1. TANULMANYUTAK

MAROTI PETER
(JATE, Biofizikai Tanszék)

Urbana (USA) 1983. jinius—1985. jlnius,
1986. junius—augusztus

1983-85 kozott kétéves, majd 1986-ban két és fél honapos &sztdndijas
tanulmanyuton vettem részt az egyesiilt allamokbeli Urbanai Egyetem Biofizi-
kai és Fiziolégiai Intézetének meghivasidra. A Rhodobacter spheroides vad- és
karotenoidmentes mutansainak hidrogénkétésével foglalkoztam, az ezekbdl
a baktériumokbdl preparalhatd reakcidcentrumok kildnbdzd fiziko-kémiai
allapotaiban. A protolitikus reakcidk alakitjak ki a fotoszintetikus membran-
ban az elektromos és pH gradienst, amelyek képezik a sejt normalis miiks-
désének bioenergetikai alapjat. A zdld ndvényeknél két helyen (a két foto-
kémiai rendszer kdzott, valamint a vizhasité enzimnél), mig a fotoszintetizald
baktériumokban egy helyen (a kinon akceptor komplexnél) kotddik, ill. valik
le proton. Benniinket a reakciécentrumhoz kozvatleniil kotddd vagy attdl le-
vald HT szerepe és jelent8sége érdekelt leginkabb. Eddigi vizsgalataink meg-
lepd eredményeket hoztak: a Ht-kdtés sebességi allanddja két-hdrom nagység-
renddel nagyobb, mint ami egy biomolekularis, egyszeri kémiai reakcid fel-
tételezése alapjan varhaté. Az alagttazas feltételének kisérleti és elméleti esé-
lyeit még meg kell vizsgélni.

Na-boronhidrid-del torténé redukalas irreverzibilisen megvaltoztatja az
RC pigmentdsszetételét, de a primér elektron-transzportot nem befolyésolja.

Kutatémunkam soran tdbb olyan tjkeletii felismerés sziiletett, amely
lényegesen Osszetettebbé teszi a reakcidcentrumok proton-kdtésével kapcso-
latos képet: a Ht-ion bekdtési sebesség nem linedris fiiggvénye a bulk-pro-
ton-koncentraciénak, hanem annak, 0,25 hatvinyaval ardnyos. Ez a felisme-
rés valdszintileg azt takarja, hogy a lokalis pH nagyobb, mint a bulk, ill.
a reakciécentrum-fehérje egyes részein proton-kutak vannak, amelyek a loka-
lizalt proton-elmélet alkalmazéasdra nydjthatnak lehetdséget.

A téma a nagyon élénk nemzetkdzi és hazai bioenergetikai kutatasok
szerves részét képezi. Kisérleti és elméleti adalékokkal jarul hozzid azokhoz
az alapkutatasokhoz, amelyek célul tizik ki a fotoszintetikus energiatermelési
folyamatok megértését és esetleges késdbbi hasznositisi lehet8ségét. Felismer-
ve a témaban rejlé nagy lehet8ségeket, a vilag szamos laboratériumaban fog-
lalkoznak a magasabb rendii ndvényekbdl preparalt kloroplasztiszok protoli-
tikus reakcidival (pl. Osnabriick, Ny.-Berlin, Puscsino stb.). A fotoszintetizald
baktériumok, ill. a belélik izolalt kromatoférak Ht-kdtésével mar lényege-
sen kevesebb kutaté kotdtt ismeretséget, mig a reakcidcentrumok ilyen jel-
legli vizsgalata még fehér foltnak latszik. A téma magaban hordozza a fehér-
jék proton transzport (pumpa) leirdsanak lehetdségét is. Ilyen szempontbdl
a reakcidcentrum fehérje vetekszik a mar hosszi ideje, tobbek 4ltal tanul-
manyozott bakteriorodopszinnal.
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LACZKO GABOR
(JATE, Biofizikai Tanszék)

Baltimore (USA), 1985. aprilis—1986. aprilis

Oszténdijas tanulmanytton egy évet toltdttem a Maryland Egyetem (Bal-
timore, USA) Biokémiai Tanszékén, dr. Joseph R. Lakowicz professzor labo-
ratériumaban, Célunk a fehérjék dinamikadjanak megismerésére szolgald ki-
sérleti technika tovabbfejlesztése olymddon, hogy kapcsolatot taladljunk a fe-
hérjék dinamikaja és azok miikddése kdzott. Kordbbi kdz8s munkank alapjan
elséként sikeriilt valtoztathaté frekvenciaju fazis-fluorimetrids modszerrel
szubnanoszekundumos idéfeloldasti fluoreszcencia anizotrdpiai lecsengést mér-
niink egyetlen triptofan reziduumot tartalmazé fejérjéken. Ujabb fluoresz-
cencia lecsengési méréseinkbdl megéallapitottuk, hogy a lecsengés szinte soha-
sem irhatd le egyetlen exponencidlis taggal, sét lehetséges, hogy a kinetika
dsszetett, nem is exponencialis. Fluoreszeencia anizotrépia lecsengésbdl meg-
mutattuk, hogy a frekvencia tartomanybeli fazisfluorimetria alkalmas olyan
gyors és komplex anizotrdpia lecsengés felbontdsara, amelyre eddig nem volt
moéd. Pl. propilénglikolban oldott NATA anizotrépia lecsengést két kompo-
nenstinek talaltuk, a 0,3 ns-os gyors komponens az indolgylrd lokalis moz-
gasat, a hosszabb, 3,4 ns-o; idéallandé a teljes NATA molekula forgasat tuk-
rézi. A becslések szerint a fehérjék helyi oszcillaciéi is ebben az id&tarto-
manyban vannak, igy véarhatd, hogy mddszeriink e folyamatok feloldasara is
alkalmas.

Sikerdlt kimutatnunk kiilénbdzé mozgasi szabadsagu triptofan reziduu-
mok lokalis mozgasat fehérjékben, staphylococcus nukledznal, monellinben,
mellitinben. Eredményeink igazoltdk, hogy mddszeriinkkel a fehérjékben vég-
bemend kis amplituddji és gyors (néhanyszor 10 ps) szegmentalis mozgasok
is kvantitativ médon vizsgalhatdk, ez pedig 11j lehetdséget nyit a fehérjék
dinamikéajanak kutatasiban.

A megndvelt hidrosztatikai nyomas fehérjékre és membranokra gyakorolt
hatasanak vizsgalatdhoz 10 kbar-ig hasznalhaté mérdcellat terveztem, és a
kereskedelemben kaphaté nagynyomast részegységekbdl megterveztem a cél-
jainkra optimalis nagynyomaéasu rendszert.

A fluoreszcencia kinetikai kutatdsok egyik alapvetd fejlesztési célja a
lehetd legjobb iddfeloldas elérése. A mérdberendezések kritikus eleme a foto-
detektor. A kereskedelemben par éve mar kaphatd, de még kisérleti stadium-
ban 1évd csatornalemezes fotomultipler tiinik legjobbnak, de a fazisfluorimet-
ridban eddig nem alkalmaztak, mert nem sikeriilt megoldani a heterodin de-
tektalasat. Kiilsg, kétszeresen kiegyenstlyozott keverd felhasznilasaval elss-
ként oldottuk meg ezt a problémat, 2 GHz-es hatarfrekvenciat értiink el, amely
az eddig hasznalt leggyorsabb valtoztathatd frekvencidju fazisfluoriméterek
sebességét kb. egy nagysagrenddel meghaladja. Késziilékiink érzékenysége
1 foton/gerjesztd impulzusnal sokkal nagyobb, jéval feliilmilja az ebben az
idStartomanyban hasznilhaté maéasik fotodetektor, a lavina fotodidda érzé-
kenységét. A késziilék idéfeloldasa lehetdveé teszi, hogy pl. a fehérjék lokalis
torzids mozgdsait megjosolé molekularis dinamikai szamitdsok eredményeit
kisérlettel ellendrizziik, és megnyitja az utat ezen mozgasok vizsgalata felé.
A készilékkel oxytocin minta dinamikajat tanulmanyoztuk. Eredményeink
igazoltdk, hogy az utébbi évek fejlesztémunkédjanak koszoénhetden a frekven-
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cia tartomanybeli fazisfluorimetria a fluoreszcencia kinetika kutatidsaban a
kozelmultig szinte egyeduralkoddé impulzus flourimetria komoly versenytar-
sava fejldodott.

Tanulméanyutam soran tapasztalatokat gytjtdttem a fluoreszcencia kine-
tikai spektroszkopia teriiletén, és annak bioldgiai alkalmazasdban. Ezt egye-
temi oktatdi és kutatéi munkdmban tudom hasznositani. Itthoni kutatasi ter-
veinkben a fotoszintetizdlé baktériumok reakcidcentrum-prepardtumaiban
végbemend reakcidk abszorpcié-valtozas és a fluoreszcencia kinetika méré-
sével valé nyomonkovetése szerepel. E teriileten elsdsorban a fluoreszcencia
kinetika mérések metodikdjaban, valamint a szdmitdgépes mérési adatgyuj-
tés, mérésvezérlés, és mérési adatfeldolgozas teriiletén szerzett gyakorlatom
jelent segitséget.

LAKATOS TIBOR
(POTE Biofizikai Intézet, Pécs)

London (Anglia), 1985/86.

A Wellcome Trust 8szténdijanak elnyerésével alkalmam nyilt arra, hogy
1985. novemberétdl egy évet dolgozhassam Londonban a Londoni Egyetem
KQC (King’s and Qeen’s College) Elettani Intézetében, amely akkor Peter F.
Baker professzor vezetése alatt allott. (P. F. Baker varatlanul, fiatalon el-
hunyt 1987 tavaszan.)

A tanulmanyit munkaterve egyes tercier aminok hatdsainak vizsgalatat
tiizte ki célul. P. F. Baker javaslatara elvallaltam, hogy erre a célra (és az
Intézet egyéb igényeinek kielégitésére) felépitek egy ,.patch clamp” beren-
dezést. Az Intézet a szlkséges késziilékeket haladéktalanul megvasarolta és
minden lehetséges tdmogatast megadott. Mindemellett szamos nehézséggel
kellett szembenézni, példaul a jarmiforgalom okozta épiiletrengés kikiiszd-
bolése csaknem lehetetlennek bizonyult; ez sokszor a késd éjszakai drakra
korlatozta a kisérletezés idejét (a King's College épiilete ugyanis London
egyik igen forgalmas utcéjaban 4ll).

Elvégzett kisérleteink hatterében az az ismert effektus &ll, hogy a pro-
kain az idegi vezetést a Nat-permeabilitds novekedésének gatlasa révén blok-
kolja és a calcium kompetitiv dgense.

Kisérleteinkhez marhamellékvesébdl preparalt kromaffin sejteket hasz-
naltunk; a' sejtek diszpergalasahoz a preparadtumot kilonbdzd enzimatikus
kezelésnek kell alavetni, ami egyben a sejtfeliilet tisztasagat is biztositja. Az
elektrédpipettdk kb. 2-3 um atmérdjti végét hdvel poliroztuk. A sejtfelszinre
tapadt elektrédak nyilasanak peremén 10 ohm nagysagrendd atmeneti el-
lenallas alakul ki (,,gigaseal’”) és ezzel lehetévé valik egyedi ioncsatorndk
araméanak mérése (,patch clamp” elrendezésben) vagy a szivargasi adramtdl
mentesitett egészsejt membranidramok mérése. Ilyen egészsejt aramok méré-
sével vizsgaltam, hogy prokain, lidokain, tetrakain és prokainamid milyen
hatassal van a fesziiltségérzékeny Nat és Ca™t-csatorndk mitkddésére. A vizs-
gélatok szerint a prokain, a lidokain és a tetrakain a koncentraciétdl figgden
teljesen vgy részben blokkolja mind a Na*, mind a Cat* 4ramot, mig a pro-
kainamid csak csékkenti ezek nagysagat.

Résztvehettem az intézet tudomanyos kozéletében, a munkabeszamold-
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szerd intézeti szeminariumokon és a rendszeresen tartott ,lunchtime” szemi-
nariumokon, amelyeken olykor kiilss, felkért eldaddk szerepeltek, méaskor az
intézet tagjai tartottak elGadast, ezt az alkalmat hasznaltdk fel kongresszu-
sokra késziilve probaeldadas tartdsara. Hazai munkamat ismertettem egy ilyen
szemindriumon, szép sikert aratva.

Szeretném megemliteni, hogy az intézet vezetdjétdl és munkatarsaitdl
minden kért segitséget megkaptam a kiilfsldi életbe valé beilleszkedésemhez;
a Wellcome Trust 8sztdndija megkézelitette az ott dolgozok fizetését és kiildn
fedezte a belfdldi kongresszusokon vald részvétel koltségét.

LEX LASZLO
(POTE, Biofizikai Intézet, Pécs)

Eugene (USA}), 1986. jlinius—1988. augusztus

A POTE Biofizikai Intézet Akadémiai Kutatécsoportjdnak tudomanyocs
munkatdrsaként az MTA engedélyével 1986. jun. 1-jétél 1988. aug. 31-ig hi-
vatalos egyéni meghivasos &sztdondijas tanulméanytton tartdzkodtam az Ore-
goni Egyetem Kémiai Intézetében (Eugene, USA). Meghivém J. F. W. Keana
professzor laboratériumaban NMR-leképezéshez (magnetic resonance imaging)
hasznalhatéd kontrasztndveld anyagok szintézisével foglalkoztam. Az NMR-
leképezés az NMR-spektroszkopia 1j felhasznaldsi teriilete, amely szerint az
emberi szervezet, a rontgennel ellentétben, karos mellékhatasok nélkiil leké-
pezhetd.

Tanulmanyutam elsd felében stabilis nitroxid szabad gydkdket tartalmazd
liposzémak szintézisét oldottam meg. Az eldallitott lipidszerii anyagok, me-
lyekbdl a liposzémak épithetdk fel, a polaros fejrészben két, ill. harom nitro-
xid szabad gyokét is tartalmaznak, melyek paramagnesesek 1évén NMR-leké-
pezésben kontraszindveld hatassal rendelkeznek. Az eldallitott liposzémak
6ridsi gombdknek tekinthet8k, melyek mintegy nitroxid gydkékkel vannak
beboritva.

Tanulmanyutam masodik felében olyan kontrasztndveld anyagok szinté-
zisét oldottam meg, amelyek tobb paramégneses centrumot tartalmaznak és
reaktiv funkcids csoportjuk révén biomolekuldkhoz kapcsolhatdk. Szintetizal-
tunk kontrasztndveld anyagokat 12 nitroxid csoporttal ill. amelyek 6 komp-
lexbe kotdtt gadolinium (III)-iont, valamint a fizioldgids kérnyezetben stabi-
lis reakcidképes csoportot, izotiocianat-csoportot is tartalmaznak.

A fenti vegyiletek kontrasztndveld hatasanak vizsgalatit a Kaliforniai
Egyetemen, az R. C. Brasch professzor vezette kutatdcsoportban végezték ill.
végzik el. Megallapitottak pl. hogy a Gd-komplex vegyiilet vords vértestek-
hez kétve jelentds relaxacids idét csdkkentd, vagyis kontrasztndveld hatast
eredményezett.

Az elvégzett munkardl eddig egy konferencidn (Seventh Annual Meeting
of the Society of Magnetic Resonance in Medicine, 1988. aug. 22-26.) ill. két
megjelenés alatt 4116 kozleményben szadmoltunk be.

Jol felszerelt, kiemelkedden miiszerezett laboratériumban dolgoztam, ahol
egyidében kiilénbdzé téméakon kb. 15-20 kutatd dolgozott. Az allandd eszme-
cserék, kotetlen tudomanyos megbeszélések sok segitséget, Gtletet nyujtottak
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munkamhoz. Keana professzorral, a Kémiai Intézet munkatarsaival és szii-
kebb csoportunk kollégaival kivalé kapcsolatot sikeriilt kialakitanom.
Tanulmanyutam hasznos volt, mert 1j szintetikus szerves kémiai teriilet-
tel ismerkedtem meg, valamint olyan kutatdst kezdhettem el, amely napjaink
egyik forradalmian 1j orvosi diagnosztikai mddszerének — az NMR-leképe-
zésnek — a tovabbfejlesztéséhez kapcsolddik. Folytatva az elkezdett munkat,
tapasztalataimat itthoni kutatdémunkamban is hasznositani szeretném.

LASKAY GABOR
(JATE Biofizikai Tanszék)

Manchester (Anglia), 1986. november—1987. november és
1988, aprilis, majus

A Paterson Institute és a Cancer Research Campaign &sztondijasaként
tanulmanyutat tettem a Paterson Institute for Cancer Research Biofizikai In-
tézetében. Munkam alapvetetd célkittizése allati sejtek plazmamembranja di-
namikai sajatsagainak vizsgalata volt.

A sejtmembran fizikai &llapotanak tanulmanyozésa napjainkban egyre
nagyobb szerepet jatszik a rakkutatasban. Az irdnta kibontakozé érdeklddés
elsésorban abbol a felismerésbd! taplalkozik, hogy a sejtosztddast szabalyozé
specifikus hatéanyagok (,,growth factor”-ok) a plazmamembranban elhelyez-
kedé receptorokkal kdlcsdnhatasba keriilve fejtik ki hatasukat. Kiilondsen
nagy hangstlyt kapnak ezek a vizsgalatok azon j és jelentds felfedezések
fényében, melyek szerint a rakos allapot kialakulasa soran megvaltozik a sejt-
osztodast szabalyozé hatdanyagok altal finoman hangolt regulacidés rendszer,
igy napjainkban e hatdéanyagok hatdsmechanizmusanak tisztazasat tekintik
a rakkutatas egyik legfontosabb teriiletének.

E hatdanyagok receptorhoz torténd kotddését kovetden jel-dtvezetés
(,,szignal transzdukcié”) torténik a plazmamembranon keresztill, amelynek
végeredményeként a sejtosztéodast indukals kiilsd jel leforditédik a sejt fizio-
légiai ,nyelvére”. A szignal transzdukcid soran jelentds valtozasok mennek
végbe a plazmamembranban, specifikus foszfolipdzok és protein kindzok ak-
tivaldédasa révén.

Munkdm elsédleges célja volt annak tanulmanyozasa, hogy a plazma-
membran fizikai allapota milyen mértékben befolyasolja ezt a folyamatot.
Megvizsgaltam néhany hemopoietikus hatdanyagnak a membranfluiditasra
gyakorolt hatasat. Vizsgalati médszerem a hidroféb difenil-hexatrién (DPH)
fluoreszcencia anizotrdpidja volt. Elvégeztik a fluoreszcencia intenzitdsanak
és anizotropidjanak nanoszekundumos iddfelbontdsat is. Eredményeim azt
mutatjdk, hogy az egyik hatdanyag, az Interleukin-3, specifikusan néveli a
DPH fluoreszcencia anizotrépiajat. Nem tapasztaltunk eltérést a fluoreszcen-
cia élettartamaban, igy arra kdvetkeztettiink, hogy a megfigyelt valtozas a
préoba membranon belilli mikrokdrnyezetének megvaltozasaval kapcsolatos.
A vizsgalatokat kiterjesztettilkk olyan sejtvonalakra is, melyekben rakos &lla-
pot alakul ki és ezzel dsszefiiggésben osztédasukhoz nem igényelnek mitogén
hatéanyagokat. Minden esetben szignifikans kiilénbséget tapasztaltunk a nor-
malis, Interleukin-3-t igénylé és a rakos sejtvonalakban a plazmamembran
fizikai sajatsagaiban, igy tgy véljik, hogy az alkalmazott mddszer diagnosz-
tikai célokra is felhasznalhaté. Kimutattuk tovabba, hogy a megfigyelt memb-
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ranfluiditas-valtozas igen gyorsan (2 perc alatt) kialakul, igy arra kdvetkez-
tettiink, hogy egy olyan, a plazmamembrannal kapcsolatos eseményt figyel-
tink meg, amely kézvetlen kapcsolatban lehet a membranon keresztiili szig-
nal-transzdukcidval.

EMBER ISTVAN
(DOTE Kozegészségtani Intézet, Debrecen)

Napoly (Olaszorszag), 1987—1989.

1987-89-ben masfél évet toltdttem Napolyban a II. sz. Orvosegyetem
Altalanos Patholdgiai Intézetének viroldgiai és molekularis biolégiai labora-
toriumaiban., Tekintettel arra, hogy elézéleg kémiai karcinogenezis in vivo
médszereivel dolgoztam, az elsé periddusban nem lehetett mas célom, mint
a moédszerek elsajatitdsa. Az elsé tiz hénapban igyekeztem elsajatitani alap-
vetd molekularis bioldgiai mddszereket, melyeket az ott folyd munkaban al-
kalmaztak s talan itthon is lehet alkalmazni. A munkacsoport (Prof. Fusco és
Prof. Vecchio munkacsoportja) pajzsmirigy daganatokban (virusindukalta il-
letve humén pappillaris cc) vizsgélta onkogének jelenlétét és azok aktivacid-
jat és/vagy expresszidjat. Sikertlt egy PCR nevii, kb. 40 kb. nagysagu uj on-
kogént izolalniuk, melynek a szekvendlasa most van folyamatban. E munka-
csoportban sajatitottam el olyan mddszereket, mint a transzfekcid, klénozas
bakteriofagokban, DNS/RNS hibridizéciés technikdk (Southern-Nothern blott-
ing/Western-blotting).

Az elsd kisérletsorozathoz csatlokozva a PCR onkogén egy kb. 4 kb. nagy-
sagi részének (Alu-free) vizsgaltuk az expresszidjat kilonféle epithelidlis
eredetli szévetekben és ilyen eredeti daganatokban. E génszakasz kldonozési
munkalataiban is részt vettem amikor EMBL 4, illetve lambda 10 és 11 bak-
teriofdgokban tdrtént vizsgalatok utdn sor kerillt az expresszids vizsgalatokra
is. A DNS-szakaszokat nick transzlaciéval, illetve random priminggel jeleztitk
a hibridizdcidhoz. Kiilonféle kdnyvtarakat teszteltiink (ezek konstrukcidjaban
is részt vettem a korabbiakban. E munkalatokrdl egy koézds kozleményben
szamoltunk be, mely megjelenés alatt van (PNAS).

Masik kisérletsorozatban TK-6, Ki—MuSv 4ltal in vivo indukalt F344
patkanypajzsmirigy tumorsejtekre vald hatdsat vizsgaltam a retinol szdrma-
zékoknak. A tavolabbi cél az, hogy megallapitsuk, hogy e sejtvonalra milyen
hatasa van a RA-nak (vizsgalhatd részben a differencialddas, részben a transz-
formacid), illetve milyen hatassal van onkogén expresszidra, illetve aktivacid-
ra. Kideriilt, hogy kis sejtszammal indulva, jelentds gatlas észlelhetd, azon-
ban lényeges differencidlédasi eltérés nélkiil. A kérdés masodik felének tanul-
manyozasa még hianyzik.

LAKATOS TIBOR
(POTE Biofizikai Intézet, Pécs)

Kijev (Szovjetunié) 1988. november

1988. novemberében csaknem harom hetet toltdttem Kijevben, az Ukran
Akadémia Fizioldgiai Kutatd Intézetében. A tapasztalatcsere-jellegli latogatas
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az egészséglgyl minisztériumok kozti csereegyezmény keretében johetett 1ét-
re. A Kostyuk akadémikus vezetése alatt 4llé intézet nagyon jél felszerelt,
széles nemzetkdzi kapcsolatokkal rendelkezé kutatdhely, munkatarsainak java
beszél angolul. Az intézet munkija a modern elektrofizioldgia témaihoz és
modszereihez kapcsolddik, a tehetséges fiatal kutatdgarda otthonosan mozog
nemcsak a fizioldgia, de az elektronika tertiletén, és az ,on line” hasznalt
szamitdégépek kezelésében is (nem értenek viszont egy xeroxgéphez, mert a
hatalmas intézmény egyetlen masoldégépét csak kivételezettek hasznalhatjak,
killén engedéllyel).

Kiilonboz8 ganglion- és simaizom-sejtek preparalédsdt ismertem meg és
érdekes moddszereket tanulmanyozhattam az in. ,,concentration clamp’ és a
pillanatszerd (t o 10 ms) koncentracid-valtoztatdsok megvaldsitasara; ezek
a mddszerek lehetdvé teszik egyes dgensekkel szemben membréanreakcidk ki-
netikdjanak vizsgalatat is.

A tanulméanyut koltségeit az Ukran Eil. Minisztérium téritette, a szallast
is 6k biztositottak a minisztérium vendéghazaban, amely kényelmes, szalloda-
szeri elhelyezést és étkezési lehetdséget is nyujtott.
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