Zsoldos Tibor
Montsko Tibor

Az Orvosi Biolégiai Intézet oktatas-kutatas segit6i

Baldy Tiborné Miskolczi Valéria
Bétori Jendné Molitor Laszlo
Berta Gaborné Molnar Gaborné

1 Berta Kérolyné Moyzes Lajosné
Huba Laszloné Pékolitz Istvanné
Dedk Arpadné Schaffer Rudolfné
Herner Ferencné Studinger Ferencné
Kieferné R.N. Eszter Rakoczi Kornélia
Kiss Gyorgyné Vecsernyés Monika
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Egy senior visszaemlékezései

Puppi Andras

Pécsi Orvostudomanyi Egyetem, Biologiai Intézet
és Kozponti Allatkisérleti Laboratérium

Azt a megtiszteld, de ugyanakkor szomori megbizatast kaptam, hogy a Biologiai
Intézet egykori, még ¢l6, illetve még tlrhetd egészségi allapotban 1évd dolgozoinak
legdregebbjeként mondjak par mondatot multunkrol.

1956 februdrjaban kaptam meg a minisztérium levelét, melyben ko6zo6lték, hogy
munkahelyem a POTE Elettani Intézetének Bioldgiai munkacsoportja lesz. Déli érdkban
érkeztem meg az intézetbe, aholis a mundenhato Miska bacsi fogadott, gondosan
tanulmanyozta a papirt, majd kozolte, hogy Lissédk professzor ilynekor nem zavarhatd, mert
alszik. Felkisért a Bioldgiai részlegbe, mely akkor minddssze két helyiségbdl allt. Itt meleg
szeretettel fogadott Montské Tibor, akivel még az egyetemrdl ismertiik egymast. O kozolte,
hogy itt Tigyi Andras a fonok, de 6 most katona. Elmesélte azt is, hogy a fondkvaltas nem
régen tortént. Korabban Csotortok Laszld vezetett, akit 6 joindulatt emberként mutatott be, és
aki sokat adott az oktatasra, de keveset a kutatasra. Oktatdsi anyagként cytologiat,
filogenezist, és genetikat adott le. A muzeumban lattam egy olyan levelet is, melyben
Csotortok Laszlo szegénysorsu, de jo tanuld medikusnak 400 pengdt utalt ki a Horthy Miklos
Osztondijalap.

Beszélgetésiink utan fogadott Lissak professzor, oOriilt hogy intézete egy ujabb
kutatoszakon végzett biologussal boviilt.

Tigyi Andras, megérkezve, megbeszélte velem kutatdsi téméamat, mely csatlakozva
Sellye Janos akkor divatos stressz problematikajahoz, azt a feladatot tlizte ki, hogyan valtozik
a mellékveseveld adrenalin/noradrenalin szintje, és a szekrécids aranyok kiilonbozd
stresszallapotokban. A témabdl megjelent publikaciok mind a kért kiillénlenyomatszamokban,
mind pedig idézettségi vonatkozasban eredményesek voltak.

Hamarosan Ujra bdviilt a munkatirsak létszama, Benedeczky Pista kollégankkal,
akivel kozosen folytattuk a témat, kiegészitve mar az 10j elektronmikroszkop segitségével
ultrastruktira vizsgalatokkal is. A munka keretében sikeriilt morpholdgiailag is azonositani a
veldallomany adrenalin €és noradrenalin tartalmt granulumait. Ebben a vonatkozasban sikeres
cikkvitat folytattunk a Nature hasabjain. Benedeczky Pista egyik kongresszusi eldadadsa utan
nagy kacajt valtott ki az elnok megjegyzése, mondvan — az eléado ur oly sokszor és olyan
gusztusosan hangsulyozta a mellékveseveld szot, hogy elhatdroztam, ebédsziinetben veseveldt
fogok ebédelni.

Komolyabbra forditva a szot, a biologia targy oktatasi téméaja akkor az 6sszehasonlito
allatszervezettan, ¢és élettan volt. Minthogy 1958-ban ismét lehetdség lett kiilfoldi
aspirantirara, arra gondoltam, hogy a munkacsoport komparativ fiziologia tematikéjanak
tovabbi miveléséhez taldn azzal is hozzdjarulhatok, hogy jelentkezem e targykdrben
aspirantirara. Sikeres felvételi vizsgat kovetéen valdban elutaztam 3 évre a leningradi
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egyetemre, ahol a tonusgatlas mechanizmusa targykorben dolgozva 3 év mulva, mar mint
kandidatus tértem vissza.

Hogy j6 volt az otlet, bizonyitva lattam abban is, hogy a munkacsoport minden tagja,
a neurohumoralis szabalyozas témakdre jutott. Ebben a targykorben dolgozva, egy nagyon
érdekes Osszefliggésre jottem ra, nevezetesen, hogy a szoveti redox allapot potencialjanak
milyen jelentds szerepe van az ingeriileti folyamatokban, Ugyhogy ebben az irdnyban
haladtam tovabb. A biologiai munkacsoport ugyanakkor felfigyelt a tudomany egy igen
érdekes, perspektivikus dgara, a molekularis biologiara.

Minthogy kozben kinevezést kaptam a Kozponti Allatkisérleti Laboratorium igazgatoi
tisztségére, ebbe az iranyba mar nem kapcsolédtam be. A Biologiai Intézettdl természetesen
nem szakadtam el tovabbra sem, f6leg lelkileg, de gyakorlatilag sem, mert ij munkahelyemen
0nallo oktatoi tertilet nem 1évén, oktatomunkamat tovabbra is itt végeztem.

Munkdéséveimben produkalt 111 publikdciom 1971 eldtti eredményeirdl vazlatosan
mar beszdmoltam, most csak az ezutani eredményeket vazolndm didhéjban.

crer

biofazis redox allapot potencialjanak Iényeges szerepe lehet fizioldgiai folyamatokban.
Ingeriiletfiziologusként klasszikus objektumokon végeztem kisérleteket, és mar az elso,
tajékozodo jellegli kisérletek is sokkold hatdsokat mutattak. Izolalt békasziven az acetilkolin
jellegzetes negativ ino- és kronotrdp hatasa pozitivbe megy 4at egy oxidans (metilénkék)
jelenlétében, mig egy reduktans (aszkorbat) fokozza a negativ effektust. Adrenalin esetében
forditott az Osszefiiggés: oxidans csokkenti, mig reduktans fokozza a pozitiv adrenalin hatast.
Béka ileumon oxidans fokozta, mig reduktans csokkentette a kontrakciés amplitudokat.
Oxidans csokkentette, mig reduktans eliminalta az adrenalin acetilkolint antagonizald hatésat.
Esetleges specifikus hatas kikiiszobolése érdekében a kisérleteket megismételtiik kiilonbozo
kémiai szerkezetli oxidans €s reduktans alkalmazésaval is. A hatdsok mindségileg azonosak
voltak. Ezen Osszefliggéseknek persze csak akkor tulajdonithattunk élettani jelentdséget, ha
igazolhatd volt, hogy a sziv és az ileum napi redox allapot informacids tartalma kozott
kiilonbség mutathatd ki. Igazoltuk, hogy a sziv redox allapotpotencidlja 60 mV-tal
alacsonyabb, mint az ileumé. Ennek alapjan kimondhato6 volt, hogy az acetilkolin azért gatld
hatasu a sziven (adrenalin vice versa), €s azért serkentd az ileumon, mert a sziv redox allapot
potencialja szignifikansan alacsonyabb az ileuménal.

Vizsgéltuk a redox hatast az autoritmikus aktivitds vonatkozéasaban is. Igazolodott,
hogy az oxidans csokkenti, mig reduktans noveli az aktivitas amplitadojat és frekvenciajat, és
ez ismét ramutat a sziv alacsony redox allapotpotencialjanak jelentdségére ezen fiziologias
folyamatban.

A legklasszikusabb ingeriileti objektumon, idegsejtekben is igazolddtak az emlitett
Osszefliggések. Voltage Clamp technikdval dolgozva kideriilt, hogy a V-Ampere
karakterisztikak tantisaga szerint reduktans csokkenti, mig oxidans noveli a colinerg csatornak
konduktancidjat.

Igazolni kellett, hogy az emlitett torvényszerliségek nemcsak izolalt szerveken, vagy

sejteken mutathatok ki, de ¢l6 szervezeteken beliil is manifesztalodnak: altatott patkdnyokon
is realizdlodtak mindazok az Osszefiiggések, melyeket leirtunk. Kimutattuk azt is, hogy a
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1égkdri ionizacid unipolaritasi hanyadosanak valtozasai hatdsara bekovetkezd szivmiikodési
modosulasok, és a biofazis redox allapota kozotti Osszefiiggések szoros korrelaciot mutatnak,
mivel ezek mind a redox allapot, mind a szivmiikodés voantkozdsaban exogén redox
agensekkel jol befolyasolhatok voltak.

A redox hatdsok mechanizmusainak ¢és tamaddspontjainak vizsgalata soran
megallapitottuk: oxidacios eltolodas illetve nativan magas redox allapot hatasdra né az
acetilkolin receptor aktivitdsa, a K" efflux, a Na + Ca*" ion influx, és az excitacios—
kontrakcids kuplung aktivitisa, mig csokken a (Na" + K') aktivalhato transzport ATPaz
miikodése. Viszont redukcios shift, illetve nativan alacsony redox allapot esetén az emlitett
folyamatok vice versa.

Szoros Osszefiiggéseket allapitottunk meg még az aktualis redox allapot potencial és
az alkoholhatas, a dohanyzas, a szilikozis, €s a széntetraklorid mérgezés hatasai kozott is.
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Talalkozasok a modern biologiaval
Molnar Janos

Szegedi Tudomanyegyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Elettani Intézet

Eldadasomat az oktatassal kezdem, ugyanis eddigi, nem rovid palyafutdsom soran
kiilonféle hangstllyal, néha ¢llel jegyezték meg illetékesek és illetéktelenek, hogy hiszen
benniinket itt az egyetemen éppen az oktatds okan tartanak. A masik szempont kézenfekvobb:
Az oktatasi rend, tematika, melyet tdvozasom utan Uj munkahelyemen kiépitettem, a POTE
Biologiai Intézet oktatoi kozossége altal létrehozott tananyagra épiilt. Ezt fejlesztettem
tovabb, a tudomanyag fejlédése szerinti Ujabb fejezetekkel kiegészitve. A hangsulyt
fokozottan a kémiai, molekuldris biologiai alapok elmélyitésére, szélesitésére helyeztem.
Amennyiben egy oktatdsi tematika kimunkaldsa és fenntartasa érdem, akkor ez egy kozos
érdem, ezért helye van bemutatasanak, értékelésének ezen a forumon.

1977-ben palyazat utjdan nyertem el a Szegedi Orvostudoméanyi Egyetem Orvosi
Biolégiai Intézetének tanszékvezetd egyetemi tanari alldsat. Az AOK akkor az intézet oktatési
programjat a molekuléris biologia iranydba kivanta terelni, s ez a szempont alapvetden
befolyasolta dontésiiket a hdrom palyazé tigyében.

1992-ig oktattam bioldgiat. A hallgatok az 5-évente atirt, felfrissitett jegyzetekbdl és az
eldadasok anyagéabol késziilhettek fel a szigorlatra. Az I. dbrdn az utols6 két egyetemi
jegyzetem tematikajat mutatom be. Az I. kotet a tananyag 3/5 részét, a human genetika pedig
tovabbi 1/5 részét reprezentalja. A tovabbi tananyagot (fénymikroszkopos €s szubmikroszko-
pos citoldgia, sejtosztodasok, a molekularis biologia szepardcidos modszerei, kisérletek
nukleinsavakkal, a génsebészet alapjai, human citogenetika, néhany latvanyosabb példa a
Drosophila genetikdbdl, stb.) gyakorlatok keretében oktattuk.

SZENT-GYORGY| ALBERT ORVOSTUDOMANYI EGYETEM SZENT-GYORGY! ALBERT ORVOSTUDOMANYI EGYETEM
ORVOSI BIOLOGIAI INTEZET ORVOSI BIOLOGIAI INTEZET
Orvosi Biologia L. Orvosi Biolégia II.
Genom, gének, sejtfunkciok Genetika, humangenetikai alapok
Dr. Molnér Janos Dr. Molnér Janos
Szeged Szeged
1991 1988
LEKTORALTA: LEKTORALTA:
Dr. Nagy Zsolt Dr. Béladi Tlona
egyetemi tanar egyetemi tanar
330 oldal. fontosabb fejezetek: oldal 92 oldal. fontosabb fejezetek: oldal
1. A GENOM SZERVEZODESE......
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7. A GEN, VAGY GENALLOMANY MEGVALTOZASAVAL JARO ES HUMANGENETIKA KOREBOL.......oovoriiiiiiiii 67
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Osszefoglalva: Hivatalos felmérés szerint is a kilencvenes évek elejéig, a SOTE
kivételével, a nem jelentds hangsuly-eltolodasoktol eltekintve a harom vidéki orvosegyetemen
gyakorlatilag azonos bioldgia tematikat oktattunk. Ma ez mar Iényegesen egyszeriibb feladat;
a nyolcvanas évek végétdl relevans és kivald tankdnyvek, kézikonyvek tucatja szerezhetd be a
nemzetkdzi piacrol.

Ezek utan a POTE-n eltoltott éveim néhany tanulsagarol szeretnék beszélni.

Az 1954/55-0s tanév végén szigorlatoztam biologiabol. Egy aranylag rovid, de
meglehetdsen kompakt, nem igazdn konnyen tanulhatd jegyzetbdl késziilhettiink fel a
vizsgara. Felsébb évesek toborzasa és a magammal hozott érdeklédés nyoman 1955. 6szén
felvettek az Elettani Intézet biologiai munkacsoportjanak tudomanyos didkkorébe. A kezdetek
tehat egybeestek Tigyi Andras adjunktus vezet6i kinevezésével. Jelentds eseménynek tartom,
hogy a fOhatosdg ezekben az években toltdtte fel az orvosegyetemek iires allashelyeit
biologusokkal, fizikusokkal, vegyészekkel. Ezzel a kordbbiakhoz képest nagyobb ¢€s stabil
1étszdm alakult ki.

Kezdetben, szinte kivétel nélkiil fiziologiai témakat dolgoztunk ki. En ugyan mar
1959-t61 nukleinsavakat izolaltam és mennyiségiiket mértem kiilonféle szovetekben, de a
kérdésfeltevés ezekben az esetekben is alapvetden fiziologiai indittatdsu volt. Visszatekintve,
hajmeresztonek tinik maga az Otlet, hogy a nemzetkozileg is jegyzett, magas szinten
eredményeket produkald Elettani Intézeten beliil, az akkori politikai és tudomanypolitikai
légkorben korszert biologiai kutatds és oktatds feltételei johetnek majd létre. Az 4atalakulas
gondjait-bajait kollégaim, barataim az eldzéekben bemutattdk. Csupan néhany momentumra
szeretnék itt utalni, melyek a tavlatos célok melletti kitartasra 6sztonoztek.

Romhényi Gyorgy ¢és még néhany patologus, eldaddsaikban ¢és egyéb
megnyilvanuldsaikban tanusitottdk, hogy a gyakorld orvostudomany igenis igényli a modern
bioldgiai tudast ¢és szemléletet. A kornyezetiinkben 1évo biologusok és vegyészek, masfajta
neveltetésiik okan szinesebbé, élénkebbé, ezaltal hasznosabba tették a diszkusszidkat. A
fohatosagunk altal telepitett kdzponti laboratorium nehezen talbecsiilhetd hatassal volt
fejlodésiinkre. Mig az analitikai ultracentrifuga elsésorban elmélyiiltebb szakirodalmi
olvasottsagra 0sztonzott, az elektronmikroszkop ezen til koziiliink néhanynak mar egy életre
sz016 szakmai karriert is adott. Maga az eszkdz és a hozzd kapcsolédd moddszerek a
késdbbiekben molekularis bioldgiai kutatasainknak és az oktatasnak is részévé valtak.

1966. februarjaban a MTA 0Osztondijaval utazhattam Moszkvaba, a Molekularis
Biologiai Intézet Nukleinsavak bioszintézise laboratériumdba, eredetileg 10, majd
hosszabbitassal 16 hénapra. Abban az idében az intézetet a biokémia egyik nagy oregje,
Engelhardt akadémikus vezette, a fogad6 laboratériumot pedig a fiatal, energikus Georgiev
akadémiai levelezd tag. A laboratérium mar a hatvanas években viragkorat ¢lte. Mddszert
dolgoztak ki a citoplazma és sejtmagi, riboszomalis és nem-riboszomalis RNS-ek, valamint
azok prekurzorainak izoladldsara, tisztitdsara. Vizsgaltdk a szerkezeti tulajdonsagokat, a
prekurzor-produktum &sszefiiggéseket mindkét nukleinsav féleségnél. Tanulmanyoztdk a
kromatin szerkezetét ¢&s tisztitott sejtmag frakciobol a mRNS prekurzorat hordozéd
ribonukleoproteint izolaltak. Eredményeiket a Nature-ben, a BBA-ban és mas nemzetkdzi
folyoiratokban is publikaltak. Koziilik egy tucatnyinak az idézettsége kiilon-kiilon
meghaladja a 150-200-at.
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A moszkvai intézetben Olga P. Szamarina csoportjdban dolgozhattam. Gyorsan
kideriilt, hogy egy nagyon jo helyre, a megfeleld iddben érkeztem. A csoport taljutott a
technikai nehézségeken és az altaluk felfedezett RNP karakterizaldsahoz kezdhetett. A
szokasos rutin mellett 6nallo feladatként kaptam a ribonukleoprotein partikulumok in vitro
reverzibilis disszociaciojat, azaz a disszociaciot kovetd rekonstrukcid kivitelezését, valamint a
részecskék fehérje Osszetételének analizisét poliakrilamid  gélelektroforézissel. A
kozremiikodésemmel elért eredményeket publikalé fontosabb kozleményeket tablazatba
foglaltam (/. tabldzat).

1. tablazat

1966-1967. Szovjetinié Tudoményos Akadémisja, MOLEKULARIS BIOLOGIAI INTEZET,
Moszkva. Nukleinsavak Bioszintézise Laboratorium. G.P. Georgiev akadémikus.
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Samarina, O.P., J. Molnar, E.M. Lukanidin, V.I. Bruskov, A.A. Krichevskaya, G.P. Georgiev:
Reversible dissociation of nuclear ribonucleoprotein particles containing mRNA into RNA
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7

A partikulumokat sejtmag frakciobol izolaltuk. Az extrakciot hig sooldattal végeztiik,
jeges vizfiirddben, néhanyszor 10-15 perces kevergetéssel. Ilyenkor az jjonnan szintetizalt,
nem-riboszoma, sejtmagi RNS 50-60%-a az extraktumba keriil. Az extraktum 15-30%-0s
linedris szachar6z gradiens ultra-centrifugalasakor az RNP 30S szedimentacios koefficienssel
iilepedik. Az igy izolalt és formalinnal fixalt partikulumok izopiknikus CsCl gradiensben
homogén, 1,4 g/cm’ rétegben taldlhatok, tehat az RNS:fehérje arany az 1:4 aranynak felel
meg. A fixalt partikulumok mérete elektronmikroszkdpos vizsgalattal 20 nm. Mar 0,7 M KCl,
vagy NaCl oldatban, vagy 4 M ureaban a partikulumok RNS-re és fehérjére disszocidlnak. A
disszociald agens eltavolitasa utdn a fehérjék €s az RNS ismét 30S részecskékké all 0ssze
(self-assembly). A 30S partikulumok fehérje Osszetételét poliakrilamid gélben, un. disc
elektroforézissel, vizsgaltuk. Abban az idoben az SDS-t elektroforézissel egylitt még nem
alkalmaztdk, ezért a kisebb felbontasti anionos és kationos rendszert hasznélhattuk. Ilyen
koriilmények kozott a partikulumok 3 6 €s néhany kis mennyiségli fehérje komponenssel
jellemezhetdk. Erre az idészakra esett az un. polipartikulumok felfedezése. Amennyiben a
sejtmag-izolalast, a partikulumok extrakciojat és a gradiens-centrifugalast RNaz inhibitor
jelenlétében végezziik, poliszoma-szerli szedimentogrammot kapunk. Ha a gradiens-
centrifugalas elétt enyhe RNaz kezelést végziink, ismét a 30S partikulum lesz a jellemzd. A
fixalt polipartikulumok usz6 denzitasa megegyezik a 30S partikulumokéval. Azonos a
fehérje-0sszetétel is. A polipartikulumokbdl izoldlt RNS mérete a ndvekvé komplexek
méretével ardnyosan egyre nagyobb. Mindezen adatokbol modellt lehetett szerkeszteni, mely
szerint a mRNS prekurzora a szintézist kovetden viszonylag egyszerti Osszetételli fehérje
partikulumokra tekeredik. Az RNS nagyobb része a magon beliil degradalddik, a megrovidiilt,
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érett mRNS szekvencidk pedig a mag pdrusain keresztiil a poliszomak alloméanyaba keriilnek,
mikozben a maghartyanal "atoltdoznek", tehat a partikulumok fehérjéi a sejtmagban maradnak.

Hazatérésem utian, mikozben kandidatusi értekezésemet irogattam, Komaromy
Laszloval és Juhédsz Péterrel lelkesen tervezgettiik a téma folytatdsat. Szamunkra a leginkabb
izgalmas kérdésnek a mRNS nagyméretli prekurzora sejtmagon beliili megrovidiilése és a
szelektiv nukleo-citoplazmatikus transzport tiint. Megjegyzem, ezekben az években a poli/A/-
t és a cap-et, sem a splicing folyamatokat, de még a nukleoszoma-szerkezetet sem ismertiik. A
témaval foglalkozo néhany vezetd laboratorium kozott a vita targyat az képezte, hogy az érett
mRNS az orids-prekurzor 5'-végébdl, 3'-végébdl, vagy netan a kozepébdl szakad ki. Azt
gondoltuk, hogy a sejtmagi RNP 0sszetételében ¢s fizikai-kémiai tulajdonsdgaiban olyan
heterogenitds lehetséges, mely képes szelektalni a sejtmagban maradd és a funkciondlis,
transzportra keriild szekvencidk kozott. A tokéletes elégedettséghez csupan egy dolog
hidnyzott; az egyetemen nem volt hasznéalhat6 kilendiild-poharas preparativ ultracentrifuga.
Juhasz Péter abban az idoben mindent megkromatografalt, javaslatara ezt tettiik a sejtmag
extraktummal is. A Sephadex G 200 volt kezdetben a szamunkra elérhetd maximum.

0,3 M KCI oldat a partikulumok fehérje Osszetételét és fizikai-kémiai paramétereit
még nem befolyasolta, viszont, ha a sejtmag frakcié hagyomanyos extrakciojat egy ilyen so-
Osszetételll oldattal folytattuk, az Gjonnan szintetizalt pre-mRNS szekvencidk 50-60%-on tuli,
tovabbi 20-25%-a volt kinyerhet6. Ez az RNP frakci6 a hagyomanyosnal nukleinsavban
szegényebbnek, a partikulumok méretét tekintve heterogénebbnek bizonyult. Eltérést
talaltunk a fehérje-0sszetételben, az RNaz-érzékenységben és néhany egyéb paraméterben.
Sajnos, akkor még nem volt cDNS, nem volt a sejtmagban degradalodé RNS frakciora proba,
igy a lényeg csak diszkusszi6 targya lehetett. Azt is lathattuk, hogy a gél-kromatografia nem
tokéletes szeparacids eszkoz, késObb sem alkalmaztak kiterjedten ilyen célra. Rengeteget
dolgoztunk, sokat publikaltunk, bar a nemzetkdzi lapokat nem mertiik megcélozni (2.
tabldzat). Néhany megallapitdsunk masutt, késobb eldkeriilt, s a problémak egy részére,
megfeleld eszkdzok birtokdban érdemes lett volna Ujra visszatérni, de akkor mar madssal
voltunk elfoglalva.

2. tablazat
1968-1973. POTE Biolégiai Intézet:
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A hetvenes ¢évek elején elfogadotta valt, hogy az eukariota mRNS 3'-végén
poliadenilsav szekvencia talalhat6. A moszkvai laboratorium keresni kezdte jelenlétét a
sejtmag extraktumban. Azt talaltdk, hogy a hagyoményos sejtmag extrakcid a poli(A) blokkot
leszakitja, mely azutan a szachardz-gradiens centrifugalaskor az un. "konnyebb" zo6naban,
onallé RNP-ként {iilepedik (14S partikulum). 1972-ben meghivtak, hogy a poli(A) RNP
karakterizalasat ndluk befejezzem. Akadémiai 0sztondijjal, 1973 nyaran két év idétartamra
ismét Moszkvaban dolgozhattam. Témam a sejtmagi poli(A)-RNP jellemzése és a 30S
partikulumok 4allomanydban 1évé pre-RNS szekvencidk masodlagos szerkezetének
tanulmanyozasa volt (3. tabldzat).

3. tablazat

1973-1975. Moszkva, MOLEKULARIS BIOLOGIAI INTEZET:

Idézettség
Molnar, J., O.P. Samarina: Protein composition of nuclear 14S ribonucleoprotein particles containing
poly(A). Mol. Biol. Rep. 2, 1-10, 1975. 23
Molnar, J., J. Besson, O.P. Samarina: Secondary structure of pre-mRNA in nuclear ribonucleoprotein
particles. Mol. Biol. Rep. 2, 11-17, 1975. 16

Komaromy, L., J. Molnar, A. Tigyi: Electronmicroscopic observations on the poly(A)-RNP component

of the pre-mRNA containing nuclear complexes. A. Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung. 10,

207-215, 1975. 3
Samarina, O.P., G. Bajszar, J. Molnar: The starting fragment of pre-mRNA and secondary structure

of pre-mRNA in nuclear RNP particles. Proc. 9" FEBS Meet. Budapest, Akadémiai Kiado,

pp. 51-56, 1975.
Molnar, J., O.P. Samarina: Purification of nuclear ribonucleoprotein complexes containing

poly(Adenylic acid). A. Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung. 10, 263-266, 1975. 2
Molnar, J., O.P. Samarina: The poly(A)-containing ribonucleoproteins in the nucleus and the cytoplasm
of Ehrlich ascites carcinoma cells. A. Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung. 11, 295-303, 1976. 2

Borissova, O.F., J. Molnar, O.P. Samarina: Nuclear ribonucleoproteins containing mRNA 12.
Fluorescence studies of the secondary structure of pre-mRNA in nuclear ribonucleoprotein
particles. Molek. Biol. USSR 11, 457-465, 1977. 3

A poli(A)-RNP-t elsésorban Ehrlich ascites carcinoma sejtekbdl izolaltuk, mert az
RNS-ben **P foszfattal in vitro magas specifikus aktivitas érhetd el. Ez a tisztitasi folyamatok
soran megkonnyiti a nyomkovetést és a bazis-analizist. Az izolalas, tisztitds a sejtmag
extraktum szachar6z gradiens centrifugalasaval kezdodott. A 14S zéna anyagat RNaz A+T1
kezelést kovetden ammoéniumszulfattal koncentraltuk és szachardz-, vagy Cs;SOs-
gradiensben reszedimentaltuk. Megfeleld eredményeket értlink még el affinitas
kromatografidval poli(dT)-Sepharose oszlopon és specidlis koriilmények kozotti filtralassal,
celluldznitrat filteren. Optimalisan >90% A aranyt tudtunk elérni.

A fenti mddon tisztitott poli(A)-RNP szedimentécids koefficiense 14S, uszd denzitdsa
CsCl egyenstlyi siirtiség-gradiensben 1,36 g/cm’. Fehérje Osszetétele teljesen eltér a 30S
partikulumok fehérje Osszetételétdl. A 14S partikulumok elektronmikroszkopos vizsgalatat
Komaromy Laszlo végezte. Fémgdzzel arnyékolt preparatumokon 12-14 nm méret adédott.

A hetvenes évek elején egyértelmiivé valt, hogy a sejtmagi pre-mRNS szekvencidkban
jelentds mennyiségben taldlhatdé madasodlagos szerkezetek tobbsége valodi, H-kotésekkel
stabilizalt kettOslancu struktira, melyek a genomban jelenlévd palindromak és egyéb
1smétl6do szakaszok lenyomataiként keletkeznek. A moszkvai laboratoriumban kiilén csoport
kutatta a témat. Abban az idében elsdsorban a mRNS érésében és a mRNS nukleo-
citoplazmatikus transzportjanak szabalyozasaban lattdk a dsRNS szekvenciak funkcionalis
jelentdségét. Szdmunkra kézenfekvd volt a kérdés, vajon a hnRNP partikulumokra tekeredett
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RNS allomanyaban is megtaladlhatok-e a masodlagos szerkezetek, vagy azok csak az RNS
extrakciojat kovetden alakulnak ki.

Az egyik modszer szerint az in vivo radioaktivva tett RNS-bdl intenziv RNaz
kezelések utan gélsziiréssel izolaltuk és poliakrilamid gélelektroforézissel analizaltuk a
partikulumok dsRNS tartalmanak méretét és mennyiségét. Két nagyobb frakciot talaltunk. Az
egyik mérete 180-200 bazisparnyi, a nagyobbik frakcioé pedig néhany tucatnyi. A két frakcio
egylittes mennyisége elérte az RNS 6-8%-at. Egy masik, dontden fizikai, spektroszkdpos
modszer szerint kiilonféle, RNS-hez kotdédo, fluoreszkald festékekkel vizsgaltuk az izolalt
partikulumokhoz kapcsolt RNS festék-hozzaférhetdségét és szerkezeti allapotat.
Megallapitottuk, hogy az RNS 70%-a a festékek szdmara hozzaférhetd, tehat nagy
valdszintiséggel felszines elhelyezkedésii. Ezen beliil a kettdslanct szakaszok aranya 20%-ot
tett ki. Kontroll-kisérletek alapjan legaldbb ugyanennyi dsRNS a partikulumokban mélyen
strukturalt elhelyezkedésii lehet, fehérjékkel szorosan fedve.

Hazatérésemet kovetden, 1975 kozepétol, de mar azt megelézden is idehaza nagyobb
esé¢llyel folytathattuk ezeket a témakat, ugyanis kozben lett megfeleld preparativ
ultracentrifuga és beszerzésre keriilt korszerli nuklearis béta-spektrométer is. Tomcsanyi
Tihamérral és néhany fiatallal boviilt a csoport, ezért tobb irdnyban indulhattunk el (4.
tabldzat). Egyrészt folytattuk a 30S partikulumok és a poli(A)-RNP finomabb szerkezetének
analizisét, masrészt funkcionalis probakkal ellendriztik, hogy a 30S partikulumok
allomanyaban megtaldlhatok-e a pre-mRNS 5'-végi metilezett cap szintézisének enzimei,
tovabba, eléfordul-e az RNP-ben az RNS szekunder struktarajat hasitd enzimaktivitas. Kiilon
kirandulést jelentett a Drosophila melanogaster hnRNP partikulumainak karakterizalasa és
patkanymadj-sejtekben a sejtmagi és poliszomalis poli(A)-RNP fehérjéinek 6sszehasonlitd
elemzése.

4. Téblazat

1975-1977. (és tovabb futé kollaboraciéban) POTE Biolégiai Intézet:

Idézettség
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Tomcsanyi, T., J. Molnar, A. Tigyi: Nuclear and polyribosomal ribonucleoprotein particles containing
poly(A) in rat liver cells. Mol. Biol. Rep. 3, 99-104, 1976. 5
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Molnar, J.: A sejtmag pre-mRNP komplexei és szerepilk a mRNS nukleo-citoplazmatikus transzportjaban.
MTA doktori értekezés tézisei. 1977.

Bajszar, G., G. Szabo, A. Simoncsits, J. Molnar: Methylated cap formation by enzymes bound

to nuclear informofer particles. Mol. Biol. Rep. 4, 93-96, 1978. 17
Molnar, J., G Bajszar, . Marczinovits, G. Szabo: Cleavage of pre-mRNA sequences by ribonucleases

bound to nuclear RNP particles of rat liver. Mol. Biol. Rep. 4, 157-161, 1978. 9
Komaromy, L., J. Molnar, A. Tigyi: Electron microscopic analysis of the partial dissociation of

nuclear pre-mRNP particles. A. Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung. 13, 171-179, 1978. 2
Szabo, G., I. Marczinovits, L. Komaromy, G. Bajszar, J. Molnar: HnRNP particles from Drosophila

melanogaster cells. Mol. Biol. Rep. 7, 221-225, 1980. 4

Marczinovits, 1., G. Szabo, L. Komaromy, G. Bajszar, J. Molnar: Isolation and characterization of
nuclear hnRNP complexes from Drosophila melanogaster tissue culture cells. A. Biochim.
Acad. Sci. Hung. 18, 185-198, 1983.
Tomcsanyi, T., A. Tigyi, J. Molnar: Structural characterization of nuclear poly(A)-protein particles.
Eur. J. Bioichem. 131, 283-288, 1983. 11

Amint a kérdés-feltevés kissé bonyolultabbra sikertilt, azonnal kideriilt, hogy sok-sok
pénzre és masfajta szakértelemre is sziikség lesz. Igy, amikor a partikulumok cap-ez6
aktivitdsanak tesztelését elterveztiik, a Szegedi Biologiai Kozpontban talaltuk meg azokat a
kollégékat, akik a szubsztratum specialis ribo-dinukleotidjait szintetizaltak és azt, akinek kelld
gyakorlata volt a kisebb-nagyobb nukleotidok analizisében. Megallapitottuk, hogy a 30S
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partikulumok guanilil-transzferaz és metiltranszferaz, tehat a metilezett cap szintézis¢hez
szlikséges 0Osszes enzimaktivitassal rendelkeznek. Am ezek lazan kapcsolodtak a
partikulumokhoz, mert az RNP reszedimentdldsa utdn az aktivitdsok legalabb 50%-a
elveszett.

Roppant érdekes, bar csekély visszhangot kivaltd eredményekre vezettek az egyes
sejtmag frakciok kettdslanca RNS szekvenciakat degradalo aktivitasainak tesztelései. A 30S
partikulumok inkubaldsa onmagukban, 37°C-on, 30 percig (autodegradacio), az un. hosszl
dsRNS frakcié (180-200 bp) mennyiségének 40%-os csokkenését eredményezte, de a hosszu
¢és rovid dsRNS 0sszegzett mennyisége a kontrollhoz képest nem valtozott: Tehat a hosszabb
szekvenciak jelentds része darabolodott, rovidebb lett. Ezzel szemben, ha a partikulumokat a
sejtmag oldodd fehérjéivel inkubaltuk, mindkét dsRNS frakcid6 mennyisége jelentdsen
csokkent, tehat itt mar egyéb nukleazok, kozottiik exonukledzok is mikodtek. Vizsgaltuk a
30S partikulumokhoz asszocialt endonukledz tipusi, dsRNS-t hasitd enzim-aktivitas
specifitasat is, fenolos modszerrel izolalt kettéslancu RNS szubsztraton. Az enzimaktivitast
pirimidinre, els6sorban U-ra specifikusnak talaltuk.

A cap-képz6 aktivitds vizsgdlatanak megfeleld visszhangja volt (4. tablazat), hiszen
abban az idoben "mindenki" cap-ezett. Mas a helyzet az RNS szekunder struktirajat hasitd
enzimaktivitdsokkal. Csaknem negyed-szdzadnak kellett eltelnie, amig az elmult néhany
évben ismét divatba jottek a kettdsszala RNS molekuldk, mint a génaktivitas fontos
szabalyozé elemei eukariota sejtben (interferencia RNS, mikro-RNS, s egyik darabolé RNéz,
a dicer). A dsRNS-nek a mRNS processingben kordbban feltételezett szerepét gyorsan
elhomalyositottak a splicing mechanizmusok, a sokféle snRNS, azok ribonukleoproteinjei és a
kiilonféle splicing faktorok.

A hetvenes évek végétdl nekiink az RNS splicing reakcioival, snRNP-kel illett volna
foglalkozni, de ahhoz sem pénz, sem a modern technikék, kozottikk az immunologia és a
génsebészet nem keriilt elérhetd kozelségbe. Ezért magam is a nyolcvanas évek elején
elszegddtem kiilfoldi laborba egy évre génsebészetet és biotechnoldgiat tanulni, de ez mar egy
masik torténet, mas kollaboraciokkal a POTE-n is.
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Agydaganatok kezelése génterapias eljarasokkal

Safrany Géza', Lumniczky Katalin', Désaknai Szilvia', Hidvégi Egon', Esik Olga’,

Szende Béla’, Hamada Hirofumi®

'Orszagos Sugarbiolégiai és Sugaregészségiigyi Kutaté Intézet, Budapest; “Pécsi
Tudomanyegyetem, Altalinos Orvostudomanyi Kar, Onkoterapias Tanszék, Pécs;
’Semmelweis Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, I. sz. Patologiai és
Kisérletes Rakkutato Intézet, MTA-SE EKSZ Molekularis Patologiai Kutato
Csoport, Budapest; *Sapporo Medical University, Sapporo, Japan

A daganatos megbetegedések jelentds részének a prognodzisa hagyomanyos kezelési
eljarasok mellett meglehetdsen rossz. A glioblasztomas betegek atlagos tulélése nem éri el az
egy ¢évet. Ezért indokolt és sziikségszeri 0j terapias eljarasok kidolgozasa, a klinikai
gyakorlatba torténd bevezetése. A hagyomanyos terdpids eljarasok mellett egyre terjed a
génterdpia alkalmazasa is rosszindulati daganatok kezelésére. Mi két 0j génterdpias modalitast
alkalmaztunk sugarterapiaval kombinalva egér agydaganatok kezelésére. Az elsO eljaras soran
a daganatellenes immunvalaszt kivantuk erdsiteni citokin termeld, autolog daganatsejt
vakcinadk alkalmazasaval. A masodik eljaras soran a daganatok kemoterdpids szerek iranti
érzékenységét akartuk fokozni gyogyszer-érzékenyitd génterapiaval.

Citokin termeld daganatsejt vakcinak alkalmazasa agydaganatos egerek
kezelésére

A sebészi ¢és sugarterapids kezelés korlatjai miatt nagy jelentésége van 1j eljardsok
immunrendszerét probalja aktivalni a daganat ellen €s az immunterapiat lokalis sugarterapiaval
is kombinaltuk. A moédszer alapja hogy, a sebészi Uton eltavolitott daganatbol sejtkultirat
készitlink, majd a sejtkultaraban névo sejtekbe adenovirus vektorok segitségével citokineket
kodolo géneket visziink be. A citokin termeld sejteket a sejtosztodas ledllitdsdra ionizald
sugarzassal besugarazzuk és a kezelt sejtekkel az agydaganatos beteget vakcinaljuk. Azt
varjuk, hogy a citokin termeld sejtekkel végzett vakcindcio hatdsdra az immunrendszer
aktivalodik az adott daganat ellen ¢és elpusztitja a primer daganat helyén, valamint a
metasztazisokban jelenlévd daganatsejteket. Ezt az eljarast agydaganatos egereken probaltuk
ki.

Agydaganat indukcidjanak céljabol C57Bl/6 egerekre intracranidlisan egér glioma 261
(GI261) sejtet oltottunk. A vakcina készitéséhez sejttenyészetben nové GI261 sejteket
kiilonboz6 citokineket (IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, GM-CSF, LIF, LT, TNFa) kodolo
adenovirus alapu vektorral fertéztiik kiilonboz6 virus/sejt aranyban. A virusvektor alkalmazasa
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azért sziikséges, mert csak ennek hasznalatdval érhetd el szazszazalékos hatasfokt génbevitel.
A kiilonboz6 virus/sejt ardnyt fertézéssel a vakcina altal termelt citokinek mennyiségét tudtuk
valtoztatni. Negyvennyolc 6raval a virusfertézés utan a citokin termel sejteket 20 Gy Co®-y
sugarzassal besugaraztuk és tripszin kezeléssel begytlijtottiik. A besugérzas leallitja a sejtek
osztodasat, gyakorlatilag elpusztitja Oket. A sejtpusztulds azonban egy egyhetes intervallum
utan kovetkezik be, ez alatt a sejtek citokin termelése zavartalan. A vakcina terapids hatasdnak
a vizsgalatira agydaganatos egereket subcutan oltottunk 1x10° mennyiségii citokin termeld,
besugarazott G1261 sejttel. A vakcinaciot mindig a tumor transzplantaciot kovetd harmadik
napon végeztiilk. Nyomon kovettiik az allatok talélését. A 1. dbran megfigyelhetd, hogy a GM-
CSF-et termeld autolog daganatsejtekkel végzett vakcinacid az agydaganatos egerek egy
részénél teljes gyogyulast eredményezett. A legkedvezobb hatéast akkor kaptuk, ha a GM-CSF-
et termeld vakcinat a GI261 sejtek 10 virus/sejt aranya fertézésével készitettiik. Ekkor az
agydaganatos egerek 30-40%-a gyodgyult meg. Ha a vakcina készitése soran magasabb
virus/sejt aranyu fert6zést (50, 100) alkalmaztunk, a terapias hatas kisebb volt (1. dbra). Ha a
GM-CSF-et termeld vakcina készitéséhez még magasabb (200, 300) virus/sejt ardnyt
alkalmaztunk, a terapias hatés eltiint (1d. késobb).

100 — <O— - kontroll

- 8 - :vakcinalt: citokint nem termeld besugarzott tumorsejtekkel

—— vakcinalt: 10 virus/sejt aranyban fert6zott, GM-CSF-et
termeld besugarzott tumorsejtekkel

— ¢ — vakcinalt: 50 virus/sejt aranyban fert6zott, GM-CSF-et
termel$ besugarzott tumorsejtekkel

— @ — vakcinalt: 100 virus/sejt aranyban fert6zott, GM-CSF-et
termeld besugarzott tumorsejtekkel
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1. abra. Agydaganatos egerek talélése GM-CSF-et termel6é daganatsejtekkel torténd vakcinalas utan.

IL-2-t, IL-4-et és IL-12-t termeld sejtekkel végzett vakcindcid is meggyogyitotta az
agydaganatos egerek egy részét (20-30%), de az optimalis citokin szint minden egyes vakcina
esetében egyedi volt. Az IL-6-ot, IL-7-et, TNFa-at, LIF-et, illetve LT-t termeld vakcindk
esetében semmilyen szignifikdns terapids hatast nem észleltiink agydaganatos egerekben (az
adatokat nem mutatjuk).

Tanulméanyoztuk a lokalis sugarterapia és a GM-CSF-et termeld sejtekkel végzett
vakcinaci6 kombinalt terdpias hatdsat is. A 4 Gy sugarddzissal végzett sugarterapia
meghosszabbitotta az agydaganatos allatok tulélését, de dnmagaban teljes gyogyuldst nem
eredményezett (2. abra). A vakcina készitéséhez a GI261 sejteket 300 virus/sejt aranyban
fertoztiik GM-CSF-et kodolo adenovirus alapu vektorral. Az e sejtekkel végzett vakcinacionak
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2. abra. A vakcinacios terapia és a lokalis sugarterapia kombinalt hatasa agydaganatos egerekben.

terapias hatdsa nincs (2. dbra). A GM-CSF szint csokkentésére a GM-CSF-et termel0 sejteket
GM-CSF-et nem termeld sejtekkel kevertiik 1:3 ardnyban. Az 1:3 aranyu vakcina keverékkel
végzett terapia sordn minimalis talélés novekedést figyelhetiink meg (2. dbra). Ha a
vakcinaciot lokalis sugarterdpiaval kombinaltuk az agydaganatos egerek 80-100%-anal teljes
gyogyulast értiink el (2. abra).

A vakcinacids terapia hatdsara nagy valosziniiséggel a citotoxikus T limfocitak
aktivalodnak a daganatok ellen. Ennek vizsgélatara egészséges egereket GM-CSF-et, vagy IL-
4-et termeld, illetve citokineket nem termeld, 20 Gy sugardozissal besugarzott G1261 sejtekkel
vakcinaltunk. A vakcinacio utan, kiilonb6zé idopontokban az allatokat megoltik, a Iépet
eltavolitottuk, és a 1épbdl limfocita szuszpenzidt készitettiink. Az igy nyert limfocitakat IL-2
jelenlétében DMEM + 10% borji szérum tartalmt sejtkultira médiumban 6t napig egyiitt
tartottuk 20 Gy *’Co-y sugardozissal elolt GI261 sejtekkel. Ezen el6kezelés kovetkeztében az
in vivo vakcinaci6 hatasara aktivalodott limfocitdk felszaporodnak. Az igy eldkezelt
limfocitakat ¢16, *'Cr izotoppal jelolt G1261 sejtekkel kevertiik kiilonboz6 aranyban. A G261
sejtekbél felszabaduld °'Cr mérésével nyomon kovettiik a G1261 sejteknek az aktivalodott
citotoxikus T (CTL) limfocitak hatisara bekovetkezd pusztulasat. A 3. abran megfigyelhetd,
hogy GM-CSF-et, illetve IL-4-et termeld vakcindk hatdsara bekovetkezett a citotoxikus T
limfocitak daganatsejtek elleni aktivacioja.

A kovetkezOkben azt is tanulmdnyoztuk, hogy milyen limfocita szubpopulacio
aktivalodik a citokin termeld daganatsejtekkel végzett vakcinacid hatasara. Agydaganatos
egereket kiilonbozd citokineket termeld daganatsejtekkel vakcinaltuk és immun-hisztokémiai
eljarassal vizsgaltuk, hogy milyen limfocita szubpopulaciok jelennek meg a daganatos
terileten. Ha az agydaganatos egereket olyan vakcindkkal kezeltiik, amelyeknek terapids
hatdsa nem volt, limfocita besziirédést nem tudtunk kimutatni. Ha a vakcinéaciot terapias
hatasa, IL-2-t, IL-4-et, IL-12-t, vagy GM-CSF-et termelé GI261 sejtekkel végeztik az
agydaganat teriiletén igen erds CD4" besziirddést tapasztaltunk. A GM-CSF-et termeld
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daganatsejtekkel végzett vakcinacié esetén CDS8' limfocitak is kimutathatok voltak a
daganatban (az adatokat nem mutatjuk).
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3. abra. Citotoxikus T limfocitak indukcidja citokin termeld sejtekkel végzett vakcinacié hatasara.
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4. abra. Kiilonb6z6 limfocita szubpopulaciok szerepe az immunrendszer aktivacidjaban.

Annak bizonyitasara, hogy a CD4" és CDS8" limfocita populaciok valéban szerepet
jatszanak a citokin termeld daganatsejtekkel végzett vakcinacio terapids hatasaban, egészséges

40



egereket anti-CD4", vagy anti-CD8" ellenanyagokkal elékezeltiik. Az elokezelés eltavolitotta
az egerekbdl a megfelel6 limfocita populaciokat. Ez utdan az egerekben GI261 sejtek
intracranidlis oltasaval agydaganatot keltettlink, €és a daganatos egereket GM-CSF-et termeld
sejtekkel vakcinaltuk. A 4. dbran megfigyelhetd, hogy az anti-CD4', vagy anti-CDS"
ellenanyagokkal végzett elokezelés meggatolta a GM-CSF-et termeld vakcina terapias hatasat,
bizonyitva, hogy a megfeleld limfocita szubpopulacidknak alapvetd szerepe van a citokin
termeld daganatsejtekkel végzett vakcinacio terapids hatasaban.

Gyogyszer-érzékenyité gének alkalmazasa

Kidolgoztunk egy olyan génterapids eljarast, amellyel megndvelhetd a rosszindulata
daganatok kemoterdpia iranti érzékenysége. A kemoterapids szerek iranti érzékenyités alapja
az, hogy génsebészeti titon mddositott daganatsejtekben olyan enzimek termelédnek, amelyek
kemoterapids szerekbdl aktiv metabolitokat készitenek. Ezaltal a szisztémasan adott
kemoterapids gyogyszerek daganaton beliili lokalis koncentracidja jelentésen megnd ¢€s
fokozott terapias hatas érhetd el. Az eljards segitségével elsOsorban a primer daganat
gyogyithatd. A leggyakrabban hasznalt gyogyszer-érzékenyité eljards a timidin kindz -
ganciklovir rendszert alkalmazza. A ganciklovir dGnmagaban nem toxikus emberi sejtekre. Az
eljaras soran a kezelendo sejtekbe beviszik a herpes simplex virus timidin kinaz (TK) génjét. A
TK enzim foszforildlja a ganciklovirt és a keletkezd metabolit gatolja a DNS polimerazokat. A
gatlas hatasara a TK gént tartalmazo sejtek elpusztulnak.

Egy masik potencialis gyogyszer-érzékenyitd gén az E. coli uracil-foszforibozil
transzferdz (UPRT) enzimje. Az UPRT a daganat terapidban gyakran hasznalt 5-fluorouracil
(5-FU) fokozott metabolikus aktivacidjaban jatszik szerepet.

—0—5-FU

— - — CAUPTK+5-FU

——2&— ganciclovir

— - — CAUPTK+ganciclovir

——6— 5-FU+ganciclovir

— @ — CAUPTK+5-FU+ganciclovir
—H8—2 Gy+5-FU+ganciclovir

— 4 — CAUPTK+2 Gy+5-FU+ganciclovir

Taléls frakeio (%)

Gyogyszerkoncentraci6 (LM)

5. abra. Gyogyszer-érzékenyitd gének bevitelével fokozhatod a megfelel6 drog citotoxikus hatésa.

Eddigi vizsgalataink soran kialakitottunk egy olyan adenovirus alapi vektorrendszert
(CAUPTK), amely mind a TK, mind pedig az UPRT géneket tartalmazza. Tanulmanyoztuk,
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hogy a CAUPTK vektor glioma sejtekbe torténd bevitele mennyiben fokozza a megfeleld
gyogyszer kombinécio iranti érzékenységet in vitro €s in vivo koriilmények kdzott.

Els6ként a GI261 sejtek in vitro 5-FU ¢és ganciklovir érzékenységét és ennek CAUPTK
transzdukcid hatasara torténd valtozasat tanulmanyoztuk. A ganciklovir dnmagaban nem
toxikus a virussal nem fert6zott sejtekre. A sejtek CAUPTK-val torténd fertdzése utadn viszont
mar jelentds citotoxicitast észleltiink (5. abra). Az 5-FU Onmagaban is csokkentette a
sejtszamot, mivel az eukaridta sejtek képesek a gyodgyszert metabolizalni. Az 5-FU citotoxikus
hatdsa azonban lényegesen fokozodott az UPRT gént kodold virus jelenlétében. A nem
transzdukalt GI261 sejtek kombinalt kezelése 5-FU-val és ganciklovirral hasonlé hatasu volt,
mint az 5-FU kezelés dnmagaban. Ezzel szemben az érzékenyitd génnel transzdukalt sejtek
kombinalt kezelésekor jelentdsen nagyobb citotoxikus hatas volt észlelhetd, mint az 5-FU vagy
ganciklovir monoterapia esetében (5. dbra). Amennyiben a gyoégyszer-érzékenyitd gének
bevitelét a sejtek besugdrzasaval kombindltuk a citotoxikus hatas tobb nagysagrenddel nétt (5.
abra).

A gybgyszer-érzékenyitd génterapia hatasat subcutan €s intracranialis tumor modellen
is vizsgaltuk. Subcutan, ill. intracranidlis tumorokat hoztunk Ilétre érzékenyitd géneket
tartalmazd GI261 sejtek oltasaval. A TK és az UPRT gének bejuttatdisahoz GI261 sejteket
fertdztiink CAUPTK-val 100 virus/sejt aranyban, két nappal a tumor transzplantacié eldtt. A
kontroll allatokat nem transzdukalt GI261 sejtekkel oltottuk. A kontroll egerek tumor
novekedésében nem volt 1ényeges kiillonbség, hasonlé iitemben néttek a kezeletlen és az 5-FU-
val vagy/és ganciklovirral kezelt allatok tumorai is. Ezzel szemben, ha a daganatot a CAUPTK
virust tartalmazé sejtek oltdsaval indukaltuk, az 5-FU-val, ganciklovirral valamint mindkét

gyogyszerrel kezelt allatok tumor novekedése lényegesen lassabb volt, illetve a tumor ki sem
alakult (6. abra).

10 = —— control
— 8 — CAUPTK
%1 ——5-FU
8 4 — © — CAUPTK+5-FU
7 - —&— ganciclovir

— A — CAUPTK+ganciclovir
—@— 5-FU+ganciclovir
— © — CAUPTK+5-FU+ganciclovir

atlagos tumor térfogat (cm3)

Napok a daganatoltas utan

6. abra. Gyogyszer-érzékenyité gének jelenlétében n6 a megfeleld drog in vivo hatésa szubkutan tumorokra.

Hasonl6 eredmények voltak megfigyelheték az agytumoros egereknél is. Valamennyi
kontroll allat elpusztult 3-4 héttel a tumor transzplanticid utdn és az Osszes kezeletlen, de
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gyogyszer-érzékenyitd gént tartalmazo allat is elpusztult (7. dbra). Ezzel szemben az 5-FU-val
kezelt, érzékenyitd géneket tartalmazo allatok 10-20%-a, a ganciklovirral kezeltek 40-50%-a
meggyogyult. Leghatékonyabbnak a kombinalt kezelés bizonyult, ahol a tulélés elérte a 60-
80%-ot, ami megerdsitette az in vitro kisérletek eredményeit, miszerint legnagyobb citotoxikus
hatasa a kombinalt kezelésnek van.
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7. abra. Gyogyszer-érzékenyité gének jelenléte fokozza a megfelel6 drog terapias hatasat agydaganatokra.

Az eddig emlitett kisérleteknél a daganatot olyan G1261 sejtekkel oltasaval indukaltuk,
amelyekbe a daganat indukci6 el6tt in vitro korilmények kozott vittiik be a gydgyszer-
érzékenyitd géneket. Ezek a kisérletek, gyakorlatilag arra alkalmasak, hogy megmutassak, a
rendszer milkodoképességét. A klinikai koriilmények jobb modellezésére ezért, utolséd
kisérletiinkben bor alatti daganatot indukaltunk gyodgyszer-érzékenyitd géneket nem tartalmazé
GI1261 sejtek oltasaval. Ez utdn a bor alatt ndovo daganatokba injekcidoztuk az érzékenyitd
géneket tartalmazé adenovirus vektort. A virus injekci6 utan az egereket ganciklovirrel, 5-FU-
val és sugarterapiaval kezeltiik. Megfigyelhetd, hogy a gyogyszer-érzékenyitd génterdpia
lényegesen csokkentette a daganatok novekedését. A terapias hatdst jelentésen fokozta a
sugarterapidval valo kombinécio (8. abra).

Konkllzié

Kisérleteink bizonyitottdk, hogy mind a citokin termeld daganatsejtekkel végzett
vakcinaci6, mind pedig a gyogyszer-érzékenyité génterdpia jelentdésen javitotta az
agydaganatos egerek tulélési esélyeit. Mindkét terapids modalitds igen eredményesen
kombinalhat6 lokalis sugarterapiaval.
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atlagos tumor térfogat (cm3)
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8. abra. Gyogyszer-érzékenyité génterapia és sugarterapia kombinalt hatasa szubkutan daganatok novekedésére.
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Az utolso 11 év

Szeberényi Jozsef

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Biologiai Intézet

Az utols6 11 év 1992 nyaran kezdoédott: Tigyi Andras professzor az intézet igazgatdja
junius 30-aval nyugdijba ment, engem pedig Goncz Arpad koztarsasagi elnok 1992. junius
29-én egyetemi tanarra nevezett ki, Kelényi Gabor professzor, a Pécsi Orvostudomanyi
egyetem rektora pedig julius 1-jével megbizott az intézet igazgatdi teenddinek ellatasaval.
Olyan intézetet vehettem at, mely a jovot illetden biztos alapokat, de komoly kihivasokat is
jelentett. Az Orvosi biologia targyat évtizedek tapasztalatai alapjan kiérlelt tematika és
koncepcidzus oktatdsmodszertani fegyvertar jellemezte. A sejt- és molekuldris biologiai
kutatasok alapfeltételei megvoltak, de — mint valdszinlileg a legtobb kutatohely ebben az
idében — az intézet sulyos, kronikus pénzhiannyal kiizdott. Tapasztalt, lelkiismeretes, jol
képzett asszisztencidhoz fiatal, lelkes, de rutintalan oktatoi kar csatlakozott (természetesen
leszamitva az idGsebb vezetd oktatokat /Tigyi, Komaromy, Szeberényi/). Illyen koriilmények
kozott indult az intézet 1) idészaka.

Az oktatas elmult 11 éve
Tigyi Andras oktatdsi hagyatéka

Az Orvosi bioldgia targy oktatasanak kialakitasa és fejlesztése soran Tigyi Andras az
orvosképzés legmodernebb principiumait tartotta szem el6tt. Alapelve volt a tananyag
folyamatos modernizalasa. 6-8 évenként felujitott, atdolgozott jegyzetei megjelenésiikkor
pontosan tiikrozték a molekularis és sejtbiologia aktudlis allasat, a kdzbeesd iddszakokban
pedig folyamatosan épitette be a tudomanyag uj felfedezéseit eldadasai anyagaba. Ezzel
parhuzamosan egyre erdteljesebben hangstlyozta a molekuldris biologia fontossagat az
orvostudomanyban. Tigyi Andras elséként vezette be az objektiv vizsgadztatast az
orvosképzésben (1). Tobb ezer feleletvalogatos tesztkérdésbdl alld tesztbankot hozott 1étre. A
tesztvizsgaztatds soran kideriiltek a hagyomanyos multiple-choice kérdések korlatai is: a
teszfeladatok jelentds része csak a hallgatok lexikalis tudasat ellendrzi, nem alkalmas a
kreativ gondolkodas készségének mérésére. Uj utakat keresve talalt ra a 70-es években a
probléma-alapu tanulds (problem-based learning) azidOben népszeriivé valo, egyre terjedd
koncepcidjara és alkalmazta azt a sejtbiologia oktatasaban (2). A targy experimentalis,
probléma-megoldo szemléletli oktatasanak tapasztalatairdl kés6bb nemzetkézi féorumokon is
beszamoltunk (3). Tigyi Andras intézet igazgatoi €s oktatdsszervezdi tevékenysége soran
mindig sokat adott a hallgatok véleményére: nevéhez flizddik a hallgatoi feed-back felmérések
bevezetése a Pécsi Orvostudoményi Egyetemen (4). Az intézet oktatdéinak kozremiikodésével
az 1990-es évek elejére Tigyi Andrds az orvosi bioldégia modern tartalmt és innovativ
eszkozokkel oktatott targyat alakitotta ki.
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Tigyi Andras 1983-ban

A molekularis sejtbiologia oktatdsa az elmult évtizedben

Intézet igazgatdi kinevezésem utdn ezt a kész oktatdsi rendszert vehettem at. Az
oktatast Tigyi professzor jegyzete alapjan kezdtiik meg (5) és a kovetkezd években a bioldgia
gyors fejlodésének megfelelden fejlesztettiik tovabb. Az elméleti tananyagban megndveltiik a
daganatbiologia, szignal transzdukcié, molekularis medicina stlyat (6-8), egyszeri
molekularis bioldgiai kisérletek bedllitasaval pedig modernizaltuk gyakorlatos programunkat
(9, 10). A tananyagfejlesztés soran — kovetve a nemzetkdzi tendencidkat — hangsulyt
helyeztiink a sejtbiologia és molekuldris biologia integrdlasara. Hasonldan fontosnak
tartottuk a targy klinikai vonatkozasainak hangstlyozéasat is. Ennek egyik példajaként
emlitem meg a Kosztoldnyi Gyorgy professzorral éveken keresztiill kozdsen tartott
,Molekularis medicina” cimii kreditkurzust, melyben érdekes orvosi problémakrol
(mozaikossag, mikroszatellit-instabilitds altal okozott betegségek, génterapia, embrid
klénozas, stb.) beszéltiink klinikai genetikai illetve molekularis bioldgiai megkdzelitésbol.

Tantargyunk oktatdsdnak kulcseleme maradt a probléma-orientdlt oktatds/tanulas
elvének alkalmazasa. Az elmult negyedszazadban tobb oktatasi és vizsgaztatasi modszert
vezettiink be a molekularis sejtbioldgia oktatdsaban (eredeti kozleményekbdl szarmazd dbrak
elemzése; a kisérleti leirdsokba épitett tesztkérdésekkel konstrualt objektiv probléma-megoldd
vizsgalapok alkalmazasa; kisérlettervezd esszékérdések feladasa; interaktiv
komputerprogramok készitése). Tesztjeinket Osszefoglald kiadvanyokban publikaltuk (11,
12), tapasztalatainkrol hazai és nemzetk6zi forumokon szamoltunk be (13-24). Probléma-
megoldd feladatokon alapuld oktatasi szisztémank vegyes fogadtatasban részesiilt.
Orvosképzési konferenciakon gyakran ért benniinket a vad, hogy maximalistdk vagyunk, tal
sokat koveteliink a hallgatoktol. Mindig akadt azonban egy-két lelkesedd kolléga, egyetemi
oktato vagy kozépiskolai bioldgia tanar, aki érdekesnek taldlta és maga is kiprobalta oktatasi
modszereinket. Bar medikusaink tobbsége is idegenkedett az alkalmazastesztektdl, a biologia
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irant leginkdbb érdeklodd, legkivalobb hallgatok ,,vevOk” voltak oktatasi stilusunkra,
modszeriinkre.

A 2003/2004-es tanévtol kezdve targyunkat mar a kreditrendszer keretében oktatjuk.
A Molekuléris sejtbiologia kotelezd targy mindharom szakon (éltaldnos és fogorvosi,
gyogyszerész) ¢s az angol nyelvii képzésben, a probléma-megoldast pedig a Molekularis
sejtbiologiai kisérletek cimii elektiv kurzus keretében kinaljuk az érdeklédo hallgatoknak.

A hallgatok visszajelzése az intézet jelenlegi oktatégardaja szamara is fontos. Sajat
feed-back felméréseket is végziink, munkank késoi értékelését pedig, a végzdés hallgatok
korében végzett kozvélemény kutatasok adjak meg. Az intézet és munkatarsai altal elnyert
oktatasi dijak (1. keretes 0sszedllitas) taniisadga szerint a hallgatok értékelik erdfeszitéseinket.

1. Oktatasi elismerések
% A legjobban oktato intézet (1999, 2000, 2001, 2002)
+¢ Romhanyi-emlékérem (Szeberényi J., 1997, 1998, 1999, 2002)
s Az év legnépszerlibb oktatoja (Szeberényi J., 2001, 2003)
«» Kival6 gyakorlatvezet6 (ifj. Sétalo Gy., 1998; Boglari G. 1999)

Tudomanyos diakkoér

Intézetlink elég népszerti a tudoményos kutatast folytatni kivano hallgatok korében.
Altalaban 6-8 diakkords dolgozik nalunk, koztik mindig akad néhany, akiket fellelkesit a
sejtbiologiai kisérletezés, gyorsan megtanuljadk a bonyolult sejt- és molekuldris biologiai
technikdkat ¢és érdemi munkéat végeznek. A TDK konferencidkon sikeresen szerepld
diakkoroseink (2. keretes Osszeallitas) kozott érthetd modon sokan akadnak, akik azutdn
allamvizsga dolgozatukat (3. keretes 0sszeallitas) is tudoméanyos munkéjukbdl irjak, néhdnyan
pedig (Kiss Katalin, Fabian Zsolt, Tordcsik Beata, Bator Judit, Szoke Katalin, Berta Gergely)
végzeés utan is nalunk ragadtak.

2. TDK eldadasok
+ Bartek Balazs — Kiss Katalin (1995, Hazi TDK konferencia, II. dij;
1995; Orszagos TDK konferencia I. dij)
+* Fabian Zsolt — Torécsik Beata (1995, Hazi TDK konferencia, II1. dij)
+ Kiss Katalin — Bartek Balazs (1996, 7. Europaischen Studentkonferenz,
Berlin, dicséret)
% Kiss Katalin — Bartek Balazs (1997, Hazi TDK konferencia, dicséret)
e Kiss Katalin — Bartek Balazs (1997, 5th International Student’s Scientific
Conference, Gdansk, III. dij)
+ Kiss Katalin — Bartek Balazs (1997, 9th European Student’s Conference of
The Charité, Berlin)

« Fabian Zsolt (1997, Hazi TDK konferencia, 1. dij)

+» Fabian Zsolt (1997, Orszagos TDK konferencia, III. dij)
% Csernus Katalin — Till Agnes (1998, Hazi TDK konferencia, II. dij)

< Bator Judit (1999, Hazi TDK konferencia, II. dij)

% Csernus Katalin — Till Agnes (1999, Hazi TDK konferencia, II. dij)
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% Till Agnes — Csernus Katalin (1999, Hazi TDK konferencia, 1. dij;
1999, Orszagos TDK konferencia, MBE kiilondija)

+» Széke Katalin (2000, Hazi TDK konferencia, dicséret)
% Fereidon Shafiei (2000, Hazi TDK konferencia, 1. dij)

+ Gaal Emilia (2001, Hazi TDK konferencia)

% Szoke Katalin (2001, Hazi TDK konferencia)

+» Berta Gergely (2002, Hazi TDK konferencia, dicséret)
% Berta Gergely (2003, Hazi TDK konferencia, 1. dij)

+ Kiss Judit (2003, Hazi TDK konferencia, II. dij)

% Vecsernyés Monika (2003, Egészségiigyi Foiskolai Kar TDK

konferenciaja, Il. dij)

3. Allamvizsga dolgozatok

< Bajor Judit (1993)
+» Horvath Gabor (1995)
+» Tordcsik Beata (1996)
% Michael Atanassacopoulos (1998)
+» Bartek Balazs (1998)
+«» Fabian Zsolt (1998)
+ Kiss Katalin (1998)
% Thomas Alexander Skog (1999)
+» Salamon Szilvia (2000)
% Cecilie Furre (2000, University of Linkoping)
+» Alexander Seldal (2001, University of Linkdping)
% Bator Judit (2001)
+» Széke Katalin (2001)
% Csernus Katalin (2001)
% Till Agnes (2001)
% Berta Gergely (2003)

Doktorandusz képzés

Az intézet PhD alprogramjat (Ras proto-onkogének szerepe a jelatvitelben, majd
Intracellularis jelatviteli folyamatok vizsgalata cimen) 1993-ban akkreditaltdk, 2001 6ta a
Multidiszciplindris  orvostudoméanyok Doktori Iskola programjaként miikodik. A
doktorandusz képzés keretében tobb kurzust hirdetiink meg (4. keretes Osszeallitas).

4. PhD-kurzusok

Molekularis biologiai modszerek (Szeberényi J.)

A sejtmag funkcionadlis morfologiaja (Komaromy L.)

Jelatviteli folyamatok (Szeberényi J.)

Molekularis sejtbiologiai kisérletek (Szeberényi J., Pap M., Sétalé Gy.)

%

%

X/
X4

K/
XA

X/
X4

L)
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A PhD-program alapjat az intézet f0 kutatasi témdja, a PC12 phaeochromocytoma
sejtekben lezajlo szignalizacids folyamatok adjak (ld. Késdbb). A program beindulésa 6ta 7

crer

5. PhD disszertacio védések

+» Erhardt Péter (1996)
< Seb6k Agnes (2000)
+» Torocsik Beata (2000)
% Pap Marianna (2001)
< ifj. Sétalé Gyorgy (2002)
% Boglari Gabor (2002)
+» Lakatos Anita (2003)

Jelatviteli kutatasok

1987 és 1992 kozott — rovid megszakitassal — csaknem négy évet dolgoztam Geoffrey
M. Cooper laboratériumaban (Dana Farber Cancer Institute, Harvard Medical School,
Boston). Cooper professzor az onkogén kutatdsok egyik uttordje volt az 1970-es évek végén,
érdeklédése késdbb az intracellularis jelatvitel felé fordult. Kutatasi téméam a bostoni
iddszakban a proto-onkogén Ras fehérjék szignalizacios szerepének vizsgalata volt a mitogén
(25, 26) ¢és differenciacios folyamatokban. A neurondlis differenciacid6 modell-rendszereként
vilagszerte a PC12 patkany phaeochromocytoma sejtvonalat hasznéaljak (27). Idegi
novekedési faktor (NGF) hatdsara ezek az eredetileg kromaffin jellegii sejtek neuritokat
novesztve szimpatikus neuronokka differencidléodnak. Az aktivalt NGF-receptorrdl tobb
jelatviteli ut indul el a sejt belsejébe (l. abra): a differenciaciés valaszt elsdsorban az
extracellularis szignal reguldlt kindzok altal kozvetitett Gt (ERK-ut) biztositja; a
foszfatidilinozitol-3-kindz (PI3K)-ut) a sejtek tulélését, a c-Jun N-termindlis kinaz (JNK-ut) és
a p38 kinaz kaszkad (p38-uf) pedig a stressz-valaszt medialja. Munkam soran olyan PC12
sejtvonalakat hoztam létre, melyek egy domindns gatld Ras fehérjét expresszaltak, igy
alkalmasak voltak arra, hogy benniik a sejtek biologiai és génexpresszios valaszainak Ras-
fliggését tanulméanyozhassuk (28-30). Hazatérésem utan ezen sejtvonalak tovabbi jellemzése,
illetve a PCI12 jelatvitel kiilonboz6 aspektusainak tanulményozésa valt az Orvosi Biologiai
Intézet f6 kutatasi teriiletévé. Kapcsolatunk Cooper doktorral megmaradt, munkatarsam, Pap
Marianna bostoni tanulmanyutja tovabb erdsitette azt.
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génexpresszio
talélés differenciacio stresszvalasz

NGF jelatvitel

Az ERK-ut szabalyozdsa

Az ERK-ut, melynek miikodése nélkiilozhetetlen az NGF differenciacids hatasédhoz,
szabalyozasa Ras-fliggd. A Ras mikodés kismértékli gatlasa elég ahhoz, hogy az ERK
enzimek NGF altal kivaltott foszforilacidja és aktivacioja atmenetivé valjon €s elmaradjon
nukledris transzlokaciojuk. Ilyen koriilmények kozott a neuritndvekedés is elmarad (31). A
dominans gatlé Ras fehérjét expresszalo PC12 sejtek azonban differenciaciot mutatnak NGF
és dbcAMP (cAMP analég), illetve NGF és ionomicin (Ca™" ionofor) hatasara (30). Meglepd
modon, a kombinacios kezelések azonban sem ERK aktivacidt, sem ERK transzlokaciot nem
okoznak, bizonyos fokl neuritndvekedést tehat az ERK-ut megkeriilésével is el lehet érni
(32). A fentiekbdl az is kovetkezik, hogy a cAMP, illetve a Ca’™ hatasa az ERK-t6] disztalisan
vagy parhuzamos jelatviteli uton keresztiil érvényesiil. Ezt timasztja al4 az a megfigyelésiink,
hogy az ionomicin Ras-tol fiiggetlentiil aktivalja az ERK-t6] disztalisan mitkodé RSK enzimet
¢s 1dézi al6 a CREB transzkripcids faktor foszforilacidjat (32). A PCI12 sejtek tehat
alkalmasak az NGF és kiilonb6z6 masodlagos messengerek jelpalyai altal alkotott bonyolult
szignalizacios halozatok tanulmanyozasara.

Az NGF génexpresszios hatdsai

Az NGF differenciaci6é indukald hatésait génexpresszios valtozasok kisérik: a korai
valasz gének altal kodolt transzkripcids faktorok szabalyozhatjak azokat a késdi valasz
géneket, melyek a bioldgiai hatast kialakithatjak (27). A Ras kismértékii gatlasa azonban
blokkolja az NGF hatasat a késoi génekre €s a neuritndvekedésre, anélkiil, hogy a korai gének
indukcidja (28), vagy egyes, a differenciacids vélasz szempontjabol kulcsszereplének vélt
transzkripcids faktorok (c-Fos, Zif268) foszforilacioja, illetve DNS-koto képessége valtozna
(34). NGF-el és masodlagos messengerekkel végzett kombindcios kezeléseink génexpresszios
hatasai is azt mutatjak, hogy a korai és kés6i gének indukcioja, illetve az NGF neuritogén
hatdsa kozott nem egyszerli linedris Osszefliggés érvényesill, a szabalyozas sokkal
bonyolultabb (35).
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Citosztatikus és stresszjelatvitel

Az NGF-indukélt neurondlis differenciaciét a sejtciklus lealldsa elézi meg. A
citosztatikus hatds mechanizmusa kevéssé tisztazott. Vizsgéalataink szerint az NGF
antimitogén hatasat is a Ras fehérjék kozvetitik PC12 sejtekben (36). Az NGF a
stresszhatdsokat kozvetité jelpalydkat, a JNK-utat és a p38-utat is serkenti. Ezen utak
szabalyozasanak ¢és szerepének vizsgalatdra az anizomicint, egy fehérjeszintézist gatlo szert
hasznaltunk (37, 38). Kis koncentracioban ez az anyag aktivalja a f6 mitogén-aktivalt
proteinkindz utakat (ERK, JNK, p38) és az ezek altal szabalyozott géneket (pl.: c-fos, c-jun,
zif268). A hatast reaktiv oxigén szabadgyokok kozvetitik. A stresszutak aktivaldsa gatolja a
neuritndvekedést, de toxikus hatdst, apoptozist nem okoz. Nagy koncentracidban az
anizomicin pro-apoptotikus, ez azonban nem a stresszutakra kifejtett serkentd hatasaval,
hanem a fehérjeszintézis gatlasaval hozhat6 6sszefiiggésbe.

Rho fehérjék szerepe a neurondlis differenciacioban

A Rho fehérjecsalad tagjai, hasonldan a Ras proteinekhez, a monomer G fehérjék kozé
tartoznak, a citoszkeleton szabalyozasaban, jelatviteli folyamatokban jatszanak szerepet. A
Tennessee (Memphis) professzoranak laboratoriumaval kollaboracidban vizsgaltuk (39).
Konstitutivan aktiv, illetve dominans gatld6 RhoA mutansok alkalmazasaval megallapitottuk,
hogy mig a RhoA fehérje gatlo faktorként szabalyozza a neuritiniciaciot, a mar kialakult

crer

rys .o

Az elmult években intézetiink tudomanyos érdeklddése — a neurondlis differenciacid
vizsgalata mellett — az anti- és pro-apoptotikus mechanizmusok fel¢ fordult, mind az alap-,
mind pedig az alkalmazott kutatds szintjén. Az utobbi kategdridba tartozik kapcsolatunk
Csatary Laszloval (United Cancer Research Institution, Florida). A kollaboracid célja egy
attenualt Newcastle-betegség virus torzs onkolitikus hatdsdnak vizsgalata (40-42). Az MTH-
68/H PCI12 sejtekben dozisfiiggd citotoxicitdst mutat, az apoptdzisra jellemzd
internukleoszomalis DNS fragmentaciot okoz. Ehhez a hatashoz nem sziikséges funkcioképes
Ras fehérje és az apoptozis egyes tipusaiban kulcsszerepet jatszd p53 tumor szuppresszor
fehérje miikodése sem. A virus apoptotikus hatdsa nem védhetd ki ndvekedési faktorokkal, a
cAMP-ut egyidejii serkentése azonban részleges védelmet nyujt. A talélésben, illetve
apoptédzisban szerepet jatszo jelatviteli fehérjék viselkedésének vizsgalata reményt nyujt a
virus onkolitikus hatasmechanizmusanak tisztdzdsara, f6 tamadaspontjanak azonositasara.

51



A 80 éves
Orvosi Biologial Intézet
munkatarsai

.

Golontsérné T. llona Kieferné R. N. Eszter Szennyai Imréné Bus Attilané

eV R
Panta Zoltan Dr. Kiss Katalin

P

Molnéar Gaborné Dr. Szeberényi J6zsef Ifj. Dr. Sétalé Gydrgy

52



Deak Arpadné Molitor Laszl6

Dr. Fabian Zsolt Vecsernyés Moénika

=
Kiss Gydrgyné Dr. Komaromy Léaszl6 Dr. Bator Judit Drabik Krisztina

Herner Ferencné

53



Az Orvosi Biologiai Intézet munkatarsai

Az Orvosi Bioldgiai Intézet (jja)sziiletése, 1970 ota a kis intézetek koz¢é tartozott, 20-
25 munkatarssal, 7-8 oktatdi statusszal. Jelent0s oktatasi terhet viseltiink és wviseliink,
didkkorosoket, doktoranduszokat képeziink, kiilfoldi tanulmanyutakon tartézkodokat
helyettesitiink. Elég sokat dolgoztunk, dolgozunk. Bizonyara ez is hozzéjarul ahhoz, hogy az
elmult 11 évben meglehetdsen nagy volt az oktatoi fluktuacio: csaknem hdromszor annyian
fordultak meg az intézetben, mint ahany oktatéi statusszal rendelkeziink (6. keretes
Osszeallitas). Tigyi Andras mar nincs kozottiink, maésok kiilfoldre tavoztak, vagy PhD-
fokozatuk megszerzése utan a klinikumban, mas kutatohelyen folytatjdk munkdjukat. Akik
maradtak, dolgoznak tovabb, hogy meg tudjunk felelni az elddeink altal elért szinvonalnak és
a jovo altal tamasztott kdvetelményeknek is. Az intézet minden munkatarsanak, oktatoknak,
kozépkadereknek és technikai munkatarsaknak, maradoknak és eltdvozottaknak, szeretném
kifejezni kdszonetemet €s halamat mindazért, amit ezért a kozosségért tettek.

6. Az Orvosi Biologiai Intézet oktatoi (1992-)
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Tulélési és apoptotikus jelatvitel emlos sejtekben
Pap Marianna

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Biologiai Intézet

A PI 3-K/AKkt sejttulélést kozvetito jelatviteli ut

Az emlds sejtek tobbségének tulélése olyan extracellularis szignaloktol fiigg, amelyek
gatoljak az apoptozist. Legtjabb kutatdsi adatok alapjan a 06 jelatviteli at, amelyen keresztiil
talélési faktorok megakadalyozzak az apoptdzist, a foszfatidil inozitol 3-kinaz (PI 3-K) és a
szerin/treonin fehérjekindz Akt/protein kindz B (PKB) aktivacigjat idézik eld. Novekedési
faktorok hatdsara a tirozinkinaz transzmembrdn receptor tirozin aminosavakon
autofoszforilalodik és ez a PI 3-K receptorhoz kotddését idézi el6. A PI 3-K ezutan
membranhoz kotott foszfatidilinozitolokat foszforilal, a keletkezo foszfatidilinozitol 3,4
biszfoszfat és a foszfatidilinozitol 3,4,5 triszfoszfat mdasodlagos messengerként hatva
kiilonboz6é fehérjéket aktival, koztik az Akt-t. Az aktiv, foszforilalt Akt kiilonbozo
szubsztratok foszforilaciojan keresztiil kozvetiti a sejttulélés jelatvitelét. Ezek kozé tartozik a
Bad, a Bcl-2 csalad proapoptotikus tagja, a kaszpaz-9, az apoptotikus kaszpaz kaszkad tagja,
transzkripcids faktorok (Forkhead, CREB), IKK[], és a glikogén szintaz kinaz-3 (GSK-3).

Novekedési faktorok

@
//j/ngfnéz\\

|

/ Akt
6GSK-3
kuszpaz 9
CREB IKKa
Forkhead TF
eIF2B
SEJTTULELES

1. abra. A PI 3-K/Akt sejttulélést kozvetito jelatviteli ut szubsztratjai.

Az Akt els6ként azonositott fiziologids szubsztratja a GSK-3 volt, amelyet inzulin
kezelésre a glikogén szintézist szabalyoz6 enzimként fedeztek fel elészor. A GSK-3 minden
sejtben expresszalddod szerin/treonin fehérjekinaz, amelynek emlds sejtekben két izoformaja
van: az 51 kDa GSK-3[] és a 47 kDa GSK-3[]. Novekedési faktorok hatasara a GSK-3
foszforilalodik, amely aktivitdsanak gatlasahoz vezet.

Mivel patkdny pheochromocytoma (PC12) sejtek NGF kezelésekor a GSK-3 aktivitas

csokken a PI 3-K ut kozvetitésével, megvizsgaltuk, hogy az aktiv GSK-3 overexpresszidja
okoz-e apoptozist. Vizsgalatainkhoz PC12 és Rat-1 (patkany fibroblaszt) sejteket hasznaltunk,
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amelyekben a PI 3-K koOzponti szerepet jatszik a sejttalélés jelatvitelében. A sejteket
tranziensen transzfektaltuk egy zold fluoreszcens fehérjét expresszald plazmiddal (GFP) és
kotranszfektaltunk vad-tipusi GSK-3 vagy dominans negativ. R85 GSK-3 cDNS-t
expresszalo plazmidokkal. A transzfektalt sejteket zold fluoreszcencidjuk alapjan fluoreszcens
mikroszkdpban azonositottuk, az apoptotikus sejteket pedig a sejtmagok jellegzetes
morfolégidja alapjan szdmoltuk meg Hoechst festést kovetden. A kontroll sejteknek
(amelyeket vagy csak az iires vektor plazmiddal vagy a dominans negativ GSK-3f plamiddal
transzfektaltunk) kb. 20%-a volt apoptotikus mind a PC12, mind a Rat-1 sejtekben. Ezzel
ellentétben, mindkét sejtvonal esetén a sejtek 60-70%-a apoptotizalt a vad-tipust GSK-3(3
transzfekciojat kovetden. Kontrollként vad-tipusu és domindns negativ p53 fehérjét
expresszald plazmidot transzfektaltunk, mivel az irodalombol ismert az, hogy a vad-tipusu
p53 apoptozist indukal, mig a dominans negativ p53 nem. gy kisérleteinkb6é]l megallapithato,
hogy az aktiv GSK-3f3 overexpresszioja elegendd az apoptodzis indukcidjahoz.

Kovetkezo kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a GSK-3f altal eldidézett apoptdzis
gatolhato-e az apoptozis ismert gatldo szereivel. Domindns negativ p53 kotranszfekcidjaval
kivédheté a GSK-3[3 altal eldidézett apoptdzis, amely alatamasztja a p53 szerepét a PI 3-K
gatlas kovetkeztében indukal6do apoptdzisban mind PC12, mind Rat-1 sejtekben. A GSK-3
altal indukalt apoptdzis ugyancsak blokkolhaté a CPP32 kaszpdz peptid-inhibitoraval. A
CPP32 (kaszpaz 3) egy effektor kaszpdz, amely kiilonb6zé apoptotikus stimulusokra
aktivalodik, koztik a PI 3-K gatlds hatasara. A GSK-3 indukalta apoptdzis ugyancsak
gatolhaté a Bcl-2 vagy Bcel-xi-t expresszalé plazmidok kotranszfekciojaval, amelyekrol
ismert, hogy kiilonb6z6 hatasra, pl. PI 3-K gatlasra bekdvetkezd apoptozist kivédik.

A kovetkezOkben azt hataroztuk meg, hogy a GSK-3 aktivitds sziikséges-e az
apoptézis kialakulasahoz, amelyet a PI 3-K gatlasa okoz. PC12 és Rat-1 sejteket domindns
negativ mutans GSK-3 plazmiddal transzfektaltunk, majd specifikus PI 3-K gatloval, az
LY294002-vel kezeltiink. Az LY294002 kezelés a kontroll sejtek 60%-aban apoptozist
okozott. Az R85 GSK-3 mutdns szignifikdansan csokkentette az LY294002 altal okozott
apoptdzis mértékét. Hasonld eredményt kaptunk, amikor a sejteket dominans negativ PI 3-K
expresszald plazmiddal transzfektaltuk. A dominans negativ PI 3-K a transzfektalt sejtek
60%-aban indukalt apoptozist és ez szignifikdnsan gatolhatd volt a domindns negativ mutans
GSK-3 kotranszfekcidjaval. Ez a megfigyelés azt mutatja, hogy a GSK-3 aktivitasa sziikséges
a PI 3-K gatlas kovetkeztében kialakul6 apoptozishoz.

A GSK-3-nak nagyon sok szubsztratja ismert, koztiik metabolikus enzimek (glikogén
szintaz, piruvat dehidrogenaz, ATP-citrat 1idz), transzkripcids faktorok (c-Myc, L-Myec, c-Jun,
JunB, JunD, Myb, CREB), eukariota transzlacids iniciaciés faktor 2B (eIF2B), a citoszkeleton
fehérje tau, B-katenin és a sejtciklust szabalyozo ciklin D1.

Az elF2B fehérje 5 alegységbdl all (a 32 kDa, B 40 kDa, y 55 kDa, 6 65 kDa, ¢ 82
kDa). Fiziologids feladata, hogy a transzlacid iniciacidja soran az elF2 inicidcios faktor
guanin nukleotid kicseréld faktoraként miikodik. Az elF2 az iniciacid kezdetén GTP-kotott
allapotban alkalmas az elsé Met-tRNS-el, egyéb iniciacids faktorokkal és a 40S riboszoma
alegységgel 1étrehozni az inicidcios komplexet. Az iniciacié soran a GTP hidrolizalodik és az
elF2 GDP kotott formaban valik le a komplexrdl. Minden inicidcids folyamat végén az aktiv
GTP kotott elF2-nek regeneralodnia kell az eIF2.GDP kotott formabol, amelyhez az elF2B
nukleotid kicseréld aktivitdsa sziikséges. Mivel az elF2 minden inicidcids folyamathoz
sziikséges, az eIF2B aktivitasanak szabalyozésa az egész transzlacio inicidciojat befolyasolja.
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Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy inzulin hatdsara az elF2B aktivalodik, egy PI 3-K
fiiggd uton keresztiil. Az elF2B ¢ alegységét tobb enzim foszforilalja; a kazein kinaz-I. és II.
foszforilacidja aktivald hatasu, mig a GSK-3 foszforilacié hatdsara az elF2B inaktivalodik.
Az elF2B ¢ alegységének GSK-3 altali foszforilacidja a fehérje inaktivacigjat és ezzel egylitt
a fehérjeszintézis gatlasat okozza. Az inaktivalo foszforilacid sejttulélésben jatszott
szerepének tisztazasdra a GSK-3 altal foszforilalt 535-6s pozicidban levd szerint alaninra
cseréltiik ki és a tovabbiakban ezzel a mutans elF2B fehérjét (S535A elF2B) expresszalod
plazmiddal végeztiik el a kisérleteket. PC12 és Rat-1 sejteket GSK-3 expresszios plazmiddal,
vad-tipustt és mutans elF2B-t (S535A elF2B) expresszald plazmiddal transzfektaltunk. A
transzfektalt sejtek azonositasa miatt a sejteket zold fluoreszcens fehérjét expresszalod
plazmiddal kotranszfektaltuk. A transzfektalt sejtek kb. 60%-a apoptotizalt a GSK-3 ill. a
vad-tipusu elF2B overexpresszidja esetén. Azonban a nem foszforilalhatd mutdns S535A
elF2B expresszidja kivédte a GSK-3 indukalta apoptézist mindkét sejtvonalban. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy az elF2B foszforilacioja a GSK-3 altal indukalt apoptodzisban
szerepet jatszik.

Hogy tovabb tanulmanyozzuk az elF2B szerepét a sejttulélésben, vizsgaltuk, hogy a
mutdns S535A elF2B kivédi-e a PI 3-K géatlasa ill. a ndvekedési faktorok megvondsara
bekovetkezd apoptézist. Az S535A elF2B transzfekcioja hatékonyan megakadélyozta az
apoptozist PC12 és Rat-1 sejtekben, amelyet a PI 3-K gatld LY294002 kezeléssel idéztiink
eld. Ugyanezt az eredményt kaptuk, amikor a PI 3-K gatlasdt dominans negativ mutans PI 3-
K transzfekcigjaval végeztiikk. Mivel mind a PC12, mind a Rat-1 sejtek novekedési faktor
fliggd sejtek, a novekedési faktorokat tartalmazd szérum megvonasakor apoptotizalnak. Az
S535A elF2B overexpresszioja hatékonyan gatolja a szérum megvonas indukélta apoptozist
1s. Kisérleteinkbdl levonhatd kovetkeztetés, hogy az elF2B fehérje szabalyozéasa a ndvekedési
faktor receptorokon keresztiil, PI 3-K-fiiggd tton torténik.

A PI 3-K gatladsa a transzlacido csokkenését eredményezi. A kdovetkezOkben arra
voltunk kivancsiak, hogy a mutans elF2B-t overexpresszalod sejtekben a transzlacid gatlasa
kivédhetd-e. PC12 sejteket zold fluoreszcens fehérjét expresszald plazmiddal és kontroll, vad-
tipusu ill. mutans eIF2B-t expresszal6 plazmidokkal kotranszfektaltunk. A transzfektalt sejtek
kozil a legintenzivebben zdlden fluoreszkald sejteket aramldsi citométerrel valogattuk ki,
majd a PI 3-K gatlé LY294002 kezelést kdvetden transzlacios aktivitasukat meghataroztuk. A
PI 3-K gatlasa a kontroll ill. a vad-tipusu elF2B-vel transzfektalt sejtekben a transzlacio 70-
75%-0s csokkenését idézte eld. A mutins S535A elF2B overexpresszidja szignifikansan
blokkolta a PI 3-K gatlas hatasat, ezekben a sejtekben a transzlacid aktivitasa kb. 60%-os volt.
Tehat, PC12 sejtekben a transzlacid szabalyozasa a PI 3-K/Akt/GSK-3 ut kozvetitésével
torténik.

A mutans S535A elF2B képes a fehérjeszintézis fenntartdsara és az apoptdzis
kivédésére PI 3-K gatlast kovetden, ami azt mutatja, hogy a fehérjeszintézis szabalyozasanak
fontos szerepe van a sejttulélésben. A fehérjeszintézis tovabbi vizsgéalatahoz a fehérjeszintézis
ismert gatldszerét, a cikloheximidet hasznaltuk és azt vizsgaltuk, hogy a transzlacid gatlasa
okozhat-e apoptozist. A cikloheximid a fehérjeszintézis gatlasa mellett PC12 és Rat-1 sejtek
apoptozisat indukalta dozis-fliggd moédon. A mutans S535A elF2B overexpresszidja nem véd
a cikloheximid indukalta apoptdzistol, ami azt mutatja, hogy a mutans elF2B specifikusan
csak a PI 3-K gatlas kovetkeztében indukal6do apoptdzist védi ki.

Apoptotikus stimulusok hatasara citokrém ¢ aramlik ki a mitokondriumokbol, amely a
citoplazmaban kaszpaz kaszkad elinditasaval apoptdzist okoz. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk,
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hogy vajon a cikloheximiddel, illetve a PI 3-K gatlassal kivaltott transzlacio gatlas okoz-e
mitokondrialis diszfunkciot és citokrom ¢ kidramlast. PC12 sejtek PI 3-K gatlo LY294002-vel
ill. cikloheximiddel vald kezelése utan anti-citokrom c antitesttel immuncitokémiai festést
végeztiink. Azt tapasztaltuk, hogy a PI 3-K gatldsa és a cikloheximiddel tortént transzlacio
gatlas egyforma mértékii citokrom ¢ kiaramlast indukal, ami azt mutatja, hogy mind a PI 3-K
ut gatlasaval, mind a cikloheximiddel eldidézett transzlacidé gatlasa a mitokondrium "el6tt"
hatva eldsegitik a citokrom ¢ kiaramlast.

A PI 3-K/Akt jelatviteli t aktivalasa gatolja a mitokondrialis citokrom c kidramlast.
Mivel a mutans S535-eIF2B fehérjét expresszalo sejtekben a transzlacio PI 3-K gatlas esetén
sem csokken jelentdés mértékben, ezért feltételeztiik, hogy ezekben a sejtekben a citokréom ¢
kiaramlas is kisebb mértékli, mint a kontroll sejtekben. PC12 sejtek kontroll, vad-tipusu és
mutans elF2B-t expresszald plazmidokkal valo transzfekcidja utdn LY294002 illetve CHX
kezelésben részesiiltek, majd anti-citokrom c antitesttel immuncitokémiai festést végeztiink.
A mutans S535A elF2B overexpresszidja hatékonyan gatolja a PI 3-K gatlas kdvetkeztében
kialakulo citokrom c¢ kiaramlast, de nincs hatassal a cikloheximid indukalta citokrom c
kiaramlasra. Kisérleteinkbdl levonhatd kovetkeztetés, hogy az elF2B foszforilacioja és az
ennek kovetkeztében kialakuld transzlacid gatlasa okozza a citokrom c¢ kidramlasat a
mitokondriumbdl és apoptdzist indukal.

Kisérleteink alapjan a PI 3-K/Akt/GSK-3/elF2B sejttulélést kozvetitd jelatviteli ut
szabalyozasa a kovetkezOképpen foglalhatd dssze (2. abra). Novekedési faktorok jelenlétében
a PI 3-K/Akt ut aktivalodik, az aktiv Akt foszforildlja a GSK-3-t, amelynek kovetkeztében a
fehérje inaktivalodik. Az inaktiv GSK-3 nem foszforildlja szubsztratjait, igy az elF2B fehérje
mikddése megtartott, a transzlacid zavartalan. Novekedési faktorok hidnyaban, ill. a PI 3-K
gatlasa esetén a GSK-3 aktiv, igy foszforilalja és inaktivalja az eIF2B fehérjét. A transzlacid
iniciaciéja ebben az esetben gatolt. Az altalanos metabolikus zavar valdszintileg
mitokondrialis diszfunkcidt okoz, ami mitokondridlis valtozasokkal (membranpotencial
valtozas, citokrom ¢ kidramlas) beindit egy apoptdzishoz vezetd kaszkad folyamatot.

+ Novekedési faktorok - Novekedési faktorok

Akt Akt
65K-3 65K-3
¢ eIF2.6D0P l
transzldcid inicidcié aktivacidja transzldcid inicidci6é gatldsa
SEJTTULELES APOPTOZIS

2. dbra. Az elF2B szerepe a PI 3-K/Akt/GSK-3 jelatviteli ut szabalyozasaban.

61



A CREB transzkricios faktor szerepe a tulélésben

A CREB a CREB/ATF csaladba tartoz6 43 kDa molekulastlyu, konstitutivan
expresszalodo fehérje. A leucin cippzar transzkripcios faktor csaladba tartozik, amelynek
tagjai homo- vagy heterodimer formaban kotddnek a specifikus CRE szekvenciahoz. A
fehérje transzkripcidés aktivalasa az N-termindlis részen elhelyezkedd transzaktivacios
doménben levd Ser-133 foszforilacidjaval torténik. A foszforilaci6 a CREB fehérje CBP-hez
(CREB-kotd fehérje) illetve transzkripcios faktorokhoz (TFIIB, TFIID) vald kotodését
stimuldlja és ezaltal a CREB-szabalyozott gének indukcidjat okozza. Kiilonbozo
extracellularis stimulusok aktivaljak a CREB fehérjét, amelyek multiplex jelatviteli utakon
konvergéalnak a 133-as szerin foszforilaciojan. CREB kindzok: protein kindz A (PKA),
extracellularis szignal regulalt kindz (ERK), protein kinaz C (PKC), kalmodulin kinaz II. és
IV. (CaMKIL-1V.), p38 MAPK, pp70S6K, pp90RSK ¢s az Akt/PKB. A CREB Ser-133
foszforilacidjaval konszenzus szekvencia jon létre a GSK-3 szdmara és foszforilalja a Ser-
129-et. Az irodalomban ellentmondd adatok jelentek meg arra vonatkozdan, hogy a GSK-3
altali CREB Ser-129-es foszforilacido milyen hatdssal van a fehérje DNS-kotd aktivitdsara.
Egy kutatdcsoport szerint a GSK-3 foszforilacioja fokozza, mig két masik kutatocsoport
szerint pedig csokkenti a CREB fehérje PKA-indukalta DNS-k6t6 aktivitasat. Leirtak azt is,
hogy humén neuroblasztoma sejtekben a GSK-3 inaktivacidja (Akt aktivaciojaval vagy a
GSK-3 gatlo litium adéasaval) fokozza a CREB DNS-koté képességét. A PKA gatolja a GSK-
3-at a Ser-9 direkt foszforilaciojaval, a PKA aktivacidja pedig stimuldlja a CREB fehérjét és
csokkenti a GSK-3 gatlo hatasat.

Szamos intracelluldris jelatviteli ut kozponti eleme a kiilonb6z6 transzkripcios
faktorok aktivitasdnak szabdlyozasa. A CREB fehérje aktivitasat a ndvekedési faktorok két
jelatviteli uton keresztiil szabdlyozzak. A receptorok aktivacigjat kovetden egyrészt olyan
fehérjekindzok aktivalédnak (pl. PKA, Akt), amelyek a Ser-133-at foszforilaljak és ezzel a
CREB fehérje DNS-kot6 képességét aktivaljak, masrészt olyan jelatviteli utak is elindulnak,
amelyek gatoljak a GSK-3 aktivitasat, igy blokkoljak gatlé hatdsait a CREB fehérjére.
Kutatasunk célja, hogy megvizsgaljuk a CREB Ser-129 és Ser-133 foszforilacio jelentdségét a
sejttulélés szabalyozasaban.

Kisérleteinkhez PC12 sejtvonalat hasznalunk, mivel ezekben a sejtekben bizonyitott,
hogy a sejttalélés f6 kozvetitdje a PI 3-K/Akt/GSK-3 jelatviteli ut, illetve a PKA a CREB
fehérjén keresztiil sejttulélést kozvetit. A CREB foszforilacios helyeinek megfelelden
létrehozunk olyan expresszios plazmidokat, amelyekben a 129-es illetve a 133-as pozicidban
levé szerint alaninra cseréljiikk ki iranyitott mutagenezissel. A pontmutaciok ellendrzését
szekvenalassal végeztiik el. PC12 sejteket stabilan transzfektdlunk vad-tipusi CREB-et,
S129A-t, S133A-t illetve mindkét muticiot tartalmazé S129A+S133A-t expresszald
plazmidokkal.

A kutatas soran az alabbi kérdésekre keresiink valaszt:

crer

rrrrrr

Vad-tipust PCI12 sejtek, illetve vad-tipusu CREB-et, S129A-t, S133A-t és
S129A+S133A-t  overexpresszdlo PC12 sejtek felhasznalasdval sejtszdmoldsi  és
differenciacios kisérleteket végziink. Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a CREB-nek
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forskolinnal, a cAMP-ut hatasos stimuldlojaval kivaltott aktivacidja PC12 sejtek neurit
illetve mutans CREB fehérjét overexpresszald klonjaink neurondlis differencidciot fognak
mutatnak.

b. Milyen szerepet jatszik a mutans CREB fehérjék overexpresszidja PC12 sejtekben a
talélési szignalizacid kozvetitésében?

Vizsgalni fogjuk, hogy a PI 3-K/Akt jelatviteli Gt stimulacioja és a GSK-3 gatlasa
(aktiv Akt overexpresszidja, domindns negativ GSK-3 overexpresszioja, littum adasa) illetve
a GSK-3 stimulacidja (szérum megvonasa, PI 3-K gatl6 adéasa, vad-tipusu GSK-3
overexpresszioja, domindns negativ PI 3-K overexpresszidja) milyen hatéssal van a vad-
tipusu és a kiilonbdz6 mutans CREB fehérjét overexpresszald PC12 sejtek apoptdzisara. A
PKA jelatviteli Ut stimuldldsit a cAMP analogok (pl. dbcAMP) és a cAMP-t stimulalo
forskolin kezeléssel, gatlasat pedig PKA gatlo szerekkel (pl. H-89) végezziik. Kiilonb6zo
apoptédzis esszéket végzink a kiilonbozé mutansok talélésének illetve apoptodzisanak
vizsgélatara, mint pl.: magmorfologiai vizsgalat Hoechst-festést kovetéen fluorescens
mikroszkoppal, DNS-fragmentacids analizis, DNS mennyiség meghatarozasa ¢és annexin V.
festés aramlasi citométerrel.

c. Hogyan befolyasolja a GSK-3 ¢és a PKA foszforilaciogja a CREB DNS-kotd
aktivitasat?

Mivel az irodalomban nem teljesen egyértelmii, hogy a CREB fehérje GSK-3 altali
Ser-129-as foszforilacidja hogyan befolyasolja a CREB DNS-koté aktivitasat, ezért gél-
retarddcios esszével vizsgdlni fogjuk a mutansok enhancer-kotd képességét kiilonbozo
kezelések hatasara.

d. Befolyasolja-e a mutdans CREB fehérjék overexpresszidja a talélésben illetve
apoptozisban szerepet jatszo gének expressziojat PC12 sejtekben?

A Bcl-2 csaldd anti-apoptotikus tagjai (pl. Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1) gatoljak az
apoptdzist, mivel megakadalyozzak a proteolitikus kaszpaz 9 aktivalodasat. Irodalmi adatok
alapjan ismert, hogy az Akt a CREB foszforilaciojan keresztiil fokozott Bcl-2 promoter
aktivitassal stimulalja a talélést PC12 sejtekben. A talélési szignalok hatasara aktivalodo PI 3-
K/Akt jelatviteli it a CREB fehérjén keresztiil az Mcl-1 fokozott transzkripciojat hozza létre.
A Bcl-2 és Mcl-1 gének promoterében megtalalhatdo a CRE szekvencia, ezért Western blottal
vizsgalni fogjuk, hogy kiilonb6zd apoptotikus €s anti-apoptotikus szignalok hatdsdra hogyan
valtozik ezen gének illetve egyéb anti-apoptotikus gének (pl. IAP fehérjecsalad tagjai)
expresszidja a kiilonbozd mutans PCI12 sejtekben. Vizsgalni kivanjuk tovabba, hogy a
kezelések hatasara hogyan valtozik a proteolitikus kaszpazok aktivacidja.

Protein kinaz R szerepe az apoptozisban
A protein kindz R (PKR) 68 kDa molekulastulyt, ubiquiter moédon expresszalodo
szerin/treonin specifikus protein kindz. Két funkciondlisan kiilonbdz0 doménbdl all: az

aminoterminalis, két kettéslancat RNS-koté domént tartalmazdé regulatorikus és a
karboxitermindlis katalitikus doménbdl. A PKR kiilonb6z6 stressz szignalok (TNF, IFN, virus
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infekcid) ¢és novekedési faktorok hatdsara  aktivalodik. A PKR  aktivacioja
konformaciovaltozast, a fehérje dimerizaciojat eredményezi, amely aktivdlja a
karboxiterminalis katalitikus domént, majd autofoszforildlodik szerin ¢és treonin
aminosavakon. Az aktivalt kindz az eukariota transzlacids iniciacids faktor elF2a alegységét
foszforilalja a Ser51-es aminosavon. Az elF2a-GTP a transzlacié iniciacidjahoz sziikséges.
Az inicidcios 1épések végén keletkezd elF2a-GDP-t az elF2B aktivalja a guanin nukleotid
kicserélésével. Az elF2a foszforilacigjaval az elF2 az elF2B kompetitiv gatlojava valik,
amely a fehérjeszintézis altalanos gatlasat eredményezi.

A PKR-nek szerepe van a sejtndvekedésben, a differencidcidban, az interferon
indukalta antiviralis valaszban és az apoptozis indukcidjaban. Az apoptozis eldidézésében
kétféle mechanizmus jatszik szerepet. A PKR egyrészt foszforilalja és ezzel gatolja az elF2a
alegységét, amely a transzlacio iniciacidjanak gatlasa miatt apoptozist indukal, masrészt
kiilonb6zd, az apoptozis szabalyozasidban szerepet jatszo transzkripcids faktor (STATI, p53,
NF«B) aktivacigjat idézi eld.

Kisérleteinket PC12 sejtekkel végeztiik, melyeket kiilonb6zé hatdsmechanizmussal
apoptozist eldidézé szerekkel kezeltiink, a fehérjeszintézist gatlé anizomicinnel, névekedési
faktorok megvonasaval, a PI 3-K gatlo LY294002-vel, a topoizomeraz II.-t gatld etopoziddal
¢s a DNS bazisaihoz kovalensen kot6do ciszplatinnal. Vizsgaltuk a szerek hatasat PC12 sejtek
apoptozisara, melyet DNS fragmentacios analizissel mutattunk ki, a PKR proteolitikus
hasitasara, az elF2a foszforilacidjara €s kaszpazok aktivalodasara.

Az altalunk alkalmazott szerek apoptoézist indukélnak PC12 sejtekben és a PKR
proteolitikus hasitasat idézik eld, amelynek iddkinetikaja korreldl az apoptozisra jellemzo
DNS fragmentéacio megjelenésével. A proteolitikus hasitds a PKR aktivitdsat nem csokkenti,
mivel a PKR szubsztrat elF2a foszforilacioja fokozodik a kezelések hatasara. Az alkalmazott
szerek a kaszpaz-3 és kaszpdz-9 hasitasat idézik eld, amely szorosan korreldl a DNS-létra
kimutatassal és a PKR hasitassal.

Tovabbi kutatasi terveink kozott szerepel, hogy kaszpaz gatloszerek adasaval

vizsgaljuk, hogy a PKR proteolitikus hasitdsa kaszpazok kozvetitésével torténik-e, tovabba
milyen egyéb fehérjék jatszanak szerepet ebben az apoptdzishoz vezetd jelatviteli Gtban.

Kozlemények:

Pap M., Cooper G. M. Role of glycogen synthase kinase-3 in the phosphatidylinositol 3-
kinase/Akt cell survival pathway. J. Biol. Chem. 273, 19929-19932. 1998.

Pap M., Cooper G. M. Role of translation initiation factor 2B in control of cell survival by
the phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/glycogen synthase kinase 3f3 signaling pathway.
Mol. Cell. Biol. 2, 578-586. 2002.

Az eléadasban bemutatott munka részben az OTKA (T 037528) és az ETT (073/2001) tamogatasaval késziilt.
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Hosokk fehérjék szerepe szteroid hormonok és novekedési faktorok
jelatvitelében

Ifj. Sétalo Gyorgy, Berta Gergely és Szeberényi Jozsef

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar,
Orvosi Biologiai Intézet

A hésokk proteinek (Hsp-k) a dajkafehérjék nagy csaladjanak képviseldi. Legtobbet
tanulmanyozott képviseldik kozott megtalaljuk a Hsp90-t - egy 90 kDa molekulatomegii
valtozatot - és ennek Grp 94 nevi, az endoplazmatikus retikulumban taldlhaté homologjat.
Mindketten eszencialis és ubikviter fehérjék, melyek kulcsszerepet toltenek be szamos egyéb
protein sejten beliili érésében, transzportjaban, lokalizacidjaban és stabilitdsaban. A Hsp90 a
sejtben nagy mennyiségben talalhato, a citoplazmatikus fehérjék akar 1-2%-at is kiteheti. /n
vivo dimerizalodva fordul eld, és heterokomplexeket alkot. Ezeknek részei lehetnek ko-
chaperonokon kiviil még szteroid receptorok, de sejttipustol fiiggden tobb jelatviteli fehérje az
ERK kaszkadbdl is. Az utdbbiak koziil irodalmi kozlések emlitik a Ras-t, a Raf-ot a MEK -et.
A Hsp90 tartalmii komplex védi a fehérjéket a degradaciotol, eldsegiti funkciondlisan
kedvezé térszerkezetilk megtartasat és megfeleld sejten beliili elhelyezkedésiiket. A Grp 94
hasonl6 dajkafunkcidkat 14t el az érintett fehérjék endoplazmas retikulumban zajlé szintézise
soran.

A geldanamicin nevii antibiotikum hozzakotddik a Hsp90-hez és a Grp94-hez, gatolva
azok funkcioit. Ennek kovetkeztében a Hsp90 tartalmi komplexek - sejttipustdl fliggden -
szét is eshetnek, midltal a felszabadult jelatviteli fehérjék féléletideje és/vagy aktivitdsa
lecsokken, az altaluk serkentett jelatviteli utak pedig szétkapcsolodhatnak.

A szteroid hormonok hagyoményos mechanizmusukkal a transzkripcid regulatoraiként
fejtenek ki fontos szabalyozd hatast a sejtben. A ligand nélkiili receptor a citoplazmaban
hésokk fehérjékhez — koztiik pl. Hsp90-hez - kototten varja a hormon érkezését. A ligand
bekotddésekor a dajkafehérjék disszocidlnak a receptorrol, ami dimerizacidét kovetden a
sejtmagba jut, és specifikus gének atirdsanak befolyasolasaval fejti ki hatasat.

Az utobbi években mind gyakrabban szamolnak be irodalmi jelentések arrdl, hogy
szteroid hormonok képesek kiilonféle fehérjekinaz kaszkadok aktivalasara is. igy az altalunk
tanulmanyozott 6sztrogén hatasara is leirtdk a proteinkindz A ¢és a kalcium- és kalmodulin-
aktivaciot (Zhou és mtsai, 1996, Gu és mtsai, 1996, Murphy és mtsai, 1997), proteinkinaz C
aktivaciot (Ansonoff ¢és Etgen, 1998), foszfatidilinozitol 3-kindz és Akt kinaz aktivéaciot
(Singh M., 2001), Src aktivaciot (Nethrapalli és mtsai, 2001), valamint az extracellularis
szignal-regulalt fehérjekindz (ERK) serkentését is (Zhou as mtsai, 1996, Endoh és mitsai,
1997, Migliaccio és mtsai, 1996, Singh és mtsai, 1999, 2000). Az ERK kaszkadot foként
polipeptid novekedési faktorok hasznaljak jelatviteliikhoz. Ennek sordn az aktivalt novekedési
faktor receptor a Ras GTP-kotd fehérjén keresztiil a Raf, MEK, majd ERK kindzokon at
tovabbitja a szignalt. Az aktivacids folyamat végsd hatdsa fiigg a sejttipustdl, az aktivaciod
1dobeli lefolyésatol, és az aktivalt ERK sejten beliili elhelyezkedésétdl is. Iddben elnyujtott
aktivacio sziikséges ahhoz, hogy az aktivalt ERK athelyez6djon a citoplazmabdl a sejtmagba,
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¢s ott hatékonyan megvaltoztassa a génexpresszid mintdzatat. A PCI2 patkany
feokromocitoma sejtvonalban ez esetben a sejtek szimpatikus neurondlis irdnyba kezdenek
differencidlodni.

Dr. Dominique Toran-Allerand professzorasszony a hetvenes években figyelte meg,
hogy fejlodd patkany és agykéreg szelet tenyészetek erdteljesebb és gazdagabb neuritokat
novesztenek, ha tenyésztd folyadékukat 17-B-Osztadiollal egészitette ki. A morfologiai
megfigyeléseket kovetden a jelenség molekularis mechanizmusanak kutatdsdba kezdett a
munkacsoport, amikor is lehetéségem adodott bekapcsolodni kisérleteikbe.

Az 06sztrogén altali ERK aktivacié lehetoségének ismeretében eldszor azt vizsgaltuk,
hogy megfigyelheté-e ez a jelenség tenyészeteinkben. Osztrogén kezelés hatasira gyors és
iddében elnyujtott ERK aktivaciot tapasztaltunk, ami irodalmi megfigyelések szerint is kedvez
az idegsejt iranyu differencialédasnak. Az aktivacio részletes mechanizmusat kutatva azt a B-
Raf és MEK1/2 enzimek miikodésétdl fliggdnek, a fehérjeszintézistdl viszont fliggetlennek
talaltuk. Az aktivalt ERK sejten beliili elhelyezkedését vizsgdlva az enzimet sikeriilt
kimutatnunk a citoplazmaban és a sejtnyulvanyokban épp Ugy, mint a sejtmagban, a
fehérjeszintézis gatlasat kovetden azonban eltint a nuklearis foszfo-ERK jel. (Az ERK
aktivéacioja soran az enzim tirozin és treonin aminosavakon foszforilalodik, igy e foszforilacid
kimutatasa jo indikatora az enzim aktivacidjanak is.) Az Gsztrogén kezelést kovetden aktiv
ERK-et tartalmazd sejtek tartalmaztdk a mikrotubulus-asszocialt fehérje 2B izoformajat is,
alatdmasztva e sejtek neurondlis eredetét. Nem aktivalodott viszont Osztrogén kezelésre a
TrkA neurotrofin receptor, kizadrva annak lehetdségét, hogy a megfigyelt hatdsok mogott
Osztrogén kezelésre a szovetbdl felszabaduld endogén neurotrofinok miikodése allna.

Ezt koveto kisérleteink soran ko-immunprecipitacios technikaval azt mutattuk ki, hogy
az ERK1/2 ¢és a Hsp90 kapcsolodnak egymashoz a sejtben, s ezt a kapcsolatot geldanamicin
adasaval sikeriilt felbontanunk. Ilyen koriilmények kozott az ERK aktivacio dramai
gyengiilését észleltiik, s a MEKI1/2 aktivitas egyiittes mérésével arra a kovetkeztetésre
ERK1/2-nek a MEK2 altali hatékony aktivalasa sordn. Az a tény, hogy Osztrogén kezelést
kovetéen az ERKI1/2 aktivacid6 a MEK2 kozvetitésével jon létre, legvaldsziniibben
fejlédéstani okokra vezethetd vissza, amennyiben az egyedfejlédés korai fazisaiban, az
altalunk vizsgalt fajokban a 2-es MEK izoforma expresszioja dominal az 1-esé felett.

Itthoni munkacsoportunkban a geldanamicin hatasat PC12 sejtekben vizsgalva masok
megfigyeléseivel egybevagd modon azt tapasztaltuk, hogy a szer nagyobb ddézisdval hosszabb
ideig kezelve a tenyészeteket, azok apoptozissal elpusztulnak, s ez idegi novekedési faktor
(NGF) egyiittes adasaval sem védhetd ki. Csokkentve a geldanamicin dézisat és a szerrel
torténd inkubacio idejét azonban elérhetd, hogy a sejtek tuléljék a kezelést, az NGF adasaval
eldidézhetd ERK aktivacié azonban mar ekkor jelentdsen gyengiil. Az ERK kaszkad fehérje
elemeinek expresszidjat vizsgalva megallapitottuk, hogy az ERK1/2, a MEK 1, B-Raf, c-Raf-1
¢s H-Ras fehérjék szintje nem valtozott geldanamicin kezelésre, ahogy a Hsp90 és Grp94
fehérjék expresszioja sem. A TrkA NGF receptor mennyisége azonban igen erdsen lecsokkent
geldanamicin hatdsara. Ezt a csokkenést a proteaszoma funkcidjanak kémiai gatlasaval
részben sikeriilt kivédenlink. A geldanamicin altal okozott programozott sejthalal NGF
rezisztencidjanak hatterében tehdt az egyik dontd tényezd az antibiotikum altal eldidézett
proteaszomalis TrkA lebomlas allhat. A jelenség tovabbi részleteinek megértésén jelenleg is
aktivan dolgozik munkacsoportunk.
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Eredményeinkkel hozzajarultunk ahhoz, hogy a 90 kilodaltonos hdsokk fehérjéknek a
sejt jelatviteli folyamataiban betoltott szerepét jobban megérthessiik. Kisérleti adataink
jelentdségét tovabb fokozza, hogy a geldanamicin egyes kémiailag modositott szarmazékai
hatékony daganatellenes szereknek bizonyultak, s mar a human gyogyészatban is a klinikai
kiprobalas korai fazisaiban tesztelik terapias alkalmazhatosagukat.
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Az eléadasban bemutatott munka részben az OTKA (T 037528) és az ETT (073/2001) timogatasaval késziilt.
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Nyolcvanéves az Orvosi Biologiai Intézet

A Pécsi Tudomanyegyetem (PTE) Altalinos Orvostudo-
ményi Karanak (AOK) Orvosi Biol6giai Intézete és a Pécsi
Akadémiai Bizottsag (PAB) Sejtbiolégiai Munkabizottss-
ga 2003. szeptember 17-én, a PAB Székhazaban (Pécs,
Jurisics M. u. 44.) tudomanyos lilés keretében emléke-
zett meg az intézet megalakulasanak 80. évforduléjarol.

A program dr. Szeberényi Jozsef, az intézet igazgatojanak
megnyitojat kovetden dr. Léndrd Laszl6, a PTE rektordnak,
majd dr. Nagy Judit, a PTE AOK tudoményos dékén-
helyettesének tidvizld szavaival kezdédott.

Ezt kovetden Sragner Mérta, a Baranya Megyei Konyvtar
munkatirsdnak eladisat hallhattik a jelenlévok Gorka San-
dor, az intézet alapitojanak életitjarol és munkassagérol, majd
dr. Koméromy Laszl6, az Orvosi Biologiai Intézet docensének
osszedllitisa kovetkezett ,,Mozaikok az intézet életébdl” cim-
mel. Ezutén dr. Puppi Andrds, az intézet nyugalmazott docen-
se mondta el , Egy senior visszaemlékezései"cimii beszédét. A
pécsi munkakozosség kordbbi, idékozben mas intézetekbe ti-
vozott kollégdi koziil is tobben eljottek. fgy hallhattak a jelen-
1évik dr. Molndr Janos, a Szegedi Tudoméanyegyetem Orvosi

Elettani Intézeténck professzoritol a ,, Tallkozisok a modem
biologidval”, dr. Safriny Géza, az Orszigos Sugarbiologiai In-
tézet osztalyvezetd foorvositol pedig az ,,Agydaganatok keze-
lése génterdpias eljarisokkal” cimi eldadisokat. Szeberényi
Jozsef professzor az intézet legut6bbi 11 évének fontosabb tor-
ténéseit foglalta Gssze, majd két fiatal kollégdja ismertette je-
lenleg is folyé tudoményos tevékenységét. Dr. Pap Marianna
cgyetemi adjunktus az emls sejtekben vizsgdlt talélési és
apoptotikus jelatviteli folyamatokrol beszélt, iff. dr Sétdlé
Gyobrgy egyetemi adjunktus pedig a hésokk fehérjék szerepé-
1ol tartott ismertetdt a szteroid hormonok és a novekedési fak-
torok jelatvitelével kapcsolatban.

A visszaeml¢kezések és tudomanyos elfaddsok utin dr.
Méhes Kéroly, egyetemi tanar, akadémikus, a PAB elnokénck
méltatd szavaival zirult az iilés, amit a PAB Székhéazénak
Nagytermében szervezett dllofogadis kovetett. Itt dr. Szabo
Laszl6, a PAB Biologiai Szakosztilya elnokének kedves ko-
szontje utdn zarordig folytatodott a beszélgetés tudoméany-
16l, s emlékekrd] egyardnt.
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