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A POLI-ADP-RIBOZILACIO SZEREPENEK VIZSGALATA SAOS SEJTEK
DIFFERENCIALODASABAN

Az oszteoszarkéma a leggyakoribb primer csontdaganat, amelyre jellemzb a tumor
sejtek direkt csontszdvet-, illetve osteoid termelése. Vizsgilatainkat SAOS-2
sejtvonalon végeztilk, mely egy osteoszarkéma eredetii osteoblast epitél sejtvonal.
A SAOS-2 sejtek részletesen jellemzettek, magas osztodasi ratival bimak,
alkalikus foszfataz aktivitisuk révén megfeleldé médium jelenlétében képesck
kalcium depoziciora, ily médon megfelelé modellrendszernek tekintheték a csont
differencialédas  vizsgalatira. A poli-ADP-ribozilacié egy reverzibilis
posztiranszldcios médositds. A poli(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1)
aktivalodasat kovetden szubsztratjat, a NAD+-ot nikotinamidra és ADP-ribozra
hasitja, melyet fehérjék glutamat és aszpartat oldallancacahoz kapcsolva hosszi,
elagazé polimert szintetizal. A poli(ADP-rib6z) polimerek életideje nagyon révid,
lebontasukért a poli(ADP-riboz) glikohidroldz (PARG) felel. A poli-ADP-
ribozilaciénak kitiintetett szerepe van a genomi integritds fenntartisaban, DNS
hibajavitisban, a sejthaldl és egyes transzkripciés folyamatok szabalyozasaban.
Vizsgalatainkban arra kerestiink vélaszt vajon ez a dinamikus fehérjemédositasi
folyamat szerepet jatszik-¢ a csontdifferencialédas szabalyozasiban. Korabban, a
PARP-1 és PARG fehérjék stabil géncsendesitését lentivirus részecskékkel
valdsitottuk meg. A csendesités hatékonysagat, mRNS szinten, hagyoményos és
kvantitiv PCR-al is vizsgaltuk. Megfelel6 antitest hidnyaban a fehérjék deplécibjat
funkcio-kiesési vizsgdlattal elemeztik immuncitokémiival és Western blott
technikdval. Hidrogén peroxiddal kezelt sejtekben jelentés poli(ADP-riboz)
polimer képz6dést tapasztaltunk. A polimerek lebontisa jelentds meértékben
elhtizédott a PARG hidnyos SAOS sejtekben. A csontdifferenciilodési folyamatot
12 napon keresztiil kovettik nyomon aszkorbinsav-2-foszfattal, D-vitaminnal,
dexametazonnal és béta-glicerol foszfattal kiegészitett médium jelenlétében. A
differencialodas sordn vizsgaltuk az alkalikus foszfatdz aktivitisanak valtozasat
valamint a kalcium depoziciét kvalitativ, AlizarinRed festési eljarassal és
kvantitativ kalcium kolorimetrids mérémaédszer segitségével.

Témavezetd: Dr, Erdélyi Katalin
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M.3.  Kiss Mité AOK II
Biokémiai és Molekularis Biolégiai Intézet

AZ RXR ALFA ES RAR ALFA MAGRECEPTOROK LIGANDFUGGO
DEGRADACIOJA - EGY ISMERT JELENSEG UJ SZEMSZOGBOL

A magreceptorok csaladjaba tartozo retinoid X receptor (RXR) és retinsav receptor
(RAR) meghatirozé szereppel bir az egyedfejlédésben, differencidcioban, és a
szervezet homeosztdzisdban. Mindkét receptornak alfa, béta, és gamma izotipusa
létezik, amelyek kiilonbozd széveti expressziés mintizatot mutatnak. Endogén
ligandjaik A-vitamin (retinol) szdrmazékok: all-transz retinsav (RAR agonista) és
9-cisz retinsav (RAR, RXR agonista).

Az RXR szdmos magreceptorral heterodimert képez. Az RXR/RAR heterodimer
a retinoidok indukalta jelatvitel legfontosabb funkcionalis egysége. Fontos annak
megértése, hogy a hormondlis szignil hogyan sziinik meg, azaz a ligand altal
aktivalt receptor kikapcsolasa hogyan térténik. Az RXR és RAR ligandkotést
koveté degradicidja a proteaszomakban valosziniileg fontos szabalyozéja a
retinoid szignal nagysaganak és idétartaménak.

Mindeddig a degradécio tanulményozasanak leginkabb hasznalt moédja a Western
blot technikéval végzett fehérjekimutatas volt, amely azonban viszonylag nehezen
kvantifikilhatd, és a sejtek halmazainak atlagardl ad informéciot. Mi egy olyan
mdédszer bedllitdsat tiiztiik ki célul, amiben egyes sejtcsoportok vagy akar az egyes
sejtek szintjén kozelithetd meg ez a folyamat. Aramlasi citométeren vizsgaltuk
kiilonboz6 idejii ligandkezelésekkel a degradacio idobeli lefolyasat. Ehhez RXR
alfa, illetve RAR alfa zold fluoreszcens fehérjével (GFP-vel) fiizionaltatott
formdjat stabilan expresszalé Hela scjtvonalakat hasznaltunk. fgy a sejtek
fluoreszcencia intenzitisinak valtozasa megmutatja a degradicié lefolydsanak
id6fiiggését. A sejtek mRNS szintjének mérésével azt is megyvizsgaltuk, vajon a
receptorok degradacidjanak hatasara valtozik-e szintézisiik mértéke.

Eredményeink azt mutatjik, hogy az agonista kezelést kovetd degradacié a két
receptor esetében eltérd dinamikaji, koriilbeliil az elsé 12 éraban a legintenzivebb.
A receptor aktivacié 24 6ran beliil nem okozott Iényeges valtozast az mRNS
szintekben.

A beidllitott modszer lehetdséget biztosit arra, hogy megvizsgiljuk a degradacios
folyamat részleteit, &s az abban szerepet jatszo tényeziket meghatarozzuk.

Témavezetd: Prof. Dr. Nagy Lészl6, Brizda Péter
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