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BEVEZETES

Az Alzheimer-kor (AK) napjaink egyik leggyakoribb neurodegenerativ betegsége, amely
legfoképp az iddsebb generaciot érinti. A legfontosabb patoldgiai elvaltozasok kozott tartjuk
szamon az extracellularis térben kialakulo amiloid plakkokat és az intracellularisan megjelend
neurofibrillaris kotegeket, amelyeket hiperfoszforilalt tau fehérje hoz létre.

A plakkok f6 alkot6 eleme az AP peptid, amely egy, a 21-es kromoszéman kodolt
transzmembran proteinbdl, nevezetesen az APP-bol (amiloid prekurzor protein) képzdodik
enzimatikus hasitas (B- és y-szekretaz) révén. Az amiloid kaszkad hipotézis az AP peptidnek
(kiilonosen az AP 1-42-nek) kdzponti szerepet tulajdonit az AK patogenezisében.

A neurofibrillaris kotegeket alkotd tau fehérjék nem patoldgias koriilmények kozott a

mikrotubularis halozat kialakitdsaban jatszanak fontos szerepet.

1) Az AP 1-42 aggregdcidja

Az enzimatikus hasitassal keletkez6 39-42 aminosav hosszsagu peptid feloldaskor kezdetben
a-hélix/ rendezetlen, majd P-red6 szerkezetet vesz fel. Ez az atalakulds aggregacios
folyamatokat indukal, amely soran oligomerek, protofibrllumok, fibrillumok keletkeznek.
Korabban a kutatok a fibrillumokat tekintették az elsddleges célpontnak. Ma mar
bebizonyosodott, hogy a plakkok és fibrillumok képzddése a betegség késéi szakaszara
jellemzo, ezaltal a figyelem kozpontjaba az AP oligomerek keriiltek. Ezen oligomerek
megértése szempontjabol. Ezen folyamatok tanulmdnyozasa szamos akadalyba {itkdzik,
hiszen a szekvencidban taldlhaté nagyszamu hidrofob aminosav miatt az aggregéacid igen
nagymértékii és gyors. A biologiai kisérletekhez jol jellemzett, jol oldod6 anyagra van
sziikség. A probléma kikiiszobolésére a laboratoriumunkban elkésziilt az AP 1-42 prekurzora
az ,,izo AP”, amely egy észterkotést tartalmaz. Ez a kotés savas pH tartomanyban stabil,
fiziologias pH-n pedig megtorténik az O—N acil-vandorlas, amellyel 1étrejon a nativ Ap 1-42
peptid. Ez az atalakulas igen rovid id6 alatt megy végbe. Vizsgélataink azt mutatjak, hogy a
prekurzor peptid jobban oldddik, és az aggreacidja kontrollalhatobb az eredeti szekvencidhoz
képest.

alkalmaztunk: gyors protein folyadékkromatografia (Fast Protein Liquid Chromatography-
Size Exclusion Chromatography, FPLC-SEC); Western blot (WB); fényszoras mérés
(Dinamic Light Scattering, DLS); Transzmisszios Elektron Mikroszkopia (TEM).
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hozzajarul in vivo, mint pl. a fémionok (Cu?*, Zn**). Ezek az ionok fehérjékhez kapcsolodva
fontos szerepet jatszanak a neurodegenerativ betegségeket érint6 aggregacios folyamatokban.
A dolgozatban a Zn** hatisaval foglalkozunk részletesebben. Az AK-ban a nagy
mennyiségben expresszalodott Zn®*-transzporter fehérjék (ZnT) magas Zn”" koncentraciot
alakitanak ki, ezzel megteremtvén a lehetdségét a nem fiziologias Zn**-protein/peptid
kolcsonhatasok, aggregatumok kialakuldsasnak. Szamos tanulmany leirta, hogy a Zn* az AB-
hoz kotddve felgyorsitja az aggregaciot, toxikus komplexek jonnek létre, amelyek kialakulasa
fém kelatorokkal megakadalyozhato. Ezaltal ezek a kelator molekuldk potencialis
gyogyszerjelolt vegyiiletek lehetnek.

Egyik ilyen altalunk tesztelt molekula az ENDIP (N1, N2-bis (pyridine-2-yl-methyl)
ethane-1,2-diamine).

3) Ap 1-42 oligomerek interakcioi

A fehérje-fehérje interakciok fontos szerepet jatszanak a sejtek miikodésében.
Valoszintsithetd, hogy az AP oligomerek is hasonlé interakciok utjan fejtik ki toxikus
hatasukat. Az AP oligomerek képzddhetnek extra- és intracellularisan is, potencialisan barhol,
ahol az APP, a B- és y-szekretaz egyiittesen jelen van. Ez idaig nem tisztazott, hogyan fejti ki
az AP a toxikus hatdsit a sejtekre. Szdmos szignalizcios utvonalat feltérképeztek mar,
amelyben szerepe van az AB-nak. Ezen eredményekbdl adodik, hogy nem egyetlen molekulan
keresztiil érvényesiil a toxikus hatas.

E kérdés tanulmanyozasdhoz interakcios kisérletet végeztiink human protein chip
alkalmazasaval. Ez egy gyors és gazdasagos mddja a kotddd fehérjék feltérképezésének. A
chipek tisztitott rekombinans fehérjéket tartalmaznak a felszinre immobilizalva. Ezen chipek
az adott fehérjékkel, molekuldkkal inkubdlva szamos kisérletben alkalmazhatok interakcios

partnerek keresése céljabol.



CELKITUZESEK

Szamos megvalaszolatlan kérdés van az AP oligomerek kdzponti idegrendszerben betoltott
szerepét illetéen, hiszen az AK egy komplex betegség: mely aggregaciés formak,
konformaciok toxikusak, melyek azok a faktorok, amelyek befolyasoljak az aggregaciot, mely
receptorok, fehérjék vesznek részt ezekben a folyamatokban.

A dolgozatom {6 célja ezen felvetések tanulmanyozasa.

1, AP 1-42 oligomerek fiziko-kémiai jellemzése.

A kisérletek reprodukalhatosdga szempontjabol nagyon fontos, hogy a biologidban jol
karakterizalt anyaggal, aggregatummal dolgozzunk. Emiatt feltétlentil sziikséges az
alkalmazott AP sokoldalu jellemzése. Ennek érdekében a laborunkban elkésziilt az AP 1-42
prekurzora az ,,izo AB”, amely lehet6vé teszi, hogy a kisérleteink kontrollalhatoak legyenek.
Az AP karakterizalasara olyan modszereket alkalmaztunk, amelyek alkalmasak az AP
aggregatumok mindségi jellemzésére: FPLC-SEC, WB, DLS és TEM.

2, Egy kelator molekula, az ENDIP hatdsanak vizsgalata a Zn?" altal indukalt Ap 1-42
aggregaciora.

3, Sziikség van az AP oligomerek kolcsonhato partnereinek feltérképezésére azért, hogy az
AK patomechanizmusat molekularis szinten megértsiikk. Ehhez in vitro protein chip kisérletet

végeztiink.

ANYAGOK ES MODSZEREK

1) Ap 1-42 peptidek szintézise:
A peptidek az Alzheimer-csoport laboratériumaban késziiltek.

2) Az Ap 1-42 oligomerek eldallitasa izo AS 1-42-b4l kiindulva

Az izo A 1-42-t feloldottuk HFIP-ben, majd 24 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten, majd
a HFIP-t vakumcentrifugaban elparologtattuk. A peptidet MilliQ vizben (pH 5.0) 500 uM
koncentracioban beoldottuk és ultrahangoztuk 5 percig. A kisérleteinkhez ezt a tdrzsoldatot az
adott pufferben a sziikséges végkoncentracidra higitottuk, az oldas utan igen révid id6 alatt

kialakult a nativ AP 1-42 szerkezet.

3) Transzmisszios elektronmikroszkopia
10 pul AP 1-42 oligomert vagy tisztitott riboszoma oldatot cseppentettiink TEM gridre, a
mintdkat Philips CM 10 transzmisszios elektron mikroszkoppal vizsgéltuk (FEI Company,
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Hillsboro, OR). A képek analizalasat a Megaview II Soft Imaging System és AnalySis 3.2

szoftver (Soft Imaging System, Munster, Germany) tette lehetové.

4) Fényszords mérés

A fényszoras vizsgalatok soran az oldatban 1év0 megvilagitott részecskék altal szort fény
analizise torténik, amelybdl a részecskék tulajdonsagaira kovetkeztetiink. A dinamikus
fényszoras mérés alapja a szort fény idébeli valtozasanak vizsgalata. A részecskék
méreteloszlasanak meghatarozéasa soran elsoként egy intenzitas szerinti méreteloszlas adodik,
de rendelkezésre allnak tomeg és darabszam szerinti méreteloszlasok is. A modszerrel szamos
fontos paramétert vizsgalhatunk, tgymint hidrodinamikai atmer6t, amelyet a diffuzios

paraméterekbdl szamolhatunk ki a Stokes-Einstein egyenlet segitségével.

5) FPLC-SEC meérések

Az izo AP peptidbdl a 2. pont szerint eldallitottuk a nativ AP 1-42-t és kiilonb6z6 hosszusagh
ideig aggregaltattuk (0 min, 3h, egy ¢éjszakan at, 3 nap). Ezeket a mintdkat injektaltuk fel
Superose 6 10 300-as FPLC oszlopra, majd 0.5 ml/min aramlasi sebességgel, HCBS
pufferben 25°C elvalasztottuk az aggregatumokat. Ezen elvalasztott aggregatumok méretét a

kalibracids standardok retencids ideje alapjan szamoltuk Ki.

6) SDS-PAGE, Western Blot

A WB kisérlethez 50 uM mintakat 15%-0S SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk, majd a
g¢élbdl a mintakat nitrocelluloz membranra transzfereltiik.

A tisztitott riboszomak Western blot analiziséhez meghataroztuk BCA teszttel a pontos
oldatkoncentraciot, majd ezt kdvetden egyenld mennyiségii riboszémat vittiink fel a gélre. A

riboszoéma kimutatdsahoz monoklonalis RPL36A antitestet hasznaltunk.

7) Monoklondlis antitest jelolése Alexa fluor-647 szukcinimidil észterrel

Monoklonalis Bam-10 AP 1-42 antitest jeloléséhez a fluoreszcens festéket Otszoros
feleslegben alkalmaztuk. A feleslegben 1évé festéket hidroxilamin oldattal semlegesitettiik.
Az igy megjeldlt antitestet Microcon csé alkalmazasaval valasztottuk el a nem kotédott
festékmolekulaktol és ugyan olyan koriilmények kozott taroltuk, mint az eredeti, nem jelolt

antitestet.



8) Humadan protein chip kisérlet
A csip blokkolasat kovetéen, az AP 1-42 oligomereket 10 uM koncentracioban alkalmaztuk,
majd Alexa-647-tel jelolt antitesttel inkubaltuk a felszint. A szkennelést GenePix Personal

4100A szkennerrel végeztiik.

9) A protein chip kiértékelése
A hattér intenzitas kozépértékét levontuk a jelintenzitasok kozépértékébdl, igy kaptuk meg az
egyes pontok jelintenzitasat. Ezeket az intenzitasokat koncentraciora normalizaltuk, ezaltal

valnak 0sszehasonlithatova az értékek.

10) Aurora A kindz aktivitasanak mérése

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, hogy az altalunk alkalmazott AP oligomerek befolyasoljak e az
Aurora A enzim aktivitasat, Aurora A kinaz aktivitasat méro tesztet alkalmaztunk. Friss és 24
ords aggregatumokat, vagy staurosporint inkubaltunk az enzimmel 5 percig és a biotinilalt
szubsztrattal 30 percig. Az els6dleges anti-foszfo-PLK antitest hozzaadasa utan HRP-jelolt
masodlagos antitestet adtunk a rendszerhez. Tetra-metilbenzidin (TMB) oldat és stop oldat
hozzaadasat kovetéen az abszorbanciat 450 nm-en olvastuk le FLUOstar OPTIMA

Multidetection Microplate Reader segitségével.

11) Riboszoma tisztitisa

A korabban izolalt, majd lefagyasztott patkany hippokampuszt homogenizaltuk és 8000 g-n
centrifugaltuk 10 percig. A feliiliszot szukroz gradiens (1M, 2M) tetejére rétegeztiik,
centrifugaltuk, és a csapadékot felszuszpendaltuk abban az oldatban, amelyben a

késébbiekben taroltuk a riboszoémat -80°C-on.

12) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA): oligomer Af 1-42 riboszomdhoz valo
kotodésének tesztelésére

0.1 pg tisztitott riboszomaval boritott 96 lyukd plate-et kiilonb6z6é mennyiségli AP
oligomerrel, majd els6dleges és HRP-vel konjugéalt masodlagos antitesttel inkubaltuk 1-1 6ran
at. Az abszorbanciat 370 nm-en kovettiik a jelintenzitasok telitddéséig FLUOstar OPTIMA

Multidetection Microplate Reader segitségével.



13) Invitro transzlacio tesztelése

Az AP 1-42-t kiilonboz6 koncentraciokban adtunk retikulocita lizatumhoz. Az inkubéciot
kovetden luciferaz enzim RNS templatjat adtuk a rendszerhez. Az igy keletkezo
lumineszcenciat LumiStar Optima luminométerrel detektaltuk. Az expresszalodott luciferaz

fehérje mennyiségét Western Blottal kdvettiikk nyomon.

EREDMENYEK

1) Az Ap oligomerek fiziko-kémiai jellemzése:

A Kkiilonboz6 ideig inkubalt AP aggregatumokat Superose 6 10300 FPLC oszlopon
valasztottuk el. A frissen feloldott minta egy intenziv csucsot képez ~2300 és ~12000 Da
kozott. Ez azt jelenti, hogy a frissen feloldott peptid monomereket, dimereket és trimereket
képez. A 3 6rén at inkubalt mintdban mar a nagyobb aggregatumok is megjelennek a ~83000
¢s ~480000 Da kozotti tartomanyban. Az egy €jszakan at inkubalt mintaban a kisebb méretii
aggregatumok mennyisége lecsokkent a nagyobb méretiick javara. Ugyan ez a tendencia
figyelhetd meg a 3 napig aggregaltatott minta esetében is, azzal a kiilonbséggel, hogy fele
annyi mennyiségli anyagot vittiink fel az oszlopra.

Ugyan azokat az AP mintékat, amelyeket az FPLC-SEC oszlopon elvalasztottunk, analizaltuk
Western Blot technikéval is. Két féle antitestet hasznaltunk: egy szekvencia specifikus (Bam-
10) és egy konformacid specifikus (OC) antitestet. Azon a membranon, amelyet Bam-10
antitesttel inkubaltunk, jol lathato, hogy a frissen feloldott mintdban tobbnyire kisebb, az 1d6
mulasaval pedig egyre tobb nagyméretii aggregatum jelenik meg. Az OC antitesttel inkubalt
membranon az aggregatumok igen széles spektruma lathato, a sdvok nem kiiloniilnek el olyan

¢lesen, mint a Bam-10-zel inkubalt membranon.

crer

hozzaadasat kovetéen

Az AP 1-42 oligomerek hidrodinamikus atmérdjét vizsgaltuk 50 uM koncentracidban
fényszords méréssel magiban, Zn®* hozzdadasat, illetve kelator molekula, ENDIP
alkalmazasat kovetden. Alap esetben az AP oligomerek a vizsgalt iddintervallumban
meglehetdsen stabilak. Zn** hozzdadésa utan a hidrodinamikus atmérében jelentés ndvekedést
észleltink. Az ENDIP-et oOtszoros feleslegben alkalmazva azt tapasztaltuk, hogy az

oligomerek mérete lecsdkkent a kiindulasi mérettartomanyba.



3) Ap oligomerek kitdfehérjéinek feltérképezése human protein chip alkalmazdsdval

- AP 1-42 oligomerizacioja

Ahhoz, hogy tudjuk, hogy a protein chip kisérletekhez hasznalt Ap 1-42 oligomerek mennyire
stabilak az inkubacios id6 alatt (1.5 h), és milyen szerkezetet vesznek fel, fényszoras és TEM
méréseket végeztiink. A DLS mérések koriilményeit a chip kisérlethez igazitottuk. Azt
tapasztaltuk, hogy ez id6 alatt az oligomerek stabilak. A TEM vizsgalat gombolyded formaja
oligomereket mutatott.

- AP 1-42 oligomerek interakcios partnereinek keresése

Péarhuzamosan két chipet hasznaltunk, amelyek 8163 human fehérjét tartalmaztak. A kisérlet
soran keletkez0 szignalintenzitasok elemzésébdl kideriilt, hogy az oligomerek szdmos
fehérjéhez kapcsolodtak, ugymint a transzkripcidban, transzlacioban, génexpresszios
folyamatokban szerepet jatsz6 fehérjékhez. Az analizist kovetden kivalasztottunk egy
potencialis partner fehérjét, nevezetesen az Aurora A kinazt (AURKA). Annak kideritésére,
hogy a chip kisérletben észlelt kotédés hatassal van e az enzim mikodésére, HTScan Aurora
A kindz enzimaktivitasi tesztet végeztiink. Kiilonb6z6 ideig inkubdlt (0 min, 24h) és
kiilonb6z6 koncentracioja AB-t (0 min: 1InM-1mM; 24h: 1-10-100 pM)hasznaltunk. A teszt
eredménye azt mutatta, hogy ezek az aggregatumok nem voltak képesek gatolni az enzim
szubsztratjanak foszforilalasat.

Alkalmaztunk mas kiértékelési modszert is, amely szerint a kotédo fehérjéket funkcionalis
csoportokba rendeztiik bioinformatikai adatbazisok segitségével. Ez a modszer felfedte, hogy
a leginkabb érintett csoport a protein transzlacioban részt vevd fehérjék csoportja, amely 24
proteint tartalmaz, koztiik néhany mitokondridlis és nem mitochondridlis riboszéma
komponenst, illetve transzlacio inicidlo faktort.

Ahhoz, hogy validaljuk a chip kisérlet eredményét, bizonyitanunk kellett mas modszerekkel
is, hogy az AP oligomerek kotddnek a riboszomakhoz és funkciondlisan gatoljdk annak
mikodését in vitro. Erre két modszert alkalmaztunk: ELISA-t és egy in vitro transzlacios
tesztet.

Az ELISA mérés soran azt tapasztaltuk, hogy az AP 1-42 oligomerek Koncentracio-fiiggd
modon kotddtek az immobilizalt riboszomakhoz. Ezt a kisérletet teljes hippokampusz
homogenizatummal is elvégeztiik, ami azt mutatta, hogy az oligomerek a riboszomalis
fehérjéken kiviil szamos mas fehérjéhez is képesek kotddni, de a tisztitott riboszéma

preparatumokoz valo kotddés erdsebb volt.



Az in vitro fehérje transzlacios teszt alapjan azt lattuk, hogy az AP szintén koncentraciofiiggd
modon gatolta a luciferdz enzim lumineszcencia aktivitdsat. Ahhoz, hogy kizarjuk annak
lehetdségét, hogy az oligomerek csupan a lumineszcens szigndl intenzitdsat csokkentették, a
gatlast WB kisérlettel is bizonyitottuk, ami megmutatta, hogy AP hatasara a luciferaz fehérje

expresszioja lecsokkent szintén koncentraciofiiggé modon.

DISZKUSSZIO

1) Ap 1-42 oligomerek fiziko-kémiai jellemzése, és az aggregacio tanulmadnyozdsa

A TEM 5-10 nm atmér6ji gdbmbolyded formaja oligomereket mutat. A kisebb aggregatumok
mennyisége az id0 eldrehaladtaval lecsokken és egyre tobb, nagyobb méretl jelenik meg,
ahogyan azt a WB ¢és FPLC-SEC kisérletek is mutatjak. Ezen kisérleteinkhez a
laboratériumunkban szintetizalt peptidet, az AP 1-42 prekurzor peptidjét hasznaltuk, amely
egy ¢észter kotést tartalmaz. Ez a kotés savas pH tartomdnyban stabil, fizioldégias pH-n
atalakul, létrchozva a nativ AP 1-42-t. A kiindulasi anyag ezen tulajdonsaga jobb
oldékonysagot eredményez, és lehetové teszi szamunkra, hogy kontrollalt moddon
létrehozhassuk az oligomer oldatot. Az aggregacid kovetésére a kisérleteinket standardizaltuk:
FPLC-SEC mérések soran is. Azt kaptuk, hogy az oldatainkban 1év6é oligomerek széles
mérettartomanyuak. Az id6 elérehaladtaval (0 min, 3h, egy éjszakan at inkubalva, 3 nap)
egyre tobb nagyméretii aggregatum jelenik meg, mig a kisebbek mennyisége csokken. A WB
analizise soran OC antitest segitségével sikertiilt kimutatnunk, hogy az oldataink oligomereket
tartalmaznak a kisebbektdl egészen a nagyobb méretiiekig, amelyek mar roviddel a beoldast
kovetden jelen vannak és harom nap elteltével is detektalhatok. Ezeknek az eredményeknek
nagy jelentésége van, hiszen az amiloidogén fehérjék/ peptidek kiilonféle aggregacios
formakban lehetnek jelen, ebbdl adodoan igazan fontos kérdés az, hogy ezek koziil melyik

hozhat6 6sszefliggésbe az adott betegség kialakulasaval.

crer

Napjainkban szdmos tanulmany foglalkozik a fémionok neurodegenerativ betegségekben

betoltott szerepével. Ezek az ionok fehérjékhez (a-szinuklein, prion protein, AP) kotddve

crer

crer

tervezése terdpids szempontbol nagy jelentéséggel bir, hiszen az AP 1-42-Zn**-komplex
toxikus. Kisérleteink soran egy TPEN (N,N,N’,N’-tetrakis (2-pyridylmethyl)ethylenediamine)
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fényszoras méréssel. Azt talaltuk, hogy a Zn** hozzdadasa utan az AP 1-42 aggregécidja
felgyorsult, az aggregatumok mérete jelentdsen megnovekedett. Az ENDIP hozzaadasa utan a
hidrodinamikus 4atméré visszacsokkent a kiinduldsi mérettartomanyba. Ezekbdl az
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az ENDIP molekula hatékonyan vonta el a Zn-
ionokat az AP 1-42-t6l, ezaltal képes volt a fém ion-indukalta aggregaciot visszaforditani és

ujra oldatba vinni a peptidet.

3) Ap 1-42 oligomerek interaktomjanak feltérképezése

Az Alzheimer-kor egy igen komplex patomechanizmust betegség. Ahhoz, hogy megértsiik az
AP oligomerek szerepét a korfolyamat kialakulasdban, sziikség van arra, hogy kideritsik,
hogy a peptid milyen fehérjéken, fehérjehalozatokon keresztiil fejti ki toxikus hatasat. Az
interakcids partnerek keresésére protein chip technologiat alkalmaztunk. Az eredmények azt
mutattak, hogy az oligomerek nagyszamu fehérjéhez kotddtek nagy intenzitassal, tehat ezek
az interakciok nem specifikusak.

A kiértékelés soran kétféle modszert alkalmaztunk:

Az elsé analizis esetében a kotddo fehérjéket csupan a jelintenzitasok alapjan allitottuk sorba.
Ezek koziil a valasztasunk az AURKA fehérjére esett, amely egy Szerin/treonin protein kindz,
a betegséggel dsszefliggésbe hozhatd. Annak tesztelésére, hogy az AP 1-42 kotdédése az enzim
miikodését befolyasolja e, egy, az enzim aktivitdsat mérd tesztet végeztiink. Eredményiil azt
kaptuk, hogy az AP prepardtumaink nem gatoltdk az AURKA miikodését a kontrolként
alkalmazott protein kindz inhibitor (staurosporin) aktivitasahoz képest. Ezt azzal
magyarazhatjuk, hogy bar az Ap kotédik az AURKA enzimhez in vitro, a kotédés helye nem
az aktiv centrumban talalhato, ezaltal nem befolyéasolja annak miikodését.

Az analizis masik modszere alapjan az AB-hoz kotddott fehérjéket funkciondlis csoportokba
rendeztiik. E szerint a legérintettebb csoport a transzlacids folyamatokban részt vevd fehérjék
csoportja volt. Ezek az in vitro 1étrejové kotddések természetesen nem jelentik feltétleniil azt,
hogy ezek a kapcsolatok in vivo is Iéteznek, illetve funkcionalisan valamilyen valtozast
okoznak. Ennek szdmos oka lehet, pl. az AP és az adott fehérje nem egy idében €s nem egy
helyen talalhatd, vagy esetleg a kotohely nem hozzaférhetd az adott pillanatban az A
oligomerek szamara. Mindezen okokbdl kifolydlag a chip kisérletbdl szarmazd eredményeket
mas modszerrel és funkciondlisan is bizonyitani akartuk:

Riboszomat izolaltunk patkany agybol, majd ELISA teszttel bizonyitottuk, hogy a tisztitott

riboszémakhoz vald kotddés erdsebb a teljes homogenizatumhoz valo kotédéshez képest. Az
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eredménybdl nem kovetkezik az, hogy a transzlaciot is befolyasolja az interakcid, ezért a
transzlacié gatlast in vitro transzlacids teszttel igazoltuk, ahol azt kaptuk, hogy a gatlas
koncentraciofiiggé moddon tortént. Természetesen ezek a tesztek nem szolgalnak
bizonyitékként arra, hogy ez a folyamat in vivo is megtorténik. Ennek bizonyitasa
akadalyokba Titkozik, hiszen a fehérje mennyiség csokkenése szamos mas okbol, mas

folyamatok eredményeképp is bekovetkezhet az AK-ban.
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