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QUADRUPLEX SZERKEZET KIALAKULASA ES STABILITASA A TROMBIN-KOTO
APTAMERBEN

Adanyi Moénika, Végh Andras, Somkuti Judit, Smeller Laszlo

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

A nukleinsavak szerkezetében a hagyomanyos dupla szalu elrendezddés mellett szamos
egzotikus struktira is fellelhetd. Ezek koziil a négyszalu tetraplex (masnéven quadruplex)
szerkezetek kiilonleges figyelmet kaptak, amikor kideriilt, hogy jelen vannak a DNS telomer
régidiban, ill. egyes onkogének promoter régidiban. Ezeket a négyszali strukturakat
guaninban gazdag szekvencidk hozzak Iétre, Uigy, hogy egy sikban négy guanin bazis
kapcsolodik 6ssze, tin. Hoogsten féle kolcsonhatasokkal. Egy G-quadruplexet tipikusan kettd
vagy harom ilyen sik alkothat.

Egyes guaninban gazdag rovid egyszala DNS (aptamer) is felvehet G-quadruplex format.
Ezek nagy affinitassal és specificitassal kotddhetnek bizonyos fehérjékhez. Ilyen a TBA
(thrombin binding aptamer), amely a trombin detektalasara is hasznalhato.

Méréseinkben a TBA (GGTTGGTGTGGTTGG)-t mint a G-quadruplex szerkezetek
modelljét hasznéaltuk. Méréseinkkel detektaltuk a TBA quadruplex strukturdba valo
feltekeredését és vizsgaltuk a térszerkezet stabilitdsat a kornyezeti paraméterek széles skalajat
valtoztatva (kiilonb6z6 ionok koncentracidja, pH és homérséklet).

A quadruplex kialakuldsdt monomolekuldris FRET-tel (Forster Rezonancia Energia
Transzfer) detektaltuk.

Eredményeink szerint a TBA feltekeredett quadruplex szerkezetét a K' ion stabilizalja.
Meghataroztuk a kotddési allandot és annak pH fliggését. Megallapitottuk, hogy az alacsony
pH stabilizaloan hat a szerkezetre.

A quadruplex szerkezet hdstabilitasat nagymértékben meghatarozza a kozponti ion. A K™ iont
tartalmaz6 TBA quadruplexek fiziologias hémérsékleten stabilak, de a kétszalt DNS-hez
képes jelentdsen alacsonyabb homérsékleten vesztik el térszerkezetiiket. A stabilitast a
trombin kotddése csak kismértékben noveli.

Méréseink alapjan a TBA egy jol karakterizalt rendszerré valt, amelyet a késdbbiekben
kifejlesztendé G-quadruplex vizsgalati modszerek tesztelésére fogunk hasznalni.
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PACAP KO EGEREK [ZULETI PORCANAK ELTERESEI

Bauer Balazs®, Jiingling Adél?, Balog Déra’, Kovécs Péter’, Tamés Andrea?, Reglddi Déra?,
Zakany R(’)zal, Juhész Tamas®

! Debreceni Egyetem AOK, Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet

2 Pécsi Tudomanyegyetem AOK, Anatomiai Intézet, PTE-MTA,
,Lendiilet PACAP kutatocsoport”

A PACAP (hypophysis adenilat-ciklaz aktivaldé polipeptid) a hypothalamusban termelt 38
aminosavbol all6 neuropeptid, mely kimutathatdé az agyban és periférids szovetekben is.
Korabbi kisérleteink soran kimutattuk, hogy pozitiv hatassal van az in vitro porcképzddésre,
¢s hianya megvaltoztatja az iziiletporc egyes alkotoelemeinek expressziodjat fiatal egerekben.

Jelen Kkutatasaink soran 6reg PACAP génhianyos egerek térdiziileteit vizsgaltuk. Kivancsiak
voltunk, hogy az iziileti porc jelatviteli alkotdelemei hogyan véltoznak a kor elérehaladtaval.
Vad tipust és PACAP KO 1 éves 1dds egerek térdiziiletét hasonlitottuk 6ssze morfologiailag
¢s RT-PCR valamint Western blot segitségével.

Az egerek iziileteit HE festéssel megvizsgdlva a génhidnyos 4allatok iziileti porca
vastagabbnak bizonyult. PACAP receptorai koziil a PACI expresszalodik fehérje szinten
dominédnsan az iziileti porcban fiatal egerekben, azonban idds egerekben alig detektalhato a
jelenléte, illetve a KO allatokban ezzel a modszerrel a receptor nem mutathaté ki. A PACAP
indukalta jelatviteli Gitvonal egyik kdzponti célmolekuldja a PKA lehet, melynek expresszidja
jelentésen csokken az oreg PACAP KO allatokban. A PKA altal aktivalt transzkripcios
faktorok koziil a CREB foszforilalt forméjanak jelenléte nem kimutathaté és a P-Sox9
expresszidja jelentdsen csokken a génkiiitott idos egyedekben. A Sox5 és Sox6 transzkripcios
faktor fehérjeexpresszioja sem detektalhatd az Oreg allatok iziileti porcaban. A Chstll
expresszidja viszont csokkenést mutat a génhianyos allatokban. A hyalinporc extracellularis
matrixat alkoto II. tipust kollagén expresszidja csokken az idés KO éllatokban a vad tipust
alomtarsakhoz képest. Ugyanakkor hipertrofidas porcra jellemzd X. tipusu kollagén
expresszidja fokozodik az 6reg KO allatokban. Ehhez hasonlé modon jelentds I-es tipust
kollagén fokozodast is detektaltunk.

Az eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a PACAP hidnya eldsegiti a porc
oregedését és a normal extracelluldris matrix szerkezetét megvaltoztathatja.

PACAP: Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide, CREB:CAMP response
element-binding protein, Sox: Sry-related HMG box

Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-2 kédszami Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tdmogatasaval késziilt
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FEM NANOPARTIKULUMOK SEJTKAROSITO HATASA EISENIA ANDREI ES
EISENIA FETIDA IMMUNSEJTEKEN

Bodo Kornélia®, Gerencsér Gellért?, Telek Elek®, Mészaros Maria®, Németh Péter?,
Engelmann Péter!

'PTE KK Immunoloégiai és Biotechnoldgiai Intézet, ’PTE AOK Orvosi Népegészségtani
Intézet, *PTE AOK Biofizikai Intézet, *“MTA SzBK, Biofizikai Intézet

A nanotechnologia fejlédése ellenére a nanorészecskék biztonsdgos haszndlataval
kapcsolatban kevés informacio all rendelkezésre. Hianyosak az ismereteink arrdl, hogy a
kornyezetbe kikeriilt részecskék milyen hatdssal lehetnek az ¢él6 szervezetek
immunrendszerére.

Feltételeztiik, hogy a giliszta primér, makrofag-szeri immunsejtjei (in. coelomasejtek)
a velesziiletett immunrendszer részeként gyorsan reagalnak a nanopartikulumok (NP-0k)
toxikus hatasaira. In vitro kezelést végeztiink 10 nm-es eziist (AgNP) illetve arany (AuNP)
nanopartikulumokkal kiilonb6z6 koncentracioban (1,25ug-40ug/ml) 24 o6ras id6tartamban E.
andrei és E. fetida coelomasejteken. Célunk a toxicitasi arany meghatarozasa, az apoptotikus
valaszreakcié ¢és a fellép6 DNS-karosodas kimutatdsa, illetve a két faj érzékenységbeli
kiilonbségének meghatarozasa volt.

A bioldgiai alkalmazds elétt a NP-ok fizikai karakterizalasat (spektrofotometria és
dinamikus fényszoras) végeztik el. Az ¢él6 sejtek aranyat aramlasi citometria alapa
mérésekkel (7-aminoactinomycin D festés és a mitokondrialis membranpotencial) hataroztuk
meg. A sejtpusztulas mechanizmusat fluoreszcens kaszpaz 3 szubsztrat ¢s TUNEL-assay
alkalmazasaval vizsgaltuk. A genotoxikologiai hatdsokat Comet-assay-vel mértiik.

Az AgNP a coelomasejtekben dozis-fiiggd sejtpusztulast okozott (E. andrei LC10:
1,64 pg, LC50: 16,7 pg és LC90: 27,53 ng; E. fetida LC10: 1,18 pg, LC50: 5,24 pg és LCI0:
23,25 pg), emellett mitokondrialis karosodas és apoptozist indukald, illetve DNS karosito
hatassal is rendelkezik. Ezzel szemben az AuNP esetében egyik fajnal sem figyeltiink meg
lényeges toxikus hatést.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az AgNP a coelomasejtekre Osszetett
citotoxikus hatast fejt ki, melyet az AuNP esetében nem sikeriilt igazolni. Eredményeink
alapjan E. fetida-bol szarmazé coelomasejtek érzékenyebben reagalnak az AgNP hatasaira,
mint az E. andrei-bol izolalt coelomasejtek.

Kutatdsunkat a PTE-AOK Kutatési alap (2017/04) és az MTA Bolyai Janos Kutatasi

Osztondij tAmogatta.
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A TKS4 PROTEIN JELENLETE ELOSEGITI A TUMOR PROGRESSZIOT

Boldizsar Eszter', Damya Laoui?, Gyongydsi Adrienn', Jo A. Van Ginderachter?,
Lanyi Arpad®

1 Debreceni Egyetem, Immunolégiai Intézet, Debrecen, Magyarorszag; 2 Vrije Universiteit
Brussel, Laboratory of Cellular and Molecular Immunology, Briisszel, Belgium

Irodalmi héattér és hipotézis:

A Tks4 fehérje szerepe a sejt-migracidé szabalyozasaban, részvétele a funkcionalis
podoszémak és lamellipodiumok kialakuldsaban azt sugallja, hogy a protein szerepet jatszhat
a tumor-progresszioban. A Tks4 nélkiilozhetetlen az emlds egyedfejlodés szabalyozasaban,
ennél fogva valoszintileg részt vesz a funkciondlis TAS szervezddésében.

Korabbi kisérleteink soran Tks4-hianyos €s vad-tipusu egerekbe szubkutdn B16-F10
egér melanoma sejteket oltottunk és azt tapasztaltuk, hogy a Tks4-deficiens egerekben
szignifikansan kisebb tumorok fejlédtek. Annak eldontésére, hogy a TAS immunsejtjei
felelosek-e a megfigyelt valtozasokért csontveld transzfer kisérleteket végeztiink. A Tks4-KO
egerekbol szarmazd csontvelOvel transzplantalt egerekben szignifikansan kisebb B16-F10
tumorok alakultak ki, ami a Tks4 fehérje tumor-asszocidlt immunsejt funkcidok
szabalyozasaban jatszott szerepét igazolja.

Eredmények:

Ahhoz hogy meghatdrozzuk, mely immunsejt populaciok funkcidit befolyasolja a
Tks4 hidnya, LLC tumor sejteket oltottunk Tks4™" egerekbe vagy olyan transzgenikus
egerekbe ahol specifikusan a lizozimM-et kifejez6 sejttipusokbol hianyzik a Tks4 protein,
amely foleg a makrofagokat, dendritikus sejteket és neutrofil granulocitdkat érinti. Tks4
hianyaban mindkét tumor modell esetén csdkkent tumor novekedést tapasztaltunk. Tovabba a
Tks4-deficiens egerekbe oltott tumorokban megvaltozott a TAS Osszetétele és az egyes
immunsejt populaciok fenotipusa.

Kovetkeztetés:

Eddigi adataink alapjan a mieloid sejtekben kifejez6dd Tks4 fehérje szerepet jatszik a
funkciondlisan aktiv TAS kialakuldsaban, valészinlileg a TAS immunszuppressziv
funkciodinak pozitiv regulatora.

Tks4: tyrosine kinase substrate with 4 SH3 domains, TAS: tumor-associated stroma, LLC:
Lewis lung carcinoma
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A CALLUS KEPZODES ELTERESEI PACAP KO EGEREK TIBIAJABAN

Czibere Bernadett!, Jozsa Gergéz, Tamas Andrea, Filop Balazs?, Reglédi Déra’, Zakany

R(')zal, Juhész Taméas®

! Debreceni Egyetem AOK, Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet

2 Pécsi Tudomanyegyetem AOK, Anatomiai Intézet, PTE-MTA, ,Lendiilet PACAP
kutatocsoport™

Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide (PACAP) olyan neurohormon, melynek

crcr

Tobbek kozott a porc- és csontdifferenciacioban jelentds szereppel bir, azonban a kompakt
csont callus képzésében ¢és regeneracidos folyamataiban betoltott funkcidjaréol nem
rendelkeziink adatokkal. Korabbi kisérleteink szerint a PACAP génhidnyos egerek hosszl
csOves csontjai konnyebben tornek, mely arra enged kovetkeztetni, hogy mind szerkezeti,

mind gyogyulasi folyamatokban eltérések lehetnek.

crer

allitottunk be reprodukalhatd modon toréseket, majd ezek callus-képzddési folyamatat
kovettik nyomon. A toréseket a proximalis izfelszintél 5 mm-re indukaltuk, 0,5 mm
mélységben egy sebészeti szike segitségével. CT vizsgalattal a 3., 7. és 21. napon kovettiik
nyomon a csontgyodgyulasi folyamatokat. RT-PCR és Western blot technikaval detektaltuk a
csontosodasban szerepet jatszo szerves alkotok és a BMP jelatviteli utvonal egyes elemeinek
expressziojat.

Az l-es tipusi kollagén expresszidja megemelkedik a VT egerek callusdban, mig a
génhianyos egerekben csokkent expressziot mutat. Ugyanakkor a mineralizdcioban fontos
alkalikus foszfataz (ALP) fehérjeexpresszioja azonos mértékben jelenik meg mindkét
genotipusban. A BMP2, 4 ¢és 6 expresszioja a 7. és 21. gydgyulasi napon alacsonyabb értéket
mutat a PACAP KO egerekben. A BMP utvonal egyik transzkripcios faktora, a Smadl is
csokkent modon expresszalodik a PACAP génhidnyos egerek callusaban.

Mindezek arra utalnak, hogy a PACAP szabalyozé és befolyasold tényezd lehet a megfeleld
csontregeneracio eléréséhez. Eredményeink alapjan ez a funkcié részben a BMP utvonallal
val6 kommunikacion keresztiil valosulhat meg.

PACAP: Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide ALP: alkalikus foszfatdz, BMP:
bone morphogenic protein

Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-2 kodszami Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tdmogatasaval késziilt
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AZ EGF RECEPTOR GENETIKAI VALTOZATAINAK ELOFORDULASA ES HATASA
A CETUXIMAB TERAPIARA FEJ-NYAKI DAGANATOKBAN

Cserepes T. Mihély*, Tiirk Dora, Hegediis Zita!, Ivan Randelovic, Paku Sandor?, Dezsé
Katalin?, Kenessey Istvan®, Tovari Jozsef®

'Kisérletes Farmakologiai Osztaly, Orszagos Onkologiai Intézet, Budapest
?1. sz4mu Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet,’2. sz. Patologiai Intézet, Semmelweis
Egyetem, Budapest

A fej-nyaki daganatok 90%-ban laphamsejtes carcinomak (HNSCC), melynek incidenciaja
évi 680 ezer eset, ezzel a hatodik leggyakoribb daganattipus a vilagon. Az epidermalis
novekedési faktor receptor (EGFR) mutaciéi megvaltoztatjdk a sejtek muikodését,
okozhatnak. Az EGFR terapidra rezisztens variansainak meghatarozasa a hatékony terdpia
sarokkove lehet.

Célul tiztiik ki az EGFR-t célzo6 cetuximab antitest-terapia tesztelését fej-nyaki daganatokban
vad tipusu és genetikai variaciokat tartalmazo tumorok esetén. Vizsgaltuk az EGFR vIII splice
variansat, illetve az R521K pontmutacidt in vitro, in vivo rendszerekben, és klinikai mintakon.

In vitro koriilmények kozott HNSCC sejtvonalakban meghataroztuk az EGFR genotipusat,
valamint sejtproliferacios, citotoxicitasi és cukor profil vizsgalatokat végeztiink. In vivo
HNSCC xenograft modelleken teszteltiik a cetuximab terdpia hatékonysagat. Emellett
kivalasztott betegpopulacion az egyes EGFR-varidnsok eléfordulasat vetettiik 6ssze az EPF
(Erbitux-Platinum-5FU) kezelési dozisaval és a progresszioval. Ezen adatokkal jellemeztiik a
kezelés hatékonysaga és az egyes variansok kozotti Osszefliggéseket.

PE/CA-PJ15 és PE/CA-PJ41, FaDu, Cal27 human HNSCC xenograftok in vivo novekedése
kozott latvanyos kiilonbség volt tobb hetes cetuximab kezelés sordn. A PJ41 és Cal27
xenograftok szinte teljesen visszafejlodtek, a FaDu tumorok mérsékelten reagaltak, mig a
PJ15 esetében rezisztenciat tapasztaltunk. EGFR genotipizalds sordn a rezisztensebbnek
bizonyult sejtvonalakban kimutattuk az EGFR-R521K polimorfizmus heterozigociat, ami
befolyasolhatja az antitest terapianak hatékonysagat. In vitro sejtproliferacios vizsgalatunk
soran egyik sejtvonal esetén sem tapasztaltunk antiproliferativ hatast cetuximab kezelésre,
ami erdsiti, hogy a terapia nem kozvetleniil a tumorsejtekre, mint inkabb az elleniik beinduld
immunvalaszra van hatassal. ADCC vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy PE/CA sejtvonalak
esetén a cetuximabra szenzitiv PJ41 sejtvonalnal kifejezett citotoxicitasi valasz alakul ki in
vitro. Cukorprofil vizsgalataink kideritették, hogy a rezisztens PJ15 sejtvonal cukorprofiljaban
jelentds az eltérés a tobbi sejthez képest, ami befolyasolhatja az ADCC hatékonysagat.

Eredményeink az irodalomban is leirt EGFR-R521K polimorfizmus jelentdségét erdsitik,
melynek jelenléte kozrejatszhatott a rezisztencia kialakulasdban. A polimorfizmus
kifejez6dése markerként szolgalhat a kezelések tervezése soran.

A fenti eredmények az NKFIH K116295 sz. kutatasi palyazat timogatasaval késziiltek.

Roviditések:

HNSCC: Head and neck squamous cell carcinoma

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor EPF: Erbitux + Platinum + 5-Fluorouracil terapia
ADCC: Antibody-Depencent Cell-mediated Cytotoxicity
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JELOLESMENTES OPTIKAI RENDSZER KIDOLGOZASA ENDOTELSEJTEK
MUKODESENEK KOMPLEX VIZSGALATARA

Debreczeni Marta Lidial, Székacs Innaz, Kovacs Boglérkaz, Saftics Andrész, Péter Beatrix?,
Kurunczi Séndorz, Dobé Jozsef®, Horvath R(’)bertz, Cervenak Lasz16*

1 Semmelweis Egyetem III. Szamu Belgyogyaszati Klinika, Kutatolaboratorium

2 MTA Energiatudomanyi Kutatokézpont, Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet,
Nanobioszenzorika Lendiilet Csoport

3 MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont, Enzimologiai Intézet

Hattér: Az endotélsejtek, mint az ereinket beliilr6l hatarolé laphamsejtek, els6k kozott
kerlilnek kapcsolatba a vérben jelen 1év6 anyagokkal, igy példaul a plazma szerin
proteazaival, melyek tobbségének endotélsejtes hatasair6l azonban maig nincs kelld
informacionk.

Bar az endotélsejtek funkcioinak tanulmanyozésara szamos moddszer all rendelkezésre, ezek
altalaban kiilonb6z6 jelzémolekulakat alkalmaznak, amelyek 6dnmagukban befolyédsolhatjak a
sejtek mikodését. Kutatdsunk soran célul tlztik ki egy nagyateresztoképességl,
jelolésmentes optikai rendszer kidolgozédsat, amely alkalmas az endotélsejtek plazma
enzimekre adott valaszreakcidinak vizsgalatara.

Modszerek: Vizsgalati modszeriinkh6z egy olyan platformot valasztottunk (Epic BenchTop,
Corning), amely egy specialis optikai tulajdonsagokkal rendelkezd 384 lyukd lemez
megvilagitasaval képes valos iddben kovetni a felszin kozeli, kb. 200 nm-es sav torésmutatd
valtozasait. A lemez felszinét a bazalmembrant utanozé zselatinnal fedtiik, melyen primer
human koldokzsinorvéna endotélsejtekbdl konfluens tenyészetet hoztunk 1étre. Az alapvonal
felvétele utan a sejteket kezeltiik a vizsgalandé anyagokkal, majd detektaltuk a felszin kozeli
torésmutatd valtozasat. Azon anyagokat, amelyeknél a negativ kontrolltdl eltérd lefutasu
valaszgorbét tapasztaltunk, klasszikus tesztekben — intracellularis Ca®"  mobilizacio,
permeabilitas mérés, VE-cadherin adhézids molekula festése — validaltuk.

Eredmények: Beallitottuk azokat a koriilményeket, amelyek kozott az endotélsejtek
valaszreakcidja érzékenyen vizsgéalhato a jelolésmentes optikai rendszer segitségével. A
tesztelt plazma enzimek koziil - a pozitiv kontrollként hasznalt trombin mellett — a Clr, a
kallikrein és a MASP-2 jelentésen ¢és dozisfiiggd modon megvaltoztatta az endotélsejtek
viselkedését, karakterisztikus lefutdsu valaszgorbéket eredményezve. Ezen anyagok
endotélsejtes hatasait tovabbi funkciondlis tesztekben is igazoltuk; mindharom proteaz
jelentésen megnovelte a permeabilitast, tovabba megvaltoztatta a VE-cadherin adhézios
molekula mintazatat, emellett a kallikrein és a MASP-2 Ca®* mobilizaciot is kivaltott.

Kovetkeztetés: Sikeresen adaptaltunk egy 0j, nagyateresztOképességti, jelolésmentes optikai
rendszert endotélsejtek miikddésének valos idejii vizsgalatara. Ezen 0j moédszerrel a Clr, a
kallikrein és a MASP-2 plazma szerin protedzokrol elsdként sikeriilt endotélsejtes hatdst
kimutatnunk, melyet hagyomanyos tesztekben is igazoltunk. Eredményeink alapjan az uj
platform alkalmas gyogyszerjeloltek ¢és mas hatoanyagok egyszerli ¢és érzékeny
szlir6vizsgalatara endotélsejteken illetve mas epitelidlis sejteken.

Roviditések: MASP-2 - mannézkoté lektin asszocialt szerin proteaz-2, VE-cadherin —
vaszkularis endotelialis cadherin
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SZOVETI REGENERACIOT KISERO, KONZERVALT SEJT- ES IMMUNBIOLOGIAI
FOLYAMATOK: OSSZEHASONLITO VIZSGALATOK GERINCTELEN
MODELLSZERVEZETBEN

Bod¢ Kornélia, Bohdana Kokhanyuk, Németh Péter, Engelmann Péter
PTE KK Immunolégiai és Biotechnologiai Intézet

A regeneréacio folyamata minden ¢€l6lénynél megfigyelhetd, azonban a regeneracios
kapacitas eltérd6 az egyes fajok kozott. A legtobb gyurtsféreg képes az elvesztett
szelvényeinek regenerdlasdra melynek kifejez6dését nagymértékben meghatirozza az
amputacio mértéke.

Kevés tanulmany foglalkozik a regenerdcié soran megnyilvanuld immunoldgiai
folyamatokkal, ezért célunk az Eisenia andrei gilisztafaj anterior és poszterior regeneracioja
soran a mintazatfelismerd receptorok (PRR), jelatviteli molekula és tobb antimikrobidlis
faktor génexpresszios mintazatanak 0sszehasonlitasa.

A morfologiai kiilonbségek megallapitasa céljabol a sejtproliferacio kimutatasat az
amputalast kovetdé masodik ¢és negyedik héten EdU festést alkalmaztunk. Az egyes
immunkompetens sejt-alcsoportok (in. coelomasejtek) részvételét a regeneracios folyamatban
specifikus monoklonalis antitestekkel (anti-EFCC) allapitottuk meg. Az apoptozis detektalasa
céljabol TUNEL assay-t végeztiink. A célgének mRNS expresszid valtozasat valos ideji
PCR-ral vizsgéltuk a regeneralodo szovetekben.

A regeneracios blasztéma kialakuldsat kdvetden nagyszdmu osztddo sejtet figyeltiink
meg a folyamat masodik hetében, amely a negyedik hétre erdteljes csokkenést mutatott a
poszterior blasztémaban. Az apoptotikus aktivitds a regeneracioé teljes folyamata alatt
kimutathaté volt, a legtobb apoptotikus sejtet a negyedik héten detektaltuk. Az a-EFCC
immunfestés alatamasztotta, hogy foként eleocytak és granularis amoebocytak vandorolnak az
ujonnan képzddd szegmensekbe. Eredményeink alapjan ezen sejtek nagyobb mennyiségben a
poszterior regeneracioban vesznek részt.

A regeneracid sordn lecsokkent a PRR mRNS expresszioja (kivétel SR) az intakt
allatokhoz képest. Az anterior €s poszterior regeneracids blasztémaban szamos géntermék
(TLR, LBP/BPI, MyD88, SR, lysenin) mRNS mintazata jelentés hasonlosagot mutatott,
kiilonbséget figyeltiink meg az egyes antimikrobidlis fehérjék (lizozim, lumbricin, LuRP)
expresszidja soran.

Eredményeink alapjan eltérd6 immunologiai mechanizmusok zajlanak az
anterior/poszterior regeneracié folyamataban, amely génexpresszios és cellularis szinten is
kimutathato. Kutatasunkat a PTE-AOK Kutatasi alap (2017/04) és az MTA Bolyai Janos
Kutatasi Osztondij tamogatta.

Roviditések: LBP/BPI: LPS-binding protein/bactericidal permeability increasing
protein, LURP: lumbricin-related-peptide, SR: scavanger receptor, TLR: toll-like receptor
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MELAS-SZINDROMAS FIBROBLASZTOK BIOENERGETIKAI VIZSGALATA

Etl Bélint Andras, Gal Anikd, Horvath Gerg6, Svab Gergely, Molnar Maria Judit, Tretter
Laszlo

Semmelweis Egyetem, Orvosi Biokémiai Intézet

A MELAS-szindroma egy, a ritka betegségek koz¢ tartozo, a mitokondrialis leucin-tRNS
pontmutacidja kovetkeztében 1étrejovo klinikai tlinetegytittes. A mutacid kovetkezményeként
a mitokondrialis fehérjék expresszidja zavart szenved, ami a mitokondriumokban
bioenergetikai funkciézavarokat, illetve a sejtek miikodésének karosodasat eredményezi. A
MELAS betlisz6 a betegség fobb tiineteibdl ered, ezek koz¢ a mitokondrialis
enkefalomiopatiat, laktat-acidozist, valamint a stroke-szerii epizodokat soroljuk. A betegség
sulyossagat a sejtekben 1évo karosodott mitokondriumok aranya (heteroplazmia) hatarozza
meg.

A MELAS-ban szenvedd, illetve egészséges paciensbdl szarmazo fibroblasztok bioenergetikai
paramétereit vizsgaltuk. Ezt kovetden egy, a mitokondrialis funkciok javitasara potencidlisan
alkalmas vegyiiletnek, a metilénkéknek a mutans sejtekre gyakorolt hatasaival foglalkoztunk.

A vizsgalatok soran felhasznalt sejtek a Semmelweis Egyetem Genomikai Medicina és Ritka
Betegségek Intézetébdl szarmaztak. A letapadt sejtek oxigénfogyasztasat és az extracellularis
kozeg pH valtozasat Seahorse XF96 miiszerrel mértiik.

Jelentésen csokkent a MELAS-szindromaban szenvedd betegbdl izolalt fibroblasztok
oxigénfogyasztasa az egészségesekhez képest, emellett a teljes respiracios kapacitas és az
ATP-szintézis hatasfoka is csokkent a mutans sejtvonalban. Mindkét sejttipusban gliikoz
hozzaadasara fokozddott a laktattermelés, viszont sem oligomycin (a mitokondrialis ATP-
szintaz gatloszere), sem szétkapcsoldszer jelenlétében a patologids sejtekben nem fokozodott
tovabb a glikolizis aktivitdsa. Metilénkék hozzaadasaval sikeriilt a mutans sejtek nyugalmi
1égzését és respiracios kapacitasat is novelni, tovabba csokkenteni a glikolitikus aktivitdsukat.

Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a MELAS-szindromas sejtekben csokkentek a
mitokondridlis 1égzési funkciok, igy ezekben a fibroblasztokban dontden a glikolizis biztositja
a mikodéshez sziikséges energiat, és nyugalmi koriilmények kozott is maximalis intenzitassal
mikddik. A metilénkék alkalmasnak bizonyult a mitokondrialis funkciok javitasara, ezért a
keésobbiekben alkalmas lehet MELAS-szindromas és mas mitokondrialis betegségben
szenvedd paciensek kezelésére, elsdsorban a visszatéréd metabolikus krizisek idején.
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A CFTR KLORID CSATORNA VIZSGALATA

Farkas Bianka '%, Gera Janos®, Paragi Gabor **, Tordai Hedvig®, Hegediis Tamas *°

1 Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

2 Pazmany Péter Katolikus Egyetem Informacids Technolodgiai és Bionikai Kar
3 SZTE Orvosi Vegytani Intézet

4 MTA- SZTE Biomimetikus rendszerek kutatdécsoport

5 MTA-SE Molekularis Biofizikai Kutatocsoport

A cisztés fibrozis 6roklodo, stilyos, monogénes betegség, melynek a hatterében az
ABCC7/CFTR Kklorid csatorna mutacioi allnak. A CFTR csokkent funkcionalis expresszidja
az epitél sejtek csokkent klorid vezetését eredményezi melynek kovetkeztében a so- és
vizhéztartas zavara 1ép fel. A fehérjének tobb mint 2000, cisztas fibrdzishoz kothetd mutans
formaja ismert, melyek koziil a leggyakoribb (~90%) az F508 delécidja. A mutaciok tobbsége
a fehérje feltekeredésére, stabilitdsara és mitkddésére van hatassal. Funkcionalis expressziot
helyredllitdo gyogyszerek tervezéséhez elengedhetetlen a CFTR szerkezetének atomi szintli
ismerete. A krio-elektronmikroszkodpia teriiletén tortént fejlesztéseknek koszonhetéen a CFTR
szerkezetének meghatarozésa lehetové valt, azonban tobb kérdés is felmeriil a publikalt
szerkezetekkel kapcsolatban. Annak ellenére, hogy a szerkezetet aktiv allapotban (ATP-
kotott, foszforilalt) hataroztak meg, nem figyelheté meg benne klorid vezetésre képes
csatorna. Ezért molekuladinamikai szimulacidkat végeztiink olyan fehérje konformaciok
azonositasa céljabol, melyek nyitott csatornat tartalmaznak. Azt tapasztaltuk, hogy a 8.
transzmembran hélix (TMS8) torése miatt a csatornak tobbsége a membran régidba nyilik.
Miutan a homolog ABCC1/MRP1 szerkezet alapjan korrigaltuk a CFTR TM8-at,
szimulacidink mar az extracelluldris térbe nyilo csatornakat eredményeztek.

Jellemeztiik a csatornat szerkezeti szempontbol, tovabba Poisson-Boltzmann egyenletek
megoldasan alapuléo modszerrel a klorid athaladasanak energetikdjat. Eredményeink arra
utalnak, hogy a publikalt szerkezetek torzultak, nem a csatorna aktiv allapotat mutatjak.
Vizsgalataink hozzéjarulnak a transzport megértéséhez, s ezaltal mutaciok mechanizmusanak
megértésé¢hez.

Roviditések

ABCC1/MRP1

ABCC7/CFTR

TM8

Multidrog rezisztencia fehérje 1

Cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator

Transzmembran hélix 8
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JELOLESMENTES OPTIKAI BIOSZENZOR ALKALMAZASA XENOBIOTIKUMOK
LETAPADT SEJTEKRE GYAKOROLT HATASANAK MEGHATAROZASAHOZ

Farkas Enikél’z, Székacs Andrés3, Kovacs Boglérkal’z, Olah Marianna3‘4, Horvath Robert?,
Székacs Inna’

! MTA EK Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet, Budapest,2 Pannon Egyetem,
Vegyészmérnoki- €s Anyagtudomanyok Doktori Iskola (Molekuléris- €s Nanotechnologiak
Doktori Iskola), Veszprém,3 Nemzeti Agrarkutatasi €s Innovacioés Kozpont, Agrar-
kérnyezettudomanyi Kutatéintézet, Budapest,* Szent Istvan Egyetem, Kornyezettudomanyi
Doktori Iskola, G6do116

A sejttoxicitas-vizsgalatokban tilnyomorészt biokémiai (MTT és enzimatikus tesztek)
modszereket haszndlnak. Ezek azonban szamos hatrannyal rendelkeznek: idéigényesek, jel616
anyagot igényelnek, és alkalmazasuk korlatozott szérumos tapkdzegben. Az Epic®BenchTop
jelolésmentes bioszenzor képes érzékelni a szenzorfeliilet feletti 100-200 nm rétegben
bekovetkezd sejtmorfologiai és dinamikus tomeg-ujracloszlasi folyamatok altal keltett
Osszetett sejtvalaszokat [1-3]. Igy ez a technika 1j lehetdséget nyit a xenobiotikumok
sejttoxicitasanak gyors ¢€s hatékony meghatdrozasahoz is, mellyel kikiiszobolhetéek a
hagyomanyos technikdk hatranyai.

Kutatdsunk célja, hogy 1) moddszert fejlessziink ki xenobiotikumok sejttoxicitas-
vizsgalatdhoz az Epic"BenchTop bioszenzor segitségével. Munkank sordn a vilagszerte
hasznalt Roundup Classic novényvédd szer és komponensei (hatéoanyaga: glyphosate ¢€s
formazo anyaga: polietoxilalt faggytamin (POEA)) altal a csont eredetli (preoszteoblaszt,
MC3T3-El) letapadt sejtekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk szérumos ¢€s szérummentes
tapkozegben. A bioszenzoros eredményeket hagyomanyos jeloléses modszerekkel —
fluoreszcens mikroszkopia (sejtfestés) és citofluorometria —, illetve egy jeldlésmentes
technikaval Holografikus mikroszkopidval is alatdmasztottuk.

A kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a glyphosate a Roundup Classic-nal vagy a
POEA-nal 19-szer magasabb koncentricioban mutat citotoxikus hatast. A bioszenzoros
eredményekbdl meghataroztuk a reagensek sejtkitapadasra gyakorolt koncentracidfiiggd
citotoxikus hatasait, valamint az 1Csy értékeket szérumos tapkozegben (Roundup Classic:
0,024%, POEA: 0,003%, glyphosate: 0,068%) ¢és szérummentes kornyezetben (Roundup
Classic: 0,028%, POEA: 0,003%, glyphosate: 0,223%). A mikoroszkopos képek alapjan azt
tapasztaltuk, hogy a Roundup Classic gatolja a sejtosztodast, a sejtmozgast, és apoptozist

crers

cres

vizsgalat alapjan megallapitottuk, hogy a POEA még alacsony koncentracioban is apoptotikus
¢és nekrotikus hatast gyakorol a sejtekre.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a Roundup Classic citotoxicitasadért dontéen a
POEA formazé anyag felelds. Tovabba hagyoméanyos mddszerekkel és holografikus
mikroszkopiaval —alatimasztottuk, hogy az Epic®BenchTop bioszenzorikai modszer
megbizhatéan alkalmazhat6 a sejttoxicitas-vizsgéalatokban.

Irodalom:

[1] Orgovan N, Peter B, Bosze S, Ramsden JJ, Szabo B, Horvath R (2014) Sci Rep 4: 4034.

[2] Kurucz |, Peter B, Prosz A, Szekacs |, Horvath R, Erdei A (2017) Sens Actuators B Chem 240:
528-535.

[3] Peter B, Farkas E, Forgacs E, Saftics A, Kovacs B, Kurunczi S, Szekacs I, Csampai A, Bosze Sz,
Horvath R (2017) Sci Rep 7: 42220.

A bemutatott munka az MTA (Lendiilet Program), NKFI (ERC_HU Program) ¢s OTKA (K109865)
tamogatasaval jott 1étre.
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INVESTIGATION OF ABSORPTION AND METABOLISM OF DICLOFENAC IN BILE,
IN TISSUE HOMOGENATES AND SMALL INTESTINAL PERFUSATE

Vijeh F., *Almasi A., *Fischer E., *Perjési P.

1University of Pécs, Pharmaceutical Faculty, Institute of Pharmaceutical Chemistry, Pécs,
HUNGARY

2University of Pécs, Medical Faculty, Institute of Pharmacology and Pharmacotherapy, Pécs,
HUNGARY

The metabolism, absorption and excretion of of the phenolic compounds in various
pathological conditions might have an important relevance. The diclofenac, as a non-steroid
antiinflammatory agent was tested in vivo in normal and pathologic (experimental diabetes)
conditions. The diclofenac excreted as its glucuronide and hydroxy derivatives, and enzymatic
processes (at hydroxy derivatives and spontaneous oxydation can occure as well) are involved
in the formation of them. The diclofenac is administered in its sodium salt form to
characterise the metabolic profiles. The characterisation of the intestinal absorption of the
diclofenac and the appearance of its metabolites (hydroxy and glucuronidated derivatives) in
the small intestinal perfusate, tissue homogenates and in the bile in physiologic and
pathologic (diabetic) conditions in Wistar rats. After the development of the HPLC methods,
the change of the absorbed and non-metabolised diclofenac and its hydroxy and glucuronide
derivatives were observed in experimental diabetes. The spontaneous oxydation was
performed by the Udenfriend reaction. The presence of the diclofenac and the metabolic and
hydroxilated derivatives was identified with UHPLC-MS instrument. In the background of the
appearance of the hydroxy diclofenac — at least partly — the elevated oxydative stress is
presumable.

A project was supported by the “Talent Center Program” of the University of Pécs.
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PLAZMIN-INDUKALT FIBRINOLIZIS KVAZI-KETDIMENZIOS FIBRINHALON
Feller Timea, Harsfalvi Jolan, Csanyi Csilla, Kiss Balazs és Kellermayer Miklos S.Z.

MTA-SE Molekularis Biofizikai Kutatocsoport, Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai
Intézet, Budapest

A fibrinhal6 fontos mechanikai szerepet jatszik a hemosztdzisban. A vérben oldott allapotban talalhato
fibrinogén monomerek alvadés soran haromdimenziés halot formalnak. Ez a halé az alvadék vazaként
szolgal és, ellenallva a véraramlas miatt fellép6 nyirderének, alapvetd szereppel bir az embolizacio
megel6zésében. A haldzat bonyolult térbeli szervezddése viszont nagyban megneheziti a kialakult
fibrinszalak szerkezeti és mechanikai tulajdonsidgainak vizsgalatat. Az altalunk kifejlesztett kvazi-
kétdimenzios haldzat atomerd-mikroszkoppal végzett topologiai vizsgalatok altal lehetéséget nyijt a
fibrin ezen jellemzdinek feltarasara.

A haloézat ~50 nm-es atlagos vastagsaggal rendelkezik, melyen az egyedi szalak szerkezeti jellemz6i
teljes halozatot 15 perc alatt emésztette meg. A lizist folyamataban is tudtuk kovetni egyedi szalakon
¢és halozat-részeken. Az egyedi szalak rugalmassaganak novekedését tapasztaltuk, mikozben a szalak
hossziranyu integritdsa megtartott maradt. Ebbol arra kovetkeztetiink, hogy a lizis elsé fazisdban a
szalon beliili protofibrillumok kézti oldaliranytl kotések szakadnak fel mikézben a szalat Gsszetartd
hossziranyu kotések sértetlenek maradnak. Kisebb szalak esetén megfigyeltiik azok kotegekbe
rendezddését, amely egy koztiik fellépd kohézids erd jelenlétére utal. Az enzim a szalakat a lizisnek
csak az utolso fazisaban, az el6z6 folyamatokhoz képest gyorsan darabolta fel hossziranyban.

A lizis folyaman a szalak sokaig megOrizték hosszirdnyl integritasunkat, melynek szerepe lehet az
embolizacido megelézésében. Masrészt az igy fenntartott magas helyi plazminkoncentracio lehetévé
teszi a halozat gyors hossziranyu feldarabolodasat az emésztés utolso fazisaban.

Az altalunk kifejlesztett kvazi-kétdimenzios halozat egyedi ralatast nygjt a fibrinhald szerkezeti és
mechanikai jellemzOire, azok valtozadsara a fibrinolizis folyaman és a mdogottes molekularis
mechanizmusokra.
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A MAJ ELIMINACIOS FUNKCIOJANAK VALTOZASA CROHN BETEGSEG
MODELLBEN

Fischer Emil, Almasi Attila®. Bojcsev Sztojan', Kovacs Noémi-Piroska®, Fischer Tamas®,
Perjési Pal%, Simon Higin®

Pécsi Tudomanyegyetem®AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet, “GYTK
Gyobgyszerészi Kémiai Intézet, $ Selena” Gyobgyszertar Marosvasarhely

Ismert, hogy a Crohn betegségben szamos valtozas jon 1étre a szervezetben. Jelen kisérleteink
soran azt a kérdést vizsgaltuk, hogy a maj eliminacios funkcidja hogyan méodosul, illetve,
hogy a valtozasok befolyasolhatdk-e kiilonb6zoé véddanyagokkal? A Crohn betegség
modelljét indometacin szubkutan adasaval /10 mg/kg/ hoztuk 1étre patkdnyban. A morfoldgiai
valtozasok értékelésére a Tamaki score-t hasznaltuk, amelynek az alapja a hiprémia, vérzés,
eroziok és fekélyek megjelenése, illetve azok sulyossaga.

A ma4j eliminacios funkcidjanak a vizsgalatara az epevezetékbe kaniilt kotottiink, amelyen
keresztiil 15 perces periodusokban folyamatosan gyiijtottilk az epét. A vékonybél kozépsd
Nitrofenolt /PNP/ tartalmazott. Az epemintdk analizisével nyomon kd&vethetd volt az
anyavegyiilet, illetve a metabolitjainak /PNP-glukuronid:PNP-G, PNP-szulfat:PNP-S/ a
bilidris exkrécidja.

Kisérleteink eredményei alapjan megallapithatd, hogy az indometacin csokkentette az
epefolyast, valamint, hogy ezt a negativ hatast konzekvensen csak a mesalazin volt képes
ellenstilyozni. Az indometacin mind az anyavegyiilet /PNP/, mind a metabolitok /PNP-G,
PNP-S/ epével torténd kivalasztasat jelentdsen mérsékelte. Ez arra utal, hogy a metabolitok
képzésében fontos biotranszformacids aktivitds negativ irdnyban valtozik a mdajban az
altalunk létrehozott Crohn betegség modellben. A bilidris exkrécidban észlelt valtozasok
részben /PNP, PNP-G/, vagy egészben /PNP-S/ kivédhetok voltak mesalazinnal, ami
ellentétes a vékonybélben tapasztalt eltérésekhez képest.

Roviditések: PNP: p-Nitrofenol,
PNP-G: p-Nitrofenol glukuronid,
PNP-S:p-Nitrofenol szulfat

Munkank az EFOP 3.6.1. palyazat tdimogatasaval késziilt.
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TRANZIENS RECEPTOR POTENCIAL VANILLOID-1 (TRPV1) IONCSATORNA
GATLOK, MINT A TESTHOMERSEKLET CELZOTT MODULACIOJANAK
FARMAKOLOGIAI LEHETOSEGEI

Garami Andras, Olah Emdke, Kéringer Patrik, Csenkey Alexandra, Zsiboras Csaba, Gaspar
Petra, Pakai Eszter, Rumbus Zoltan

Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Transzlacios Medicina Intézet

A tranziens receptor potencial vanilloid-1 (TRPV1) ioncsatorna szerepe igazolt az energetikai
folyamatok, igy a testhdmérséklet szabalyozasaban. A TRPV1 kapszaicinnel, savi hatasokkal
¢s fajdalmas hoével aktivalhatd. Az ioncsatornat gatld szerek (antagonistidk) emlésokben a
testhomérséklet valtozasat, gyakrabban emelkedését, ritkdbban csokkenését okozzak. A
testhomérsékleti hatasok hatterében alldé mechanizmusok azonban nagyrészt tisztazatlanok
maradtak.

Patkanyokban és egerekben végzett testhdmérsékleti mérések soran fény deriilt arra, hogy a
TRPV1 antagonistak altal indukalt testhdmérséklet emelkedésért a TRPV1 ioncsatorna
protonok 4ltali aktivacidjanak gatlasa soran kialakuld hétermelés fokozodds és boéron
keresztiili holeadas csokkenés (vazokonstrikcio felelés). A TRPV1 antagonistdk egy masik
csoportjanak, a hipotermiat kivaltd anyagoknak a vizsgalata meglep6 eredményt hozott: a
TRPV1 protonok altali aktivaciojanak fokozéasaval ezek a szerek a hotermelés csokkentése €s
a boron keresztiili holeadas fokozasa (vazodilatacid) révén a teshomérséklet csokkenését
1dézik el6. Mind a TRPV1 antagonisték altal indukalt hipertermia, mind pedig a hipotermia a
hasiiregben elhelyezked6 TRPV 1 csatornakra specifikus célhatas.

Kovetkeztetésként levonhatdo, hogy a TRPV1 ioncsatorna kapszaicin aktivaciojat gatld
antagonistak kiilonosen érdekes gyogyszercsoportot képviselnek abban az értelemben, hogy

crer

képesek vagy hipertermiat vagy hipotermiat létrehozni. Gyogyszerfejlesztési szempontbol
ezek a hatdsok kihasznalhatok lehetnek az alkalmazott termofarmakologidban célzott,
gyogyszeres testhOmérseklet valtozasok 1étrehozéasara, vagy ellensulyozasara.

Tamogatas: NKFIH FK124483, UNKP-17-4-111-PTE-33.

Roviditésjegyzék: TRPV 1, tranziens receptor potencidl vanilloid-1
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A BGP-15 HATASA A HUMAN JOBB PITVARI MYOCARDIUM
KONTRAKTILITASARA

Lampé Noral, Erdei Tamas?, Szab6 Katalin®, Kekecs Ivett!, Zsuga Judit?, Szerafin Tamas®,
Szilvassy Zoltan®, Juhasz Béla*, Gesztelyi Rudolf**

! Debreceni Egyetem, AOK, Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet

2 Debreceni Egyetem, NK, Egészségiigyi Menedzsment és Mindségiranyitasi Tanszék

% Debreceni Egyetem, KK, Kardiolégiai és Szivsebészeti Klinika, Szivsebészeti Tanszék
* egyenlé mértékii hozzajarulas az eredményekhez

A szivbetegségekkel 0sszefliggd mortalitas vilagszerte, koztiikk hazankban is magas. A
szervezetet érd, nehezen kikeriilhetd stressz és az elsdsorban egyéni dontéseken alapuld
egészségtelen €életmod egyarant hozzéjarul a cardiovascularis rendszer karosodasahoz. Bar a
hangstly a megeldzésen kell, hogy legyen, a sziv- és érrendszeri betegségek kezelése is
komoly kihivas, ami 11, hatékonyabb és/vagy kedvezdbb mellékhatas-profillal rendelkezd
terapias készitmények kifejlesztését teszi sziikségesse.

Vizsgalatunk sordn egy a II. klinikai fazisvizsgalaton tiljutott, hazai fejlesztési molekula, a
BGP-15 pitvari kontraktilitasra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk nyilt szivmiitéten atesett
betegekbdl szarmazo, ex vivo isoproterenollal stimulalt szovetmintan.

Eredményeink szerint a BGP-15 kis koncentracidoban (< 10 umol/l) nem befolyasolta
érdemben az eldzetesen isoproterenollal stimulélt pitvarok kontrakcios erejét, nagy
koncentracidban (> 1 mmol/l) viszont erds negativ inotrop szernek bizonyult. Kézepes
koncentracio-tartomanyban a BGP-15 hatasa nagymértékben fiiggott a pitvari béta-adrenerg
rendszer akut aktivalhatosaganak mértékétdl. Az isoproterenolra erdteljes pozitiv inotrop
valaszt ado mintdkon a BGP-15 negativ inotrdp hatasa szdmottevd volt, mig a gyengén
stimulalhato preparatumokon a negativ inotrop hatas is gyengének mutatkozott. Ugyanebben
a kisérleti elrendezésben a propranolol negativ inotrop hatdsa alacsonyabb koncentracional
fejlodott ki €s hamarabb elérte a (BGP-15-¢hez hasonld) maximumat, ugyanakkor ez a hatas
csak kismértékben fliggott a preparatum isoproterenol-érzékenységétol.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a BGP-15 elsdsorban indirekt negativ inotrop hatassal
rendelkezik és csak nagy koncentracioban fejt ki direkt negativ inotrop hatast. A klasszikus
béta-blokkolo propranololéval dsszehasonlitva a BGP-15 kivaltotta negativ inotropia
koriilbeliil azonos maximalis hatasu, de kisebb potencialu, emellett hangsulyosabb az indirekt
komponense.

BGP-15: O-[3-piperidino-2-hidroxi-1-propil]-nikotinsav amidoxim
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FLUORESZCENCIAKIOLTAS REKONSTITUALT MEMBRANOKBA AGYAZOTT
FOTOSZINTETIKUS FENYBEGYUJTO KOMPLEXEKBEN

GORFOL Fanni, AKHTAR Parveen, LAMBREYV Petar

MTA Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Szeged

A fotoszintetikus organizmusok gyakran vannak kitéve gyorsan bekovetkezo szélsdséges
fényintenzitasbeli valtozasoknak. Alacsony fényintenzitas mellett a napenergiabdl elnyerhetd
maximalis hatékonysag elérés¢hez, tobblet fényenergia elnyelése esetén pedig a
fotoszintetikus szervezet védelme érdekében a fénybegylijté rendszer finomhangolt
miikodésére van sziikség. Erds fényviszonyok mellett a reakcidcentrumok fokozatosan
telitddnek, a foloslegesen elnyelt energia potencidlisan karossa valik. Ennek kivédésére
fejlesztették ki az NPQ mechanizmusait az oxigéntermelésre képes
organizmusok.Novényekben az NPQ elsésorban az LHCII-ben zajlik, konformacios
valtozasokat vonva magaval. In vitro kisérletekben, az NPQ kivalthat6 a komplexek
aggregaciojaval. Tisztazatlan azonban, hogy ugyanez a kioltasi mechanizmus zajlik-e le in
vivo, fotoszintetikus membranokban is. Egyes feltételezések szerint az in vitro aggregacio
olyan klorofill-klorofill érintkezési pontokon ill. utvonalakon eredményez kioltast, melyek
el6fordulasa a tilakoidok lipid membranjaba agyazott LHCII esetében kizarhat6. Ezen
makromolekuldk szerkezetének és funkcidinak tanulmanyozéasara gyakori megkozelités a
membranfehérjék bedgyazasa mesterségesen eldallitott lipid membranokba. Munkam a
membranba 4dgyazott, nativ-szerii kdrnyezetben 1évé LHCII fluoreszcencia tulajdonségait, ill.
az ebben a rendszerben — kiindulo feltételezésiink szerint — lejatszodo kioltas jelenségének
vizsgalatat helyezi kozéppontba. Egyensulyi és id6felbontasos fluoreszcencia spektroszkopia
alkalmazasaval vizsgaltuk a liposzomakba dgyazott LHCII trimerek miikodését kiilonb6zo
lipid:fehérje aranyok mellett. Egy 0jszeri mdodszert dolgoztunk ki a rekonstitualt
proteoliposzomak lipid:fehérje aranyanak pontos meghatarozasara lipid festék
alkalmazasaval. A proteoliposzomak nagyfokl heterogenitast mutattak méretiik,
fehérjestirtiségiik és fluoreszcencia spektroszkopiai tulajdonsagaik terén, még stiriséggradiens
ultracentrifugéalassal valo szeparalast kovetden is. Vizsgélataink erés monoton kapcsolatot
tartak fol az LHCII fluoreszcenciahatasfoka €s a lipid:fehérje ardny k6zott. Mérési
eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy a fluoreszcencia hatdsfoka és élettartama a
fehérjestirliség novelésével fokozatosan csokken. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a fellépd
kioltas korrelal a tdvoli vords fluoreszcenciaemisszido megjelenésével, amit mar kordbban
megfigyeltek mind mesterségesen 1étrehozott aggregatumokban, mind pedig ép névényi
levelekben NPQ feltételek mellett. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy az NPQ-t
rekonstitualt membranokban LHCII-LHCII k6lesonhatasok valtjak ki, nagy valdszinliséggel
ugyanazt a mechanizmust kdvetve, mint a fotoprotektiv NPQ folyamata in vivo.

NPQ: nem-fotokémiai fluoreszcenciakioltas

LHCII: II. fénybegylijté komplex
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LIPIDEK ES A STRESSZ: A HASADO ELESZTO, MINT MODELLSZERVEZET
Gudmann Péter, Péter Maria, Balogh Gabor, Gombos Imre, Horvath Ibolya, Vigh Laszlo, Glatz Attila

MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Molekuléris Stresszbiologia Csoport, Szeged

Az egyik legfontosabb kornyezeti stresszforrdas a hdmérséklet gyors megvaltozasa. A hasado
¢élesztében (Schizosaccharomyces pombe) - amely az emlés6khéz nagyban hasonlito stresszvalasszal
¢s jelatviteli utvonalakkal rendelkezik - a szubletalis hostressz (HS) elleni védelemben legfontosabb
szerepet jatsz6 folyamatok kozé tartozik a kiilonbozé termoprotektiv molekulaknak -
hésokkfehérjéknek (Hsp), trehaléznak és lipideknek - a szintézise, valamint a membranok
ujrarendezése. A membranok ezen tul a ,fluiditdas” valtozasan keresztiil képesek érzékelni a
hémérséklet novekedését/csokkenését, igy homéroként miikddnek a sejt szamara. A homérséklet
valtozasanak hatasara jelentésen megvaltozik a membranok lipidosszetétele. Az S. pombe-ban az
A TG a ,lipid droplet”-ek (LD) egyik f6 alkotoja és felteheten jelentds szerepe van a hdsokk elleni
védelemben. Ennek vizsgalatahoz inaktivaltuk a TG szintéziséhez sziikséges két enzimet (dgal, plhl),
majd az igy kapott egyszeres és kétszeres mutans (DKO) torzseket megvizsgalva megfigyeltiik, hogy
mindharom mutans torzs hoéérzékeny. Tovabba, a DKO enyhe HS utdni novekedése ¢€s
membrandsszetétele jelentdsen eltér mind a vad tipustol, mind az egyszeres mutansokétol, valamint
nem mutathatd ki benne LD. Torzseink membranjainak fizikai allapotat lipofil fluoreszcens festékek
segitségével (transz-parinarsav, di-4-ANEPPDHQ) is elkezdtiik tanulmanyozni normal és HS
kortilmények kozott. Ahhoz, hogy informaciot kapjunk a végbemend valtozasokrol, a jelolt sejteket
fluorimetrias, mikroszkopos és un. ,lifetime” méréseknek vetettiik ala. Korabbi vizsgalatainkbol
ismert, hogy tobb Hsp is kdolcsonhat membranokkal, modositva azok fizikai allapotat,
finomszervezodését. Ezért GFP-jelolt Hsp-k felhasznalasaval megvizsgaltuk, hogy az eltérd
hémérsékletli enyhe HS-ok alatt miként valtozik a Hsp-osztalyok (sHsp-k, Hsp70, Hsp104) indukcios

kinetikaja mind a vad tipusban, mind a mutans torzseinkben.
Roviditések listaja:

HS: hésokk

(S)Hsp: (kis molsulyt)hdsokkfehérje

LD: lipid droplet

S. pombe: Schizosaccharomyces pombe
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TG: triacilglicerol

AZ ABCG2 KONFORMACIO VALTOZASAINAK VIZSGALATA PERMEABILIZALT
SEJTEKEN

Gyongy Zsuzsanna®, Szakécs Gergelyz, Goda Katalin®

L Debreceni Egyetem; Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
2 MTA Természettudoméanyi Kutatokdzpont Enzimolégiai Intézet, Budapest

Az ABCG2 az ABC kazettas fehérjék csaladjaba tartozo aktiv transzporter, amely képes a
daganatellenes szereket kipumpalni a sejtekbdl, ezaltal multidrog rezisztenciat okozni.
Szamos ABC transzporter kristalyszerkezete alapjan feltételezhetjiik, hogy az ABCG2 egy
nukleotid mentes, intracellularis oldalrdl nyitott- és egy nukleotid kotott intracellularis
oldalrél zart konformacido kozott fluktual. A konformacid érzékeny kotddésti 5D3 antitest
segitségével a két konformer elkiilonithetd, aranyuk meghatarozhato. Kisérleteink célja olyan
az 5D3 antitest allkalmazaséan alapul6 kidsérleti protokollok kidolgozasa, melyek segitségével
az ABCG?2 fehérje katalitikus ciklusa tanulmanyozhato.

Bakterialis toxinnal permeabilizalva a sejteket a nukleotidok kimoshatdak és a sejtfelszini
ABCG2 fehérjék 5D3-reaktiv konformacioba keriilnek. ATP adasat kovetéen a fehérjék a
nukleotid koncentracidjatol fiiggd modon atvaltottak az 5D3  antitestet nem kotd
konformécioba. Ez a konforméacio valtozas az ATP hidrolizisét kizaré koriilmények kozott pl.
Mg® hidnyaban vagy ADP adisa hatisira is megfigyelhetd volt. Ezek alapjan
feltételezhetjiik, hogy a fehérje 5SD3-reaktiv konformaciobol torténd atfordulasat SD3-at nem
az ABC transzporterek altali ATP hidrolizist, mivel az ATP hidrolizisét kdvetden képes az
eltavozd foszfat helyére nagy affinitassal bekotddni €s az ujabb hidrolitikus ciklus
bekovetkezését meggatolni. Ezzel Osszhangban kisérleteinkben vanadat kezelés hatisara
novekedett az ABCG2 nukleotid kotésének latszolagos affinitasa ATP/Mg2+ jelenlétében, mig
Mg hianydban a vanadat kezelés nem befolyasolta a nukleotid kotodés latszolagos
affinitasat. Kinetikai méréseink alapjan elmondhatjuk azt is, hogy az ABCG2 szubsztrat
quercetin, fokozta a vanadat altal csapdazott poszt-hidrolitikus konformer létrejottének
sebességét. Megfigyeltiik azt is, hogy az 5D3 antitest kotddése az ABCG2 fehérjéhez
szubsztrat quercetin jelenléte. Eredményeink aladtdmasztjak, hogy a konformdacié érzékeny
kotédéstt SD3 antitest alkalmas az ABCG2 katalitikus ciklusanak vizsgalatara.

Kutatési tdmogatasok: GINOP-2.3.2-15-2016-00044; GINOP-2.2.1-15-2017-00079; OTKA
tamogatasok: K124815, PD75994; Szodoray 6sztondij (Goda Katalin)
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AZ MTOR-AMPK-AUTOFAGIA INDUKTOR SZABALYOZASI KAPCSOLATANAK
RENDSZERBIOLOGIAI VIZSGALATA

Hajdu Bence, Holczer Marianna, Banhegyi Gabor, Kapuy Orsolya

Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és Patobiokémiai Intézet

Az utdbbi években egyre tobb olyan tanulmany késziilt, ahol a bioldgiai rendszerek dinamikai
viselkedését elméleti modszerekkel probaljak kozeliteni. Egy lengyel-amerikai kutatd csoport
létrehozott egy egyszeri matematikai modellt, amelyben az 6nemésztést végzo autofagia és a
sejtndvekedést szabalyozd mechanizmusok leirasara a kulcsfontossagl tagokat és azok
egymasra gyakorolt hatdsat differencidlegyenletekkel irtak le.A modell harom tagbdl, az
MTOR, az AMPK ¢és az Ulk1 fehérjékbdl all. Az AMPK alacsony energiaszinteken az Ulk1-
en keresztiil aktivalja az autofagiat, mig kozben gatolja az mTOR aktivalodasat. Ezzel
szemben az mTOR jollakott allapotban direkt és indirekt modon az Ulk1-en keresztiil
akadalyozza az autofagiat. Az Ulkl negativ hatast fejt ki az AMPK-ra, ezzel megakadalyozva
az autofagia talporgését, illetve az mTOR fehérjét is gatlo hatast fejt ki, ezzel autofafia
kozben a sejtndvekedést leallitja. A modell csupan két inputot vizsgal, a rapamycin szintjét,
mely az mTOR-t gatolja, illetve az AMPK aktivitasi szintjét, amely a sejt energia-
ellatottsaganak legfontosabb szenzora. Tobb kisérletes eredményt is megfelelden szimuldlnak
(pl. éhezés, rapamycin kezelés), ugyanakkor szdmos, mar kisérletekkel bizonyitott folyamatot
nem jol irnak le.Elképzelésiink szerint a modell kulcsfehérjéi kozott egyéb kapcesolat is van,
nevezetesen az mTOR képes az AMPK gatlasara, igy 1étrehozva egy extra dupla negativ
visszacsatolasi hurkot a rendszerben. Azt gondoljuk, hogy ennek a szabalyozéasi huroknak
dont6 szerepe van abban, hogy az elméleti titon készitett modell mas mutans fenotipusokat is
meg tudjon magyarazni. Az altalunk létrehozott modellel harom inputot vizsgal: a sejtek
¢hezését (AMPK aktivalas), a rapamycin szintet (mTOR gatlas) és a rezveratrol szintet
(mTOR gatlas és AMPK aktivalas). Ennek az uj modellnek a viselkedését kiillonb6zo
matematikai modszerrel (pl. szamitogépes szimulaciok, jel-valasz gorbék készitése)
vizsgaljuk. Emellett modelliink helyességét human embirondlis vese sejteken végzett
kisérletekkel is bizonyitjuk.

Az alabbi munka az Emberi Er6forrasok Minisztériuma UNKP-17-4-111-SE-75 K6dszamu Uj
Nemzeti Kivalosag Programjanak tAmogatasaval késziilt.

AMPK — AMP-activated protein kinase,
MTOR - mammalian target of rapamycin,
ULK1 - Unc-51 like autophagy activating kinase
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A PACAP HATASAINAK VIZSGALATA PIGMENTSEJTEKEN

Hajda Tiborl, Juhasz Tamésl, Kovécs Patrik?, Zsigrai Emesel, Vago Judit!, Emri Gabriella?,
Reglédi Déra®, Zakany Roza'

!DE AOK Anatomiai, Szdvet- és Fejlodéstani Intézet
’DE AOK Bérgyogyaszati Klinika
*PTE AOK Anatomia Intézet

A PACAP (hypophysis adenilat-ciklaz aktivaldo polipeptid) a hypothalamus altal
termelt 38 aminosavbol alloé neuropeptid, melyet elészor az idegrendszerben mutattak ki, de
jelenlétét leirtdk mar mas szdvetekben é€s szervekben is. Malignus betegségek kapcsan
igazoltdk a daganatsejtekre gyakorolt gatlo hatidsat. A bor pigment termeld sejtjeiben
(melanocytak) és az azokbol esetlegesen kialakuld rosszindulatii neoplasticus elvaltozasokban
(melanoma malignum cutis) a PACAP lehetséges szerepei idaig ismeretlenek, igy munkank
célja, hogy megvizsgaljuk a neuropeptid hatdsait melanoma sejteken és melanocytakon.

Kisérleteinket eltéré malignitasi melanoma sejtvonalakon (A2058, WM35) és normal
human epidermalis melanocytakon (NHEM) végeztik. A PACAP receptorainak (PAC1,
VPACI1, VPAC2) és bontoenzimének (DPP4) mRNS és fehérje szintii jelenlétét RT-PCR-ral
¢s Western blottal végeztiik. A sejtek PACAP termeld képességét a PACAP eldalak
(preproPACAP) mRNS expressziojanak detektalasan keresztiil ellenériztiikk. A PAC1 receptor
kifejezddését borbdl illetve kiillonbozd mélységli melanomas elvaltozasokbol szadrmazd
szovetmintak immunhisztokémiai vizsgalataval is megerdsitettik. A PACAP lehetséges
sejtmorfologiara, motilitasra, osztodasra gyakorolt hatasait tobbféleképpen vizsgaltuk, eldszor
egy inkubatorba helyezhetd sejtmonitorizaldo kamera alkalmazasaval videoanyag formajaban
rogzitettiik a vizualizalhatoé valtozasokat. Emellett migracios (Boyden-kamra) és invazios
assay-ket (Matrigel) végeztiink, ahol PACAP kezelést kovetden drasztikus csokkenést
figyeltiink meg a melanoma sejtek motilitasaban. Utobbi eredményeink tiikrében a PACAP-
nak a pigmentsejtek citoszkeletonjara kifejtett hatasait folyamatban 1évé kisérleteinkben
vizsgaljuk. 2x24 o6ras PACAP kezelést kdvetden CyQuant proliferacios assay-vel a WM35
sejtvonalon szignifikans csokkenést tapasztaltunk a sejtek osztédasaban.

Eredményeink arra utalnak, hogy a PACAP csokkenti a rosszindulata sejtek in vitro

vizsgalt migracios és invazios képességét, és feltehetden negativ hatassal bir a malignus sejtek

crer
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részletesebb feltardsa melanocytakban és melanoma sejtekben hidnypotlo jellegli és fontos

crer

A TERMO- ES OZMOSZENZITIV TRP IONCSATORNAK KIFEJEZODESE ES
SZEREPE HUMAN DERMALIS FIBROBLASZTOKON

Herczeg-Lisztes Erika, Kelemen Balazs?, Vladar Anitaz, Puskas Zs()ﬁaz, Gyetvai Agnesl,
Bir6 Tamas®, Toth Istvan Baldzs?

1Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Immunolégiai Intézet, 2 Debreceni
Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézet

A tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatorna csalad tagjai a sejtek kornyezetében
bekovetkezo fiziko-kémiai valtozasok fontos szenzorai; részt vesznek az ozmotikus-,
mechanikus-, termalis- és kémiai ingerek detektalasaban és feldolgozasaban. A TRP csalad
szamos tagja kifejezddik a bor epidermalis keratinocytdin, és a borfiiggelékekben, ahol
kiemelkedd szereppel birnak az epidermalis barrier funkci6 kialakitasaban, a szrndvekedés, a
faggyutermelés, valamint a gyulladdsos mediatorok szintézisének szabalyozasaban. A bor
mélyebb, dermalis rétegének sejtjein funkciojuk azonban kevésbé ismert, ezért munkank
soran humén dermalis fibroblasztokon (HDF-okon) vizsgaltuk a héérzékeny TRP csatornak
kifejezddését és funkciojat.

Human sebészeti mintakbol szdrmazo borbol izolalt primer HDF sejteken kvantitativ RT-PCR
technika alkalmazasaval vizsgaltuk a termoszenzitiv TRP csatorna transzkriptek expresszidjat.
A kifejez6do TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4 ¢s TRPA1 koziil a TRPV4 expresszidja volt a
legmagasabb, TRPM3-at csekély mértékben, mig TRPMS8-at egyaltalan nem detektaltunk.

Ezt kovetden a domindnsan expresszalodo, hdmérseklet emelkedésre és hipozmotikus
ingerekre is érzékenyTRPV4 szerepét vizsgaltuk. Fluoreszcens Ca?* indikatorok segitségével
megallapitottuk, hogy a TRPV4 funkcionalis ioncsatornat alkot HDF sejteken: specifikus
agonistai (GSK1016790A, 40PDD) dozisfiiggéen emelték az intracellularis Ca?*
koncentraciot, amit a TRPV4 szelektiv antagonista HC-067047 erételjesen gatolt. Hipotonias
ingerek alkalmazéasara a HDF sejtek az intracellularis Ca®* koncentrécié tranziens
emelkedésével reagaltak, ami a HC-067047 jelenlétében jelentdsen csokkent, utalva a TRPV4
szerepére a hipotonids ingerre adott valaszban.

A tovabbiakban vizsgaltuk a TRPV4 szerepét a HDF sejtek bioldgiai funkcidinak
szabalyozasaban. Eddigi eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a TRPV4 aktivacigja
jelentdsen befolyasolhatja bizonyos, az extracellularis matrix kialakitasdban fontos szereppel
bir6 gének (kollagén, matrix metalloproteindzok) expressziojat valamint egyes gyulladasos
citokinek termelédését. Ez alapjan felmertiil a dermalis fibroblasztokon kifejez6d6 TRPV4
lehetséges szerepe az extracellularis matrix dinamikus atépiilésének szabalyozasaban ¢€s a

crer

elvaltozasok kialakulasaban.

Roviditések: TRP — Tranziens receptor potencial; HDF — Human dermalisfibroblaszt; RT-
PCR — Reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakcid; 4aPDD- 4a-Phorbol 12,13-
didecanoate
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A PACAP JELATVITEL ZAVARAI ALZHEIMERES EGEREK VESEIBEN

Hinnah Barbara®, Horvath Gabriella?, Perényi Helga®, Zakany Roza®, Reglddi Dora?,
Juhédsz Tamas™

! Debreceni Egyetem AOK, Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet
2 pécsi Tudomanyegyetem AOK, Anatomiai Intézet, PTE-MTA,
,Lendiilet PACAP kutatocsoport”

Az Alzheimer-kor a kézponti idegrendszer degenerativ betegsége, mely kialakuldsa soran
tobb periférias szerv funkcidja is patologiasan elvaltozhat, pl. a vese, here, pancreas. A
PACAP (hypophysis adenilat-ciklaz aktivalo peptid) egy 38 aminosavbol allé neuropeptid.
Fontos szerepet tolthet be az Alzheimer kor egyes folyamataiban és a betegség

bir. Hipotézisiink szerint a PACAP ¢és a BMP jelatviteli ttvonal kapcsolata sériilhet
Alzheimer-koros vesében. A Framelim egy lizalt probiotikumokat, vitaminokat és zsirsavakat
tartalmazo taplalék kiegészit6, melynek adagolasa pozitiv hatasu a betegség lefolyasara,

crer

Kisérleteink soran Western Blot, RT-PCR és immunhisztokémiai mddszerekkel hasonlitottuk
Ossze Alzheimer-koros, Framelimmel kezelt valamint aktiv mozgasterapidn atesett egerekben
a PACAP jelatviteli utvonal egyes elemeinek jelenlétét.

Kimutattuk, hogy a PAC1 ¢és VPACI receptorok fehérjeexpresszidja megnd az Alzheimeres
egyedekben, melyet a Framelim is megemel, viszont az aktiv mozgés csak a VPACI receptor
fehérjeexpressziojat emeli. A PKA expresszioja Alzheimer-koros egerekben csokken, de nem
véltoztatja meg a mozgas és a Framelimes étrend sem. A BMPR1, BMP4 és Smadl
fehérjeexpresszioja emelkedik az Alzheimeres modellallatok veséiben, mely valtozasokat
Framelim adagolésa csokkenti és a mozgas kontroll értéken tart. Ezzel ellentétben a CREB
aktivabb, foszforilalt jelenléte megemelkedik és a 1V-es tipust kollagén fehérjeexpresszioja is
fokozodik, és Framelim adagoldsa tovabbi ndvekedést okoz az Alzheimeres allatokban. A
mozgas terapia viszont jelentdsen csokkenti a IV-es tipust kollagén expressziojat, de a CREB
expressziot kontroll értéken tartja.

Eredményeink arra utalnak, hogy a vese tubulusainak membrana basalisaban nélkiilozhetetlen
IV-es tipust kollagén termelése a PACAP jelatviteli utvonal megvaltozasan keresztiil szenved
zavart Alzheimer koros allatokban. Az alkalmazott beavatkozdsok hatdsa nem egyértelmil.

PACAP: Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide PKA: protein kinaz A, BMP:
bone morphogenic protein, CREB:cCAMP response element-binding protein

Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-2 kodszamu Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tdmogatasaval késziilt.
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AZ MTOR ES AZ AMPK KOZOTTI KAPCSOLAT VIZSGALATA

Holczer Marianna, Hajdt Bence, Banhegyi Gabor, Kapuy Orsolya

Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és Patobiokémiai Intézet

A sejtek homeosztazisat bonyolult szabalyozasi halozatok miikddése tartja fent. Ebben a
folyamatban kulcsfontossagu a tdpanyag-ellatottsagot kovetd mTOR és az energiatoltottséget
érzékeld6 AMPK kozotti egyensuly. Ezen folyamatok szoros kapcsolatban allnak az ULK 1
kinazzal, amely az autofagia induktora. Elegend6 tapanyag esetén az mTOR az ULK 1
gatlasan keresztiil gatolja az autofagiat és eldsegiti a felépitd folyamatokat. Cellularis stressz
hatasara az AMPK gétolja az mTOR-t, és az ULK 1-en keresztiil aktivalja az autofagiat,
mikozben az mTOR gatlasara az ULK1 is rasegit. Bizonyitott, hogy az ULK1 negativ
visszacsatolassal gatolja az AMPK-t, ami lehet6vé teszi az autofagia lecsengését és az mTOR
visszaaktivalodasat. Véleményiink szerint egy extra negativ szabalyozas is megtalalhato a
halézatban, nevezetesen az mTOR gatolja az AMPK-t. Ez a dupla negativ visszacsatolasi
hurok az AMPK és mTOR k&zott nélkiilozhetetlen, hogy az AMPK biztosan inaktiv
maradjon, ha a sejtnek nincs sziiksége ra. Kutatomunkank célja az mTOR-AMPK-ULK1
szabalyozasi halozatban levo kapcsolatok pontosabb meghatarozasa. Kisérleteinkhez human
embriondlis vese sejteket (HEK293T) hasznaltunk. A sejteket kezeltiik resveratrollal (AMPK-
t aktivalja, mMTOR-t gatolja), rapamycinnel (mTOR-t gatolja), Compound C-vel (AMPK-t
gatolja) és éheztettiilk (AMPK-t aktivalja) Oket. Vizsgaltuk a sejtek életképességét és Western
blottal kovettilk nyomon a fehérjék valtozasat. Egyes fehérjék szintjének a szabalyozasara
SIRNS-t hasznaltunk.Azt tapasztaltuk, hogy az AMPK nélkiilozhetetlen az autofagia
elinditasdhoz, mig az ULK1 az autofdgia fenntartasdhoz kell. mTOR géatlasa és/vagy AMPK
akitvacioja esetén eldszor az AMPK majd az ULK1 aktivalodott, amelyet az autofagia
indukcidja kovetett. Amennyiben az mTOR gatlasat az AMPK gatlasaval kombinaltuk, akkor
nem lattunk ULK1 aktivalodast és az autofagia is inaktiv maradt. Emellett kisérletekkel
igazoltuk, hogy az AMPK aktiv az mTOR géatlésa alatt. A molekularis kisérletek mellet az
MTOR-AMPK-UIk1 kozotti kapcsolatokat elméleti biologiai eszkozokkel is vizsgaljuk.Az
alabbi munka az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-17-4-111-SE-75 Kodszama Uj

Nemzeti Kivalosag Programjanak tdmogatasaval késziilt.

AMPK — AMP-activated protein kinase, mTOR - mammalian target of rapamycin,
ULK1 - Unc-51 like autophagy activating kinase
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A MIOZIN 16 ANKYRIN DOMEN HATASA AZ AKTOMIOZIN RENDSZERRE

Holl6 Alexandra’, Vékony Zsofial, Kengyel Andras'?, Nyitrai Miklos*?3

! pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet
ZSzentégothai Janos Kutato Kozpont
SMTA-PTE Nuklearis-Mitokondrialis Interakciok Kutatd Csoport

A miozin motorfehérje-csalad egyik kevéssé ismert tagja a nem-konvencionalis miozin 16,
amely a citoplazmaban és a sejtmagban egyarant megtalalhato és feltételezések szerint a
sejtciklus €s a proliferacid szabalyozasaban jatszhat szerepet. A miozin 16-0t legnagyobb
mennyiségben a kozponti idegrendszer szoveteiben mutattdk ki, elsésorban az idegfejlodés
id6szakaban. Erintettsége human korképek, pl. a skizofrénia és az autizmus kialakulasanak
hatterében is valdsziniisithetd. A miozin 16 fehérjék szerkezeti sajatossaga a fehérje N-
terminalis részén talalhatd, 8 ankyrin ismétlédést tartalmazé domén (Myol6Ank). Korabbi
vizsgalataink kimutattdk, hogy a Myol6Ank kotédik a nehéz meromiozinhoz (HMM) és
fokozza annak ATPaz aktivitasat.

A motor funkcié szabalyozasa kulcsfontossdgt a miozin fehérjék milkddése
szempontjabol. Vizsgalatainkkal arra kerestiik a valaszt, hogy a Myol6Ank a HMM melyik
rész€éhez kapcsolodva fejti ki a hatdsat, illetve az ATPéaz ciklus melyik 1épését tudja
befolyasolni. Vizsgalatainkhoz steady-state anizotropia illetve ATPaz aktivitds mérést,
valamint in vitro motilitasi probat hasznaltunk, teljes belsé visszaverddés fluoreszcencia
mikroszkop segitségével. Kisérleteinket vazizom aktomiozin modell rendszeren végeztiik.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a Myol6Ank a vdzizom HMM-en beliil kdzvetleniil a
motor doménhez, az ugynevezett S1 fragmentumhoz képes ko6tddni (Kp~ 7,01 uM) és
kozvetleniil fokozza az S1 ATPaz aktivitasat. Az in vitro motilitasi proba soran megfigyeltiik,
hogy a Myol6Ank jelenléte koncentracié fiiggd modon fokozza az aktin filamentumok
motilitasi sebességét. Mivel a Myol6Ank kozvetleniil nem képes aktint kotni, a hatas
feltételezhetdleg a motor domén ADP kibocsatasanak fokozasan keresztiil valosulhat meg.
Kiilonb6zd ATP koncentraciokon elvégezve a mérést azt tapasztaltuk, hogy a Myl6Ank
jelenlétében a motor domén alacsonyabb ATP koncentracion éri el a maximalis
reakcidsebességet.

Eddigi eredményeink alapjan a Myol6Ank egyik lehetséges intramolekuldris szerepe a
miozin 16 motor aktivitasanak szabalyozéisa lehet, mégpedig a motor aktivitds kozvetlen
fokozasan keresztiil.

Myol16Ank: Miozin 16 ankyrin domén; HMM: nehéz meromiozin;
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AZ ABCG2 MULTIDROGTRANSZPORTER EGY UJONNAN AZONOSITOTT
POLIMORF VARIANSANAK JELLEMZESE

Homolya Laszl6, Bartos Zsuzsa, Zambo Boglarka, Mézner Orsolya, Sarkadi Balazs

MTA TTK, Enzimologiai Intézet, Budapest

Az ABCG2 egy membrantranszporter, melynek feladata az endo- és xenobiotikum sejtekbol
torténo eltavolitdsa. Overexpresszioja rakos sejtekben multidrog-rezisztenciat okoz, ezért
multidrog transzporterként is ismert. Mivel a hugysav is az ABCG2 transzportalt szubsztratjai
kozé tartozik, a fehérje diszfunkciodja hiperurikémiahoz, illetve koszvényhez vezethet. Egy
korabbi munkaban egészséges emberek €s kdszvényes betegek vorosvérsejtjeiben az ABCG2
expresszios szintjét meghatarozva, sikeriilt azonositani egy eddig még nem ismert polimorf
varianst (M71V), amely alacsonyabb expressziot mutat az eritrocitakban. A mostani
vizsgalatunk célja az volt, hogy feltarjuk ennek a polimorfizmusnak a hatasat az ABCG2
transzporter expressziojara, lokalizacidjara és funkcidjara. Osszehasonlitasképpen az ABCG2
vad tipusu (vt) valtozatat, egy katalitikusan inaktiv (K86M) mutanst, valamint egy olyan
ismert polimorf varianst hasznaltunk, amely a koszvénnyel hozhat6 0sszefiiggésbe (Q141K).
Kisérleteink ramutattak, hogy az M71V véltozat a vt ABCG2-hoz képest alacsonyabb szinten
expresszalodik emlds sejtekben. Szemben a vad tipusu fehérjével, ami a plazmamembranban
helyezkedik el, az M71V-ABCG?2 jorészt intracellularis lokalizaciot mutat. Két fiiggetlen
rendszerben vizsgalva az M71V varians funkciojat, az tapasztaltuk, hogy a polimorfizmus
csak kevéssé befolydsolja az ABCG2 transzport kapacitasat és ATPaz aktivitasat. Kémiai
chaperonok (4-fenil butirat és kolhicin) emelték az M71V-ABCG2 expresszios szintjét és a
sejtfelszini megjelenését. Osszegezve, kisérleteink arra utalnak, hogy az M71V polimorf
varians egy folding és trafficking mutans, amely egy nem kell6en stabil fehérje, és feltehetéen
jorészt lebontésra keriil. Ha viszont eljut a sejtfelszinre, akkor el tudja latni a funkcidjat, igy a
farmakologiai chaperonok képesek lehetnek korrigalni ezzel a polimorfizmussal jaro
fenotipust.
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IDHI MUTACIOVAL OSSZEFUGGO BIOENERGETIKAI JELLEGZETESSEGEK
VIZSGALATA HUMAN GLIOMA SEJTEKBEN

Hujber Zoltan', Petdvari Gabor', Horvéth Gergc’iz, Danko Titanilla®, Krencz 11diké?, Téth
Fannil, Tretter Laszl6?, Jeney Andrés®, Anna Sebestyénl

! Semmelweis Egyetem, I. sz. Patoldgiai €s Kisérleti Rakkutato Intézet, Budapest

2 Semmelweis Egyetem, Orvosi Biokémiai Intézet, Budapest

Bevezetés: A low grade gliomék és szekunder glioblastomak 80%-ara jellemz06 az izocitrat-
dehidrogenaz 1 (IDHI) enzim funkcidonyeréses mutacidja. A mutacié kovetkeztében D-2-
hidroxiglutardt onkometabolit termelddik a sejtekben, mely epigenetikai €s metabolikus
valtozasokat okoz a tumorsejtekben. Az IDH1 mutdcié meghatarozasanak fontos szerepe van
a gliomék diagnosztikus besoroldsdban. Célunk az IDH1 mutacidval kapcsolatos energetikai
jellegzetességek vizsgalata, illetve terapias lehetdségek keresése.

Modszerek: Vizsgalatainkban U87 MG, U373 MG, U251 MG sejtvonalakat alkalmaztunk. Az
IDH1 mutaci6é hatdsanak tanulmanyozasara az U251 MG IDH1 R132H transzfektalt klonjat
hasznaltuk. A sejtek oxigénfogyasztasat, glikolitikus tevékenységét és szubsztrat oxidaciojat
Seahorse  technikaval —mértik. A  sejtek  anyagcseréjét  folyadékkromatografia-
tomegspektrometria modszerrel és Western blottal (anyagcsere enzimek, transzporterek és
szabalyozd fehérjék expresszidjat) vizsgaltuk (intra- ¢és extracellularis energia ¢és
onkometabolittermelés).

Eredmények: A sejtvonalak oxigénfogyasztasa ¢és glikolitikus kapacitasa jelentds
kiilonbségeket mutat. Az IDHI muticidé az alacsonyabb glikolizissel €s magasabb
sejtlégzéssel mutatott 0sszefiiggést. Az U251 MG sejtekre magas glutamin, glutamat és malat
oxidacio volt jellemzd, mely az IDH1 mutans U251 MG sejtekben szignifikans csokkenést
mutatott. Az U251 MG IDHI vad tipust sejteket D-2-hidroxiglutarattal kezelve megfigyeltiik,
hogy mind az alaplégzés, glikolitikus tevékenység €és szubsztratoxidacio is az IDH1 mutans
U251 MG sejtekhez hasonlo valtozasokat okozott az anyagceserében.

Kovetkeztetés: Az IDH1 mutdcié az alacsonyabb glikolizissel, magasabb sejtlégzéssel és
megvaltozott glutamin anyagcserével mutatott Osszefliggést, melyeknek akér terdpids
jelentdsége is lehet a jovoben.

Tamogatas: Richter Centenarium Alapitvany, STIA-KF- 17(SA), Bolyai-590/2015(SA),
UNKP-17- 3(HZ)-17- 3(K1)-17- 2(DT)
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A PROTEAZ-AKTIVALT RECEPTOR 1 JELATVITELI FOLYAMATAI
ENDOTELIUMBAN ES ERSIMAIZOMBAN

Janovicz Anna, Kerkovits Nora Melinda, Dr. Beny6 Zoltan, Dr. Ruisanchez Eva

Semmelweis Egyetem Klinikai Kisérleti Kutato Intézet

Bevezetés: A trombin hatasait kozvetité PAR1 receptor az erek endotél és simaizom sejtjein is
kifejezddik. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a PAR1 receptorok aktivacioja hogyan hat
az értonusra, és hogy milyen jelatviteli folyamatok vesznek részt a hatasok kozvetitésében.

Modszerek: Kisérleteinket WT, illetve PAR2, Goga1, Gaizns €¢s eNOS KO, valamint Go
fehérjéket gatld pertussis toxinnal kezelt egerek izolalt mellkasi aortaszegmensein végeztiik.
Ep endotéliumu és endotél-irott ereken is kisérleteztiink. Az érténus véltozasait izometrias
koriilmények kozott miografon regisztraltuk és a 124 mM K' indukalta kontrakciora
normalizaltuk. A PARI receptorok szelektiv aktivalasara a TRAP-6 peptidet alkalmaztuk.

Eredmények: A TRAP-6 ép endotéliumit WT erekben jelentds relaxaciot okozott, mig eNOS
KO ¢és endotélium-irtott WT erekben kontrakciot valtott ki. Mindkét hatds jelentésen
lecsokkent a PAR1 antagonista Vorapaxar jelenlétében. Meglepé moédon a TRAP-6 relaxdns
hatasa PAR2 KO erekben is lecsokkent, ami valdsziniileg a PAR1 és PAR2 receptorok kozotti
transzaktivacidval magyarazhat6. Az intracellularis jelatviteli folyamatokat vizsgéalva azt
tapasztaltuk, hogy a PLC gatloszer U73122 eltiintette a TRAP-6 relaxans hatasat, mely a
Gog11/PLC/IP3 jelatviteli ut érintettségére utal az eNOS-aktivacid folyamatdban. Ezzel
szemben a TRAP-6 okozta vazokonstrikcio valtozatlan maradt Gag11 KO erekben, illetve a
Go; gatolt egerek ereiben is. Jelentdésen csOkkent vazokostrikcidt tapasztaltunk azonban
Goaaznz KO erekben, valamint a Rho-kindz Y-27632-vel torténd gatlasat kovetden Gogrr KO
erekben.

Kovetkeztetések: Eredményeink szerint a PARI1 receptorok jelatviteli folyamatai jelentdsen
kiilonboznek az endotéliumban és az érsimaizomban. Az endotéliumfiiggd vazorelaxacid
kozvetitésében a PAR1/PAR2 transzaktivacio is szerepet jatszik és az intracellularis jelatvitel
a Gog/PLC/IP3  Uton valésul meg. Ezzel szemben a vazokonstrikcioban a
Gai213/Rho/ROCK  jelatviteli ut jatszik szerepet. Az intracellularis jelatviteli utak
kiilonbozdésége lehetdséget teremt a PARI receptorok altal kozvetitett vazodilatator és
vazokonstriktor valaszok szelektiv farmakologiai gatlasara.

Roviditések:

eNOS: endotelialis nitrogén-monoxid szintdz; IP3: inozitol-triszfoszfat; KO: deficiens; PARI:
protedz-aktivalt receptor 1; PLC: foszfolipaz-C; ROCK: Rho-kinaz; WT: vad tipusu

Kutatasi timogatas: OTKA K-112964, NVKP_16-1-2016-0042



48. Membran-Transzport Konferencia, POSZTER ABSZTRAKT

29

BIOAKTIV FOSZFOLIPIDEK TUMORELLENES HATASA

Juhasz Kata, Schmidt Janos, Wahr Matyas, Marosvolgyi Tamés, Lorand Tamas, Gallyas
Ferenc, Balogi Zsolt

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biokémiai és Orvosi Kémiai
Intézet

A zsirsavakat és a lipideket a tumorok progresszidjanak és metasztazis képzésének
kulcsfontossagi 0sszetevojeként emelik ki, azonban hatdsmechanizmusuk kevéssé ismert.
Egyes bioaktiv foszfolipidek metabolikus ttvonalainak enzimei kozo6tt tobb tumor
szupresszort is azonositottak. Kémiai szintézissel eldallitott specifikus foszfolipidek
tumorellenes szerepét 3D szferoid és klasszikus Boyden-kamra kemotaxis kisérletekben
vizsgaltuk in vitro tobb erdsen attétképz6 tumor sejtvonalban. A tumor invazids ttvonalak
farmakologiai gatlasaval vizsgéltuk az érintett jelatviteli kaszkadokat és a sejtek talélését.
Klinikai tumor mintak analitikai elemzésével a vizsgalt foszfolipidek in vivo szerepét

vizsgaltuk a lehetséges terapids felhasznalhatosag felderitésének érdekében.
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A CIKLOFILIN D-FUGGO MITOKONDRIALIS PERMEABILITAS TRANZICIO
KRITIKUS SZEREPE GYULLADASOS FOLYAMATOKBAN, STERIL SOKK ESETEN

Kéalman Nikoletta® Veres Baldzs®, Antus Csengel, Foénai Fruzsinal, Jakus Péter Balazs', Boros
Eva®, Hegediis Zoltan*, Erés Krisztian®, Nagy Istvan®®, Tretter Laszl6®, ifj. Gallyas
Ferenc™?’, Stimegi Balazs™?’

'Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Pécsi
Tudomanyegyetem

’Nuklearis-Mitokondrialis Interakciok Kutatocsoport, MTA-PTE, Pécs
$4Biokémiai® és Biofizikai* Intézet, MTA Biologiai Kutatokézpont, Szeged
5Sermics Biotechnolégiai Kft., Mérahalom

®Orvosi Biokémiai Intézet, Semmelweis Egyetem, Budapest

’Szentagothai Janos Kutaté Kozpont, Pécsi Tudoméanyegyetem, Pécs

CEL: A tanulmany célja a ciklofilin D (CypD vagyis peptidil-prolil izomeraz F) fiiggd
mitokondridlis permeabilitasi tranzicid6 (mPT) szerepének megértése lipopoliszacharid (LPS)
altal indukalt steril sokkban. RNS szekvenalasi adatokbol transzkriptom analizist végeztiink,
hogy bizonyitsuk az mPT gyulladdsos reprogramozasban betdltott szerepét, és
tobbszervi elégtelenséghez vezetd uton a m4j kitiintetett jelentdséggel bir, igy analiziseinket
vad tipust (WT; Ppif™") és génkititott (CypD KO; Ppif™) egér (C57BL/6) majszoveteken
végeztik.

EREDMENYEK: Vad tipust szovetekben az LPS jelent6s kiilonbségeket indukéal 2866 gén
expressziojaban, 206 utvonalon (IPA analizis), beleértve a mitokondridlis diszfunkcidhoz
vezetd, oxidativ foszforilaciot €és redoxfolyamatokat érintd valtozdsokat. A CypD kiiitése
csokkenti a szovetek oxidativ karosodasat, és csillapitja az LPS-indukalta valtozasokat kb.
1000 génben. Az antioxidans TEMPOL a CypD KO szdvetekben tapasztaltakhoz hasonldan,
részben csillapitja az LPS indukalta mitokondrialis biogenezishez vezetd génexpressziot mind
a mitokondrialisan, mind a nukledrisan kodolt gének (koztiik néhany transzkripcios faktor)
esetében. A CypD hidnya és a magas koncentrdcioban adagolt TEMPOL egyarant
csokkentette az egerek LPS indukalta steril sokk okozta haldlozasi aranyat, ami jelzi az
oxidativ stressz csokkentésének fontossagat a betegség progresszidjaban.

KOVETKEZTETESEK: LPS indukalta steril sokkban az CypD-fiiggd mPT felerdsiti a
gyulladasos folyamatokat, eldsegiti a betegség progresszidjat oxidativ stresszel Osszefliggd
mechanizmusok altal. Viszont a CypD kilitése visszaforditja és/vagy csokkenti az LPS
indukalta génkifejezddéseket ¢és utvonalvaltozasokat, végeredményben a betegség

crer

oxidativ stresszhez kapcsolddo rendellenességekben is.

,,Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-17-111-3 kodszamii Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tdmogatasaval késziilt”

C57BL/6 — laboratoriumi egértdrzs neve, CypD - ciklofilin D, IPA — Ingenuity Pathway
Analysis (Qiagen), KO — génkititétt, LPS — lipopoliszacharid, mPT — mitokondrialis
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permeabilitas tranzicio, Ppif — peptidil-prolil izomeraz F génje, TEMPOL — 4-Hydroxy-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine 1-oxyl, WT — vad tipusu

APPA FUNKCIONALIS DINAMIKAJANAK VIZSGALATA FLUORESZCENCIA
REZONANCIA ENERGIA TRANSZFER (FRET) SEGITSEGEVEL

Kapronczai Robert, Karadi Kristof, Pécsi I1diko, Grama Laszlo, Lukics Andras
Pécsi Tudoméanyegyetem AOK, Biofizikai Intézet

Az AppA a legismertebb ¢és legtobbet vizsgalt BLUFF domén fehérje, mely a Rhodobacter
sphaeroidesbaktériumban betoltott funkcidjat annak koszonheti, hogy kék fény hatasara
megvaltozik. A fotoaktivacié egyik legfontosabb szerepldje a 104-es triptofan, mely a
legkozelebb helyezkedik el a molekula FAD-ahoz. Rontgenkrisztallografias adatok alapjan a
triptofan fotoaktivaciot kovetden pozicidt valt. Ennek pontos mikéntje azonban erdsen
vitatott. Munkank célja ezen folyamat pontosabb feltérképezése. Korabbi e-téren folytatott
kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a sikeres vizsgalatok érdekében ki kell kiiszobolni a
tirozinat zavar6 jelét. Erre megoldasnak mutansok alkalmazasa, és a molekula pH
kornyezetének szabalyozésa latszik megfelelonek. Ezt célozzuk meg abszorpcids-emisszids
mérésekkel bebiztositani, hogy ezutan a Triptofan mozgasat els6sorban FRET méréssel ala
tudjuk tdmasztani. Eredményeink szerint a triptofan vilagos allapotban kevesebb energiat
képes a FAD-al k6z0olni, tehat arra kdvetkeztetiink, hogy messzebb keriilt a FAD-t6l, a
molekulan kiviilre. Ennek vizsgélatara pedig alacsonyabb pH-n érdemes a megfeleld
mutansokkal dolgozni a zajok sziirése érdekében.

Tamogatas: EFOP-3.6.2-16-2017-00005

Roviditések:

AppA = activation of photopigment and PUC A protein;
BLUF = Blue light sensing using

FAD; FAD = Flavin adenine dinukleotid

FRET = fluorescence resonance energy transfer



48. Membran-Transzport Konferencia, POSZTER ABSZTRAKT

32

PP2A SZEREPE A SOX9/CREB TRNSZKRICIOS FAKTOROK ES A RHAMM/CD44
INTERAKCIOK SZABALYZASABAN HUMAN MELANOMA SEITVONALAKBAN

Katona Eva’, Juhasz Tamas', HajdG Tibor', Nagy Georgina?, Kokai Endre®, Trencsényi
Gyt')rgy4’5 Gergely Pal®, Zakany Roza'

1 Debreceni Egyetem, AOK, Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet

2 Debreceni Egyetem, AOK, Bérgyogyaszati Klinika

3 Debreceni Egyetem, AOK, Orvosi Vegytani Intézet

4 Debreceni Egyetem AOK, Orvosi Képalkoto Intézet, Nuklearis Medicina Tanszék
5 Scanomed Kft. , Debrecen

A melanoma malignum cutis az epidermis pigmentsejtjeinek kontrollalatlan sejtosztoédasabol
kialakul6 rosszindulati daganat. A daganatok kialakulasdban szerepet jatszik az
extracellularis matrix alkotd hialuronsav (HA), melyet harom hialuronsav szintaz fehérje, a
HASI1, HAS2 és HAS3 termel, és egyuttal kot is a sejtekhez. Tovabbi HA-receptorok a
elosegitd szignal Utvonalak aktivalodhatnak. Ismert, hogy a melanomaformacioban sok
esetben szerepet jatszik a PP2A protein foszfatdz mutacidja, mely a SOX9 és CREB
fehérjéken keresztiil részt vesz a melanogenezis szabalyozasaban. A PP2A funkciojat eltérd
malignitasi melanoma sejtvonalakon vizsgaltuk 20 nM végkoncentracioban alkalmazott
okadainsavval (OA) torténé farmakologiai gatlasan keresztiil. A vizsgalatokhoz a nem
metasztatizdlo WM35, az agyi metasztazisbol szarmaz6d A2058 és annak- egérben erdsen
metsztatizalo- xenograftjabol szarmazé HTI168 melanoma sejtvonalakat hasznaltuk.
Megallapitottuk, hogy az OA csokkentette a PP2A enzimaktivitdst mindharom sejtvonal
gatlas hatdsara a melanogenezisben jelentdsségel bird6 SOX9 és CREB fehérjék foszforilalt
formainak mennyisége megemelkedett. A SOX9 ¢és CREB transzkripcids faktorokat
foszforilaldo ERK1/2 és PKA vizsgalata soran az ERK1/2 és a pERK1/2 mennyisége nétt, mig
a PKA fehérjeexpresszioja csokkent OA hatasara, valamint csokkent a PKA-SOX9- tengely
downstream targetjének, az MITF-nek a fehérjeexpresszidja is. A PP2A HA homeosztazisban
betoltott szerepét vizsgalva megallapitottuk, hogy OA hatasara eltéréen valtoznak a
kiilonb6z6 malignitasu sejtek HAS és hialuronidaz fehérjeexpresszids mintazatai; ugyanakkor
mindharom sejtvonal sejtjeiben csokken a migracios és invazios képesség, fokozott RHAMM
és CD44 fehérjeexpresszio mellett. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a PP2A
melyet in vivo, CB17 SCID egereken végzett PET/MRI kisérleteink is igazoltak: a subcutan
injektalt melanoma sejtekbdl 1étrejové daganatok OA kezelés hatisara csokkent radiotracer
aktivitast mutattak a kezeletlen daganatokhoz képest.

Tamogatas: OTKA CNK80709, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0025, TAMOP
4.2.4.A/2-11-1-2012-0001, GOP-1.1.1-11-2012-0197

PKA: protein kindz A, ERK1/2: extrecellular signal regulated kinase, RHAMM: Receptor for
Hyaluronan Mediated Motility
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MORFOLOGIAI ES BIOKEMIAI BIZONYITEKOK A MESOTHEL SEJTEK
PROFESSZIONALIS MAKROFAGGA TORTENO DIFFERENCIALODASAROL
GYULLADASOS FOLYAMATOK SORAN

Sandor Katz, Viktoria Zsiros, Anna L. Kiss

Semmelweis Egyetem, Anatoémiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet

Korabbi vizsgalataink igazoltdk, hogy gyulladasos stimulusok hatdsara a mesothel sejtek
makrofdg markereket expresszalnak (ED1, OX43) jelezvén, hogy makrofagszeri sejtekké
differencialodnak. Tekintettel arra, hogy a makrofagok professzionalis fagocita sejtek, és a
TNF-a f6 termeldi, vizsgaltuk a mesothel sejtek fagocitotikus aktivitasanak, és ezen citokin
expressziojanak valtozasat a gyulladas sordn.

A fagocitotikus aktivitast in vivo rendszerben tus festék és fluorescens jelolt biopartikulum
(pHrodo) intraperitonealis injektalasa utan vizsgaltuk a gyulladas kiilonb6z6 idépontjaiban.
Hasonl6 vizsgalatokat végeztiink in vitro, GM-CSF kezelt primer t01¢16 hashartyatenyészeten.
A szénszemcsék €s a biopartikulumok fagocitozisdt hagyomdnyos elektronmikroszkopos és
konfokal lézer mikroszképos vizsgalatokkal kovettiik nyomon. A TNF-a expresszidjanak
valtozasat immuncitokémiai és Western blot modszerekkel vizsgaltuk. Tekintettel arra, hogy a
TNF-a az carly growth response (EGR1) transzkripcios faktor targetje, vizsgaltuk, hogy a
mesothel sejtek expresszaljak-e az EGR1-et. Az EGRI1 expresszidjat ¢és nuklearis

foszforilacids szintjének a valtozasat is a rendszeriinkben.

Eredményeink igazoljdk, hogy a gyulladdsos stimulusok hatdsara a mesothel sejtek
fagocitotikus aktivitdsa jelentdsen megnd, TNF-a termelése fokozodik és EGRI1
transzkripcids faktort expresszalnak.

Tekintettel arra, hogy ezen atalakulds soran a mesothel sejtekben caveolin-1 expresszidja is
valtozik, Ugy véljik, hogy a mesothel sejtek gyulladas sordan makrofagokka
transzdifferencidlodnak, és ezt az atalakulast a caveolin-1/ERK1/2/EGR1 jelatviteli utvonal
szabalyozza.

Roviditések: TNF-a: tumor nekrotikus faktor-oa, GM-CSF: granulocita-makrofak colony
stimulalo faktor, EGR1: early growth response 1, ERK1/2: extracellularis szignal regulalta
kinaz
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PORC-PROGENITORSEJTEK IONCSATORNA-EXPRESSZIOJA ES MUKODESE
OSTEOARTHRITISBEN

Kothalawala William Jayasekara, Almassy Janos?, Zakany Roza®, Matta Csaba’

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, 1 Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani
Intézet, 2Elettani Intézet

Az iziileti gyulladas (osteoarthritis) az iziiletek valamennyi komponensét érinté degenerativ
elvaltozas, amely a tiineti kezelésen tal jelenleg nem gydgyithatd. A betegség progressziv
lefolyasa soran a porcmatrix sszetétele jelentdsen megvaltozik, a proteoglikan-tartalom
nagymértékben lecsokken, ami alapvetden befolyasolja a sejtek mikrokdrnyezetének
iondsszetételét. Hipotézisiink szerint ezzel parhuzamosan az iziileti porc sejtes elemeinek, a
chondrocytak és chondroprogenitor sejtek membranproteinjeinek és ioncsatornainak
expresszidja és mitkddése is megvaltozik. Jelen pillanatban ezen fehérjék szerepe az
osteoarthritis patogenezisében kevéssé tisztazott. Munkéank soran osteoarthritises porcbol
izolalt progenitorsejteken talalhatd ioncsatorndk miikodését tervezziik jobban megismerni.
Affymetrix génchip platformon kapott eldzetes eredményeink tobb ioncsatornat kodold gén
esetén mutattak eltérd expressziodt csontveldi mezenchimalis dssejtekhez (MSC) képest.

Jelen munkaban a gépchip segitségével kapott elézetes eredményeket kivantuk megerdsiteni.
Az in vitro tenyésztett progenitorsejtekbdl torténé RNS-izolalast kovetéen RT-gPCR
segitségével megvizsgaltuk egyes kivalasztott ioncsatorna-gének expressziojat. A reakciokat
Sybr-green alapt assay-vel, abszolut kvantifikalassal, a legstabilabban expresszalodo
haztartasi génre normalva szamitottuk ki. A sejteket az eltérd expresszids mintdzatot mutatd
ioncsatorndk inhibitorai vagy aktivatorai jelenlétében tenyésztve megvizsgaltuk a sejtek

crer

A nagy konduktancidji Ca®*-aktivalt K*-csatorna (BKc,) alfa és béta-alegységeinek
expresszios mintazata eltérést mutatott a referencia-sejtpopulacioként hasznalt MSCkhez
képest. A paxillin (inhibitor) vagy NS1619 (aktivalé szer) jelenlétében tenyésztett sejtek
proliferacids mintdzatdban eltéréseket tapasztaltunk. A sejtek elektrofiziologia
tulajdonsagainak vizsgalata jelenleg folyamatban van a patch clamp mddszer
felhasznalasaval.

A BKc, 1oncsatorna alegységeinek eltérd expresszids mintazata, valamint a sejteknek a
farmakonokra adott eltérd valasza alapjan feltételezhetjiik, hogy a progenitorsejtek
elektrofiziologiai tulajdonsdgaiban is eltéréseket fogunk talalni. Mivel szamos gyogyszer
ioncsatorndk miitkodésének modulalasan keresztiil fejti ki hatasat, ezért ezen progenitorsejt-
populéciod ioncsatorna-osszetételének €s mikodésének megértése ) tamadasponta
gyogyszerek kifejlesztéséhez jarulhat hozza.

Tamogatas: Az Emberi Er6forrasok Minisztériuma Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak, és
az MTA Bolyai Janos Kutatoi Osztondijanak tdmogatasaval késziilt.
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AZ OLAPARIB (PARP INHIBITOR) VED AZ OXIDATIV STRESSZ INDUKALTA
EPITHEL BARRIER DISZFUNKCIO ELLEN ES GATOLJA A GYULLADASOS
MAKROFAGAKTIVACIOT

Kovacs Dominika, Vamos Eszter, Stimegi Balazs, Ifj. Gallyas Ferenc, Radnai Balazs

Pécsi Tudomanyegyetem AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

Bevezetés: A gyulladasos bélbetegségek (IBD; Crohn-betegség, colitis ulcerosa)

egyarant fontos szerepet jatszanak. Mindezek az immunrendszer aktivalasan és az epithel
barrier kérositasan keresztiil érik el hatasukat. Az epithel hatarréteg destrukcidja a bél
permeabilitdsdnak fokozodéasdhoz, a patogének mucosalis immunsejtekkel vald
interakcidjahoz, ezaltal kontrollalatlan gyulladashoz, szovetkarosodashoz vezet. A
gyulladdsos mechanizmus kialakulasaban kulcsfontossagu faktor az oxidativ stressz, melynek
hatasara a PARP enzim tulzott aktivacidja tovabbi gyulladasos folyamatokat indukal és
nekrotikus sejthalalt eredményez. Munkénk célja a méar I1I-as klinikai fazisban 1évé PARP
gatld, az olaparib IBD-ben betdltott szerepének tisztazasa. Jelen kutatasunk soran az olaparib
epithel barrierre, illetve gyulladasos folyamatokra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk in
vitro.Modszerek: A H202 indukélta ROS termelését dihidrorodamin 123 fluoreszcens
festékkel, a sejtek tulélést MTT teszttel Caco-2 human colon epithel sejteken vizsgaltuk. A
mitokondrialis funkciokarosodasanak mértékét a sejtek oxigénfogyasztasanak és az
extracellularis pH-valtozasanak mérésén keresztiil Seahorse XFp Analyzer segitségével
hataroztuk meg. Az epithel barrier integritasat egy ellenallas alapu, valds idejii xCelligence
RTCA késziilékkel monitoroztuk. A gyulladdsos immunsejt aktivacio modellezésére LPS
(1pg/ml) aktivalt RAW Blue makrofag sejtek NFkB aktivaciojat, nitrit €s ROS termelését
mértik.

Eredmények: Kisérleteink soran az olaparib (10uM) kezelés hatasara jelentds mérteékben
csokkent aH202 indukalta ROS termelés, sejthalal, valamint a mitokondrialis funkcid
karosodasa. Az intesztinalis barrier in vitro modellezésére alkalmazott eptihel monolayer
oxidativ karositasa a barrier diszfunkcidjat eredményezte, azonban az olaparib kezelés
hatdséara az integritas megmaradt. Tovabba RAW Blue makrofagok LPS indukalta NFxB

crer

Konkluzié: Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az olaparib egyfeldl a makrofagok
gyulladasos aktivaciojanak gatlasan, masfeldl az epithel barrier funkci6 fenntartasan keresztiil
hathat,melyet minden bizonnyal a mitokondrialis karosodas mérséklésével ér el. Jovobeli
terveink kozott szerepel az olaparib hatasanak vizsgalata in vivo kisérletes colitisben, mellyel
a késdbbi human IBD terapias felhasznalasanak lehetdségét kivanjuk felvetni.

Roviditések:

PARP: poly(ADP-ribose) polymerase
IBD: inflammatory bowel disease
ROS: reactive oxygen species

LPS: lipopolysaccharide

NF«B: nuclear factor kappa B

Tamogatas: GINOP- 2.3.2-15- 2016-00049, GINOP-2.3.3-15-2016-00025
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A REKREACIOS MOZGAS SZEREPE A KOGNITIV KEPESSEGEK ES
NEURODEGENERATIV ELTERESEK JAVITASABAN AGING PATKANY MODELLEN

Kurucz Andrea’, Bombicz Mariann', Varga Balazs', Priksz Déniel', Trencsényi Gyorgy?,
Kertész Istvan?, Nagy Tamas®, Posa Aniko® Szilvassy Zoltan®, Juhasz Béla!

! Debreceni Egyetem, Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet, “Debreceni Egyetem,
Nuklearis Medicina Intézet, 3Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi ¢és
Informatikai Kar, Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék

A neurodegenerativ betegségek csoportjaba tartozé Alzheimer-kér az idéskori demencia
leggyakoribb oka. Patomechanizmusa a mai napig nem teljesen tisztazott, de ismeretes az agy
predilekcios helyein (hippocampus, parietalis, temporalis és frontalis lebeny) felszaporodo
koros szerkezetli B-amyloid fehérje, az altala indukalt idegrendszeri gyulladéas, oxidativ
stressz, valamint a kdvetkezményes tau fehérje hiperfoszforilacio és aggregacio szerepe, mely
folyamatok eredményeként nagymértékli neuronpusztulas kovetkezik be.

Régota feltételezik, hogy a fizikai aktivitas csokkenti az Alzheimer-kor rizikojat, és eldnydsen
befolyéasolja a betegség lefolyasat. Kisérletlinkben a rekredciés mozgas ¢€s az allatok kognitiv
képességének Osszefliggését vizsgaltuk.

A kisérletben résztvevd allatokat 3 f6 csoportba osztottuk, mely csoportokon beliil kiilon-
kiilon vizsgaltuk a himek és a néstények eredményeit: 1. id0s (18 honapos) kontroll allatok
(n=2x8), 2. id6s (18 honapos), futd allatok (n=2x8), 3. fiatal (3 hoénapos) kontroll allatok
(n=2x8). A kisérletben az Onkéntes fizikai aktivitds az dallatok ketrecébe bedllitott,
standardizalt futokerék segitségével, napi tobb km futast jelentett 3 honapon keresztiil. A
kisérlet soran a kognitiv funkcidokat Morris water maze (MWM) teszttel, az agyszovet
patologias elvéltozasait Pozitron Emissziés Tomografidval (PET), valamint szovettani (H&E,
Congo vords) és immunhisztokémiai modszerekkel vizsgaltuk. Az oxidativ stressz elleni
védekezést a hemoxigenaz-1 (HO-1) enzim aktivitasmérése alapjan allapitottuk meg.

A MWM tesztben a platdé megtalalasa az idds futd allatok esetében szignifikdnsan kevesebb
1d6t vett igénybe az 1dés kontroll allatokhoz viszonyitva. A PET-tel és szdvettani
vizsgalatokkal kimutathato strukturalis elvaltozasok mértéke szintén szignifikdnsan csokkent,
mig a HO-1 aktivitdsa a hippocampus és frontalis lebeny teriiletén szignifikdnsan emelkedett
a futas hatésara.

A fizikai aktivitdst végz6 idds allatok kognitiv funkcidi, valamint a neurodegeneracids
eltérések jelentdsen javultak az idds, iil6 életmodot folytatd patkdnyok értékeihez képest.

Tamogatas: GINOP-2.3.2-15-2016-00062, UNKP-17-4, UNKP-17-3
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GLUKOZ-6-FOSZFATAZ-B ENZIMKINETIKAI JELLEMZOINEK VIZSGALATA

Dr. Lédeczi Zsigmond, Dr. Pittner Rebeka, Dr. Bogel Gabor, Dr. Kardon Tamas

Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és Patobiokémiai Intézet

A gliik6z-6-foszfataz-p (G6PC3) az endoplazmas retikulum membranjaban elhelyezkedo
foszfohidrolaz aktivitassal rendelkezd enzim. Gliikoz-6-foszfatot (G6P) hidrolizalja
intralumindlisan gliilkézra és foszfatra. A majra specifikus, és a glukoneogenezisben
kulcsszerepet jatszo  glikoz-6-foszfatdz-a-t6l (GO6PCI1) Kkatalitikus alegységében ¢és
expresszidos mintazataban kiilonbozik, szekvencidjuk 36%-ban azonos. A foszfatiz
aktivitassal rendelkezé fehérjét a 17. kromoszoman elhelyezkedé G6PC3 gén kodolja,
megjelenése ubikviter, minden sejtben expresszalodik. A génben fellépd mutacidk pontosan
nem ismert mechanizmussal sulyos kongenitdlis neutropéniat (SCN4) és egyéb fejlodési
rendellenességeket okoznak. A G6PCI1 mutacidja altal okozott Von-Gierke korban a
neutropénia szintén jellegzetes tiinet, ezzel ellentétben SCN4-ben metabolikus elvaltozasok
nem jellemzoek, viszont fejlodési rendellenességek tarsulnak a neutropéniahoz. Az enzim két
izoformdjardl kimutattak, hogy a G6P-ot megegyez6 affinitassal képesek kotni. A G6PC3,
ahogy azt a G6PC1 esetében is leirtak, mas szubsztratkat is hidrolizalhat. Az ilyen jellegli
irodalmi adatok egyeldre ellentmonddak. Amennyiben sikeriil olyan szubsztratot taldlni,
amely esetleg fiziologiasan is szubsztratja lehet a G6PC3-nak, Ggy az enzim funkcidjara is
lehet beldle kovetkeztetni. Ennek alapjan feltételezziik, hogy nemcsak a gluko6z-6-foszfat
intramikroszomalis anyagcseréje befolyasolja a leukocitak funkciojat, hanem esetleg mas
fiziologias szubsztratok metabolizmusa is. Ezek a metabolikus utak akar apoptotikus utakat is
beindithatnak.

Munkacsoportunk az enzim kinetikai jellemzdinek meghatarozasat, valamint a kiilonb6z6
szubsztratok esetleges fiziologiai szerepének vizsgalatat tlizte ki céljaul.

Az enzim jellemzéséhez HEK sejteket transzfektalva taltermeltettiik a GFP taggel kapcsolt
G6PC3 enzimet. Az enzimaktivitdsokat kiilonb6zd szubsztratok haszndlataval a keletkezd
foszfat koncentracioja alapjan foszfomolibdenat modszerrel mértiik meg. Az enzimkinetikai
paraméterek meghatarozasahoz nem lineéris gorbeillesztést alkalmaztunk. A szubsztratokkal
illetve a defoszforilalt termékekkel fényszorason alapuld transzmembran transzportmérést
végeztiink patkanymaj mikroszoma mintak felhasznalasaval.

Az altalunk vizsgalt terminalis cukorfoszfat szubsztratok koziil a 6-foszfo-glukonat (6PG) a
riboz-5-foszfat (R5P) fruktdz-6-foszfat (FOP), eritroz-4-foszfat (E4P) és a szorbitol-6-foszfat
(S6P) esetében tapasztaltunk megndvekedett foszfataz aktivitast a kontroll mintakhoz képest.

A kisérletek az OTKA 101226 palyazat és a Bar6 Miinchausen program tdmogatdsaval
késziiltek.
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A LIZOFOSZFATIDSAV KOTODESE A HUMAN NCK1 FEHERJE SH2 DOMENJEHEZ
GATOLJA ADOMEN ES FOSZFOTIROZIN CELPEPTIDJE KOLCSONHATASAT

Koprivanacz Kitti*, Besztercei Balazs'?, Mihaly Judith®, Téke Orsolya*, Mer6 Balazs',Buday
Laszlo 1'5, Liliom Karoly 16

1 MTA TTK Enzimolégiai Intézet

2 Semmelweis Egyetem, Kisérletes Elettani Intézet

3 MTA TTK Anyag ¢és Kornyezetkémiai Intézet

4 MTA TTK Szerves Kémiai Intézet

5 Semmelweis Egyetem, AOK, Orvosi Vegytani Intézet

6 Semmelweis Egyetem, AOK, Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

A lizofoszfatidsav (LPA) a természetben eléforduld legegyszeriibb szerkezetii foszfolipid, a
lipid metabolizmusban az 0Osszetettebb foszfolipidek felépitésének prekurzora. Az elmult
kozel harom évtizedbenvilagossa valt, hogy fiziologids Osszetevéje a vérnek és mas
testfolyadékoknak, emelkedett koncentracioja indikativ emld, prosztata és egyéb daganatok
jelenlétére és korrelal azok attétképzd hajlamaval. Antiapoptotikus faktornak tekinthetd
jelatvive, mert aktivalja a sejtek tulélési folyamatait. A rakos sejtek LPA-t termeld enzimet
véalasztanak ki, amely autokrin/parakrin modon fokozza migracidjukat. Oxidativ stressz
koriilmények kozott az LPA acillanc-Osszetétele megvaltozik, mialtal gyulladasi faktorként
viselkedik, pozitiv visszacsatoldsi folyamatokon keresztiil eldsegitve sajat maga és egyéb
gyulladasfokoz6 citokinek termelddését. Ezeket a hatdsokat LPA-ra szelektiv hat G-
fehérjékhez kapcsolodo receptor kozvetiti.Ezenkiviil az LPA képes a PPARY transzkripcios
faktort aktivdlva neointima képzddést indukalni. Ismert, hogy sejtfelszini receptorok
fiziologias vagy patologias miitkodésének hatdsara LPA keletkezik a sejtmembran belso,
intracellularis rétegében membran-gorbiileti stresszt ¢és lokalis negativ toltéstobbletet
létrehozva. Az iddlegesen igy felgyiilemld LPA ) kotofeliiletet alakit ki, amelyhez
szelektiven kapcsolodhatnak a jelatviteli folyamatokban szerepld fehérjék egyes doménjei.
Ezek a dinamikus kotdhelyek modosithatjadk a fiziologias vagy patoldgias fehérje-fehérje
kolesonhatasokat. Az SH2 domének szekvenciaspecifikusan felismerik a foszforilalt tirozin
oldallancokat, amelyekhez kotddve jelatviteli folyamatokat inditanak be. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk az Nckl adaptorfehérje SH2 doménjének kotddését LPA-t tartalmazo
liposzomakhoz, illetve a gorbiilt felilletet mimikaldé micelldkhoz fluoreszcencia
spektroszkopia, ITC, MST, FTIR és NMR technikéakkal. Jellemeztiik a kotddés szelektivitasat
szerkezetileg €s funkcionalisan rokon lipidekkel Gsszehasonlitva, valamint az LPA-kotés
affinitasat és sztochiometridjat. Megmutattuk, hogy az LPA micellak jelenlétében az SH2
domén nem képes az ismert foszforilalt célpeptidjéhez kotdédni. Eredményeink alatamasztjak,
hogy az intracellularis membranfélben keletkez6 LPA a fehérjedoménekhez kotddve
modosithatja a jelatviteli folyamatok dinamikajat.

Roviditések:FTIR - Fourier-Transform Infrared SpectroscopylTC - Isothermal Titration
CalorimetryLPA-  Lysophosphatidic  acid  (Lizofoszfatidsav)MST -  Microscale
ThermoforesisNckl - Non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein INMR - Nuclear
Magnetic ResonancePPAR - Peroxisome Proliferator-Activated ReceptorSH2 - Src
Homology 2
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A FOTOSZINTETIKUS PIGMENT-FEHERJE KOMPLEXEK STABILITASANAK
JAVITASA REKONSTITUALT MEMBRANMODELLEKBEN

LINGVAY Monika?, AKHTAR Parveen?, ZSIROS Otté* GARAB Gy6z6?, LAMBREV
Petar?

Szegedi Tudoményegyetem, Természettudomanyi és Informatikai Kar, Fizika Doktori Iskola,

’MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Novénybioldgiai Intézet

A fotoszintetikus apparatus egyik kulcsfontossagu jellemzdéje a fénykarosodassal szembeni
ellenalloképessége és aktiv védelme, illetve a fénykarosodas kijavitasanak képessége. Ezek a
funkciok a teljes fotoszintetikus apparatus 6sszehangolt mitkodését feltételezik.

A korabbi munkankban, kiilonb6z6 optikai spektroszkopiai vizsgalatokkal kimutattuk,
hogy az altalunk eldallitott mesterséges membranok (proteoliposzomak) alkalmazhatok
modellként a komplex fotoszintézisfolyamatok tanulmanyozasdban és utdnozasaban, de
ezeknek viszonylagos instabilitasa boven teret ad a tovabbi fejlesztéseknek.

Jelen kutatasunk targya a magasabb rendii ndvényeknek a fényenergia begytijtésében és
atalakitasaban részt vevé PPC-knek (pl. az in. LHCII) mesterséges lipid membranokkal vald
kolcsonhatdsainak tanulményozédsa ill. a felépitett membranmodellek stabilitasanak
javitasanak lehetdsége. Célunk olyan modell membranok létrehozéasa — izolalt fotoszintetikus
fehérjékbol és lipidekbdl —, amelyek a természetes fotoszintetikus apparatus egyes részeit
utanozzak, és ho és fénnyel szembeni stabilitdsuk megkdzeliti a nativ tilakoidmembranokét.

Az LHCII-t tartalmaz6 mesterséges membranok fénykarosodasra valod hajlamat izolalt
komplexekkel 0sszehasonlitva vizsgaltuk. A mintdk pigmenttartalmanak sugarzasi do6zistol és
1d6tdl fiiggd valtozasait abszorpcids €s polarizacios (CD) spektroszkopidval elemeztiik. Azt
tapasztaltuk, hogy a lipid-kornyezetben az LHCII komplexek jobban ki vannak téve a fény
kéaros hatasanak, mint a detergensben szolubilizalt komplexek. A fotokarosodas lehetséges
mechanizmusaként, a malondialdehid—tiobarbitursav —reaktivitasi teszt segitségével
kimutattuk, hogy ez legalabb részben oxidativ stressz eredménye (membranlipidek fény-altal
indukalt peroxidacidja), amit kiillonb6z6 antioxidansok (Na-aszkorbat, tokoferol, B-karotén
stb.) fotoprotektiv hatdsanak bizonyitasaval is alatdmaszthatunk.

Roviditések:
PPC fotoszintetikus pigment—fehérje komplex

LHCII  ll-es fénybegyiijté komplex

CD cirkularis dikroizmus

Koszonetnyilvanitas:

A kutatast az Nemzetgazdasagi Minisztérium GINOP-2.3.2-15-2016-00001 péalyazatanak és
az Emberi Er6forrasok Minisztériuma UNKP-17-3-1 kodszama Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tdmogatasaval késziilt.
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A TR100 RAKELLENES SZER HATASA A MEMBRAN NANOCSOVEK
KIALAKULASARA ES MORFOLOGIAJARA

Hencz Alexandra Jalia', Somogyi Pal®, Madarasz Tamés', Nyitrai Miklos™*, Matko Janos®,
Bugyi Beata'?, Peter Gunning®, Szabo-Meleg Edina™®

'Pécsi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet, Pécs,
Magyarorszag

?Pécsi Tudomanyegyetem  Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Biotechnologia, Pécs,
Magyarorszag

3pécsi Tudomanyegyetem, Szentagothai Kutatokdzpont, Pécs, Magyarorszag

*E6tvos  Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Immunologiai Tanszék,
Budapest, Magyarorszag

*UNSW, School of Medical Sciences, Sydney, Australia

A sejtek kozotti kommunikdcid tobbféle mddon valdsulhat meg, ezek soran sejtek
bizonyos jeleket kiildhetnek/fogadhatnak. Ennek az intercellularis kommunikécionak egyik
formdja a membrdn nanocsdveken keresztil megvalosuld kozvetlen anyagtranszport. A
membran nanocsovek (orvos)bioldgiai jelentéségét mar sokrétiien bizonyitottdk. Nemcsak
lipidek, ionok, sejtorganellumok, vezikulumok tovabbitdsara képesek, de baktériumok,
virusok, prionok sejtek kozotti terjesztésében is szerepiik van. Eldsegithetik tovabba a tumor
rezisztenciat. A rosszindulatu sejtek kozott ily modon 1étrejové kommunikacidé gatlasara,
ezaltal osztédasuknak ¢és terjedésiiknek a megakaddlyozésara potencialis megoldast
jelenthetnek az anti-tropomiozinok (ATM-k). Az ATM-k a malignus sejtek aktin
citoszkeletonjat szabalyozo, a normal koriilményekhez képest fokozottabban expresszalodo
tropomiozin izoformékra fejtik ki hatdsukat. Az anti-tropomiozinok kozé sorolhatéo a TR100
nevezetll kis molekula, amely az aktin filamentumokhoz asszocialt Tpm3.1-hez kotodik és a
tropomiozin stabilizalé hatasat zavarja meg.

crer

crer

elengedhetetlenek a citoszkeletalis rendszer fehérjéi, kiilondsen az aktin filamentalis halozat.
A membran nanocsévek filamentalis aktin alapt struktardk. A TR100 sejtek €s nanocsovek
aktin citoszkeletonjara gyakorolt hatasat fluoreszcens phalloidin jeldléssel tettiik lathatova és
nagyfelbontdsu strukturalt megvilagitasu (SIM) mikroszkopiaval vizualizaltuk a véltozést.

A TR100 kezelés hatdsara a membran nanocsévek morfoldgidja megvaltozott, rovidiiltek
¢és vékonyodtak, tovabba a kialakult csovek szdma jelentdsen csokkent.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az aktin citoszkeletont kdzvetett modon
megcélzo molekuldk potencidlisan alkalmasak lehetnek a rdkos sejtek kozotti kozvetlen és
gyors informaciocsere gatlasara.

Kulcsszavak: membran nanocs6, aktin citoszkeleton, TR100

ATM: anti-tropomiozin
Tpm3.1: tropomiozin 3.1
SIM: strukturalt megvilagitastt mikroszkop
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A DANTROLEN HATASMECHANIZMUSANAK NYOMABAN

Magyar Zsuzsanna Edua, Diszhazi Gyula, Almassy Janos

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Elettani Intézet

A rianodin receptor (RyR) az izom szarkoplazmatikus retikulum (SR) membranjaban
talalhat6 ioncsatorna, mely fizioldgias koriilmények kozott idegi ingeriilet hatasara megnyilik
és Ca®*-t szabadit fel az SR-bSl, ami kivaltia az izom Osszehuzodasat. Malignus
hyperthermia-roham soran azonban az arra genetikai okok miatt érzékeny RyR illékony
altatoszerek hatdsara ingeriilet hianyaban is megnyilik és kontraktirat okoz, ami a Ca®-
felszabadulas dantrolénnel vald gatldsa nélkiil haldlhoz vezet. Bar a dantrolen koétéhelyet a
RyR-ban mar azonositottak, a szer pontos hatdsmechanizmusa ismeretlen. Ennek oka az az
ellentmondas, hogy a dantrolén gatolja az SR vezikuldkbol torténé Ca®*-felszabadulast, de
SR-bdl tisztitott csatorndkon torténd drammérésekben (single-channel arammérések)
hatastalan. Ez arra utal, hogy a RyR a tisztitasi folyamat sordn elveszti a dantrolen gatlo
hatasahoz nélkiilozhetetlen mikrokornyezetét.

Permeabilizalt izomrostokon nemrég kimutattak, hogy a dantrolen-hatashoz sziikséges faktor
a Mg,

Munkam sordn annak kivantam utanajdrni, hogy single-channel drammérésekben valoban a
Mgz+-e a dantrolen gatld hatdsahoz sziikséges hianyzo faktor. Ennek érdekében nyul
vazizombol szarmazo tisztitott RyR-okat épitettiink sik lipid kettds rétegbe és a dantrolen
hatéasat Mg2+ jelenlétében teszteltik. Eredményeink szerint a dantrolen 37+7%-kal
csokkentette a csatorndk nyitvatartasi valosziniiségét.

Ezutan a dantrolen SR vezikulakbol torténé Ca?*-felszabadulasra gyakorolt hatdsat vizsgaltuk
optikai modszerekkel. Kimutattuk, hogy a dantrolen altali gatlashoz Mg®* mellett ATP is
sziikséges, valamint, hogy a Mg2+ potencirozza a dantrolen gatld hatasat.

Eredményeink arra utalnak, hogy a RyR csak egy specifikus, (Mg2+ és ATP altal)

allosztérikusan modositott allapotaban képes kotni a dantrolent.
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C-VITAMIN KOMPARTMENTACIO ES EPIGENETIKA A KANYARGOS ARTERIA
SZINDROMA PATOMECHANIZMUSABAN

Margittai Eval, Németh Csilla Emesez, Nemoda Zséﬁaz, Low Péterg, Banhegyi Gébor?
'Semmelweis Egyetem, Klinikai Kisérleti Kutat6 Intézet
’Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és Patobiokémiai Intézet

SELTE TTK, Anatdmiai, Sejt és Fejlédésbiologiai Tanszék

A C-vitamin az egyik legismertebb vizoldékony antioxidans, mely a szabadgyokok
semlegesitésén kiviil enzim-kofaktorként is miikodhet. A sejt szdmos kompartimentumaban
megtalalhatd  Fe?*/2-oxoglutarat fiiggé dioxigenaz enzimek aktivitisahoz ~C-vitamin
sziikséges, mely a katalizis soran eloxidalodott vas visszaredukalasaban jatszik szerepet. llyen
C-vitamin dependens dioxigendzok taladlhatéak a sejtmagban is, ahol a hiszton és DNS
demetilacio révén az epigenetikai modositasokban vesznek részt.

Korabbi munkank soran leirtuk, hogy kanyargds artéria szindrémaban — mely egy 6roklédd
kotdszoveti megbetegedés — a C-vitamin oxidalt formajanak transzportja zavart szenved a
GLUTI10 transzporter génjének mutacidja révén. Mivel a transzporter a magmembranban
talalhato, feltételeztiik, hogy kanyargds artéria szindromaban a sejtmagi C-vitamin szint
alacsonyabb lesz, melynek kovetkeztében a sejtmagban elhelyezkedd, epigenetikai
modositasokban résztvevd enzimek aktivitasa csokkenhet. Vizsgaltuk ezért mind a sejtmagi
C-vitamin szintet, mind az 5-metilcitozin, és a demetilacio elsé 1épéseként kialakuld 5-
hidroximetilcitozin szintjét C-vitamin hozzdadéaséaval, ill. C-vitamin szupplementacio nélkiil
kanyargés artéria szindrémas paciensek fibroblasztjaiban.

Vizsgélataink sordn azt talaltuk, hogy a kanyargés artéria szindromas paciensekbdl izolalt
sejtekben a C-vitamin szint szignifikansan lecsokkent a sejtmagban. A paciensekbdl izolalt
fibroblasztokban az 5-hidroximetilcitozin csokkent szintje volt észlelhetd, mely defektiv
demetildciora utal. A demetilacié C-vitamin hozzaadaséval sem volt fokozhat6, valoszintileg
a C-vitamin transzporter magmembranba lokalizalodo hidnya miatt. A metilacios profilt nem
csak a teljes DNS szintjén, hanem kiilonbdzd kandiddns génekre vonatkozoan is
megvizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy a PPAR-y metilacigjat a C-vitamin hozzdadasa kizardlag a
kontroll fibroblasztokban csokkentette, a paciensekbdl izolalt fibroblasztokban a C-vitamin
hatastalan volt — szintén valdsziniileg a kanyargos artéria szindromas paciensekbdl hianyzo
transzporter miatt.

Eredményeink kanyargds artéria szindromds paciensekben megvaltozott DNS-metilacios
profilt mutattak mind a teljes DNS szintjén, mind specifikus gének egyes régidira
vonatkozoan. Ezen eredmények a C-vitamin epigenetikai szerepére utalhatnak a kanyargds
artéria szindroma patogenezisében. Vizsgalataink az elsék, melyek a C-vitamin transzport
szerepét igazoljak az epigenetikai modositasok kialakitasaban, és felvetik a lehetdségét annak,
hogy a kanyargds artéria szindroma akar kompartimentacios betegségként is értelmezhetd
lehet.
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LIPIDEK ANATOMIAJA: MOLEKULARIS VALTOZASOK TERBEN ES IDOBEN

Mark Lészlé, Schmidt Janos, Szabé Eva

PTE AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet

A matrix-segitett 1ézer deszorpcids ionizacidra (MALDI) épiil6 képalkotasi
tomegspektrometria lehetdvé teszi komplex biologiai strukturdk jelolésmentes képalkotasat.
Segitségével kozvetleniil a szovetmetszetekrdl szdrmaz6 lipidek, peptidek és proteinek térbeli
eloszlasat lehet viszonylag nagy térbeli felbontassal (ca. 20 mikrométer) vizsgalni.

Munkdénk soran a kiilonb6zo fejlédési fazisban 1évd egérembriok lipid és protein
Osszetételének valtozasait vizsgaltuk annak érdekében, hogy jobban megérthessiik az
implantéci6 és a korai embrionalis fejlddés soran bekovetkezd molekularis valtozasokat.
Vizsgalataink soran szamos LPA2 és COX2 altal szabalyzott lipid dsszetételében mutattunk
ki szignifikans kiilonbséget a mintacsoportok kozott. A legjelentdsebb eltérések a
foszfolipidek lokalis eloszlasaban tapasztaltuk, ahol a PC-k, PI-k, PE-K illetve egyes
endocannabinoidok térbeli és idobeni valtozasai az embridgenezis soran kivaldan kdvette az
embrid és az endometrium interakcidjanak folyamatat. Eredményeink hozzajarulnak a korai
embriondlis fejlddés jobb megismeréséhez és a kifejlesztett metodika 1) lehetéségek teremt
meg a jelolésmentes képelkotési kutatasok szdmara.
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AZ NRF2 ES A SEJTCIKLUS SZABALYOZOELEMEINEK KAPCSOLATA OXIDATIV
STRESSZ SORAN

Marton Margita®, Tihanyi Nikolett!, Banhegyi Gabor*, Kapuy Orsolya®

'Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani, Molekuléris Biologiai és Patobiokémiai Intézet

Oxidativ stressz soran a sejten beliili reaktiv oxigénvegyiiletek (ROS) felhalmozodasa
tulsulyba keriil az antioxidans vegyiiletekkel szemben. Ez a folyamat felborithatja a cellularis
homeosztazist, karositva a sejtet, és bekapcsolhatja a sejthalal folyamatokat is. Amennyiben
oxidativ vegyiiletekkel (mint példaul H,O,-dal, tBHP-dal) kezeliink sejteket, aktivalédnak a
kozponti celullaris stressz-valasz folyamatok, mikdzben a sejt osztddasi ciklusa gatlodik. Az
NRF2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2) fehérje szamos -citoprotektiv gén
transzkripcids szabalyozasaval kulcsfontossagli a redox egyensuly fenntartasaban. Egyeldre
az NRF2 sejtciklust szabalyoz6 hatasanak a részletei még nem ismertek. A sejtciklus egy
olyan pontosan meghatarozott folyamat, amelyet a ciklin fiiggd kindz/ciklin komplexek
hajtanak, és az ellendrzépontokban 1évé molekuldk allitanak le stressz esetén. A ciklin
fehérjék koziil a D-tipusu ciklinek reagalnak legérzékenyebb mdodon oxidativ stresszre.

Kutatdsom célja megvizsgalni, vajon a PERK altal aktivalt NRF2 befolyasolja-e a
Ciklin D1 fehérje szintjét oxidativ stressz esetén.

Bizonyitott, hogy a Ciklin D1-et oxidativ stressz esetén legatolja a PERK utvonal, mely
a sejtciklus leallasdhoz vezet. Feltételezésiink szerint a PERK kindz az NRF2 indukalasaval
gatolja le a ciklin molekulat kiilonb6zé modokon. Szeretnénk megvizsgalni azt, hogy az
NRF2 ¢és Ciklin D1 molekulak kozotti kapcsolat direkt és/vagy indirekt utvonalon keresztiil
valosul-e meg. Lehetségesnek tartjuk, hogy az NRF2 és Ciklin D1 fehérjék kozotti indirekt
kapcsolatot a ciklin fliggd kinaz inhibitorok (mint példaul p15, p21 és p27) hozzak létre.

Ez a kutatas az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-17-3-1-SE-30 kodszamu Uj
Nemzeti Kivalosag programjanak timogatasaval késziilt.

Kulcsszavak: oxidativ stressz, NRF2, sejtciklus, Ciklin D1

Roviditések: ROS: Reakiv Oxigénvegyiiletek; H,0,: hidrogén-peroxid; tBHP: tercbutil-
hidroperoxid; NRF2: nuclear factor erythroid 2-related factor 2; PERK: Protein kinase RNA-
like endoplasmic reticulum kinase
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A T-AMINOVAJSAV METABOLIZMUSA IZOLALT MITOKONDRIUMOKBAN ES
KOZPONTI IDEGRENDSZERI TUMORSEJTEKBEN

Mészi Aniko, Horvath Gergd, Svab Gergely, Tretter Laszlo
Semmelweis Egyetem, Orvosi Biokémiai Intézet

A y-aminovajsav (GABA) a kozponti idegrendszer legfobb gatlé neurotranszmittere. A
GABA-shunton keresztiil metabolizalodik, tobbnyire gliasejtekben. Metabolizmusa soran
szukcinat-szemialdehid keletkezik, majd szukcinatta torténd oxidacidja utan Iép be a citrat
korbe.

Az irodalomban legtobbszor gatldo neurotranszmitterként talalkozhatunk a GABA-val.
Folytattak kutatadsokat mitokondrialis metabolizmusban betoltott szerepérdl, azonban ez
mostandig csak kevéssé ismert. Kutatécsoportunk a GABA metabolizmusra kifejtett hatasat
vizsgalta agyi mitokondriumokban, mikroglidban, és kozponti idegrendszeri tumorsejtekben.
Kisérleteinkhez a mitokondriumokat tengerimalac agykéregbdl izolaltuk, ezt kdvetden Clark
elektroddal vizsgaltuk az oxigénfogyasztast. A sejtes vizsgalatokhoz BV-2 mikroglia, illetve
U251 glioblasztoma sejteket hasznaltunk. Ezen sejtek esetében Seahorse miiszerrel kovettiik
nyomon az oxigénfogyasztast, valamint az extracellularis médium pH valtozasat, amelybdl a
glikolizisre és az oxidativ dekarboxilezésre kovetkeztethetiink.

A GABA-t egyediili szubsztratként alkalmazva a mitokondrialis oxigénfogyasztas kismértéka
volt. Kombinacioban az a-ketoglutarattal nagymértékil, szukcinattal kismértékl fokozdodast
tapasztaltunk az oxidacioban.

A BV-2 mikroglia sejtek GABA metabolizmusat arteficialis cerebrospinalis folyadékban
vizsgaltuk. A GABA 6nmagaban jol oxidalddott és tobb mas ismert kdzponti idegrendszeri
szubsztrattal (glukoz, piruvat, acetat) kombinalva tovabb fokozta az oxidaciot. Glutamin
szubsztrat utan adva a GABA-t, nem tapasztaltunk szignifikdns novekedést. A GABA U251
glioblasztoma sejteken is jelentdsen fokozta az oxigénfogyasztast.

A GABA fontos szerepet tolt be a kozponti idegrendszer metabolizmusaban. Eredményeink
ramutattak, hogy a GABA metabolizmus a kdzponti idegrendszeri tumor sejtekben intenziv és
befolyasolasa farmakoldgiai célpont lehet a daganatos betegségek kezelésében.
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MOLEKULARIS ORAGENEK RITMIKUS EXPRESSZIOJA IN VITRO
PORCDIFFERENCIACIO SORAN

Matta Csaba, M. Abdulhadi Alagha, Vagé Judit, Zakany Roza

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani
Intézet

Az él6lények napi ritmusat (cirkadian ritmus) a hipotalamuszban megtalalhat6 kozponti 6ra,
valamint a testi sejtek (igy a porcsejtek) molekuléris 6rai szabalyozzék. A cirkadian ora
molekularis alapjat evolicidsan konzervalt 6ragének és -fehérjék ritmikus expresszioja €s
aktivitasa képezi, amelyek koziil a legfontosabbak a transzkripciods aktivatorok (Bmall) és a
transzkripcios represszorok (Perl/2). A fenti faktorok kozotti feedback tobb szaz downstream
gén kifejezddésének szabalyozasa révén képes biztositani a szovetek homeosztazisat. Egy
friss kozlemény nemrégiben bizonyitotta, hogy a molekularis o6ra egyik kulcsfontossagu
génjének (Bmall) mesterséges kiiitése egérben az iziileti gyulladashoz (oszteoartritisz, OA)
hasonlo tiineteket indukal az iziiletek szoveteiben.

A molekuléris 6ra miikodését €s jelentdségét a porcfejlodés soran eddig még nem vizsgaltak.
Ahhoz, hogy megértsiik a porcsejtek belso cirkadian ritmusanak szabdlyozasat és azt, hogy az
oOra ritmicitasanak felbomldsa hogyan vezethet OA kialakuldsdhoz, el6szor a molekularis
oranak a porcszovet kialakuldsa soran jatszott szerepét kell feltérképezni.

Kisérleteinket csirkeembriok végtagtelepeibdl eléallitott, spontan porcosodd micromass
kultarakon végeztiik. A molekularis 6rat szérumsokkal, illetve szérummegvonassal
szinkronizaltuk. A mintagytijtési idépontok beallitasat kovetden specifikus qPCR primerek
segitségével vizsgaltuk az dragének expresszids mintazatat Sybr-green alapt assay-vel, relativ
kvantifikacio modszerével.

Sikeriilt kimutatnunk, hogy a molekuléris 6ra a primer porcosod¢ sejtkultirdkban az in vitro
porcdifferencidcionak mar ebben a nagyon korai stddiumaban is mikddik: a legfontosabb
oragének (Bmall/2, Per2/3, Cryl/2) oszcillald expresszidt mutatnak. Ez egy igen tjszer(
eredmény, ugyanis egyaltalan nem volt biztos, hogy az 6ragének az embriondlis €let ilyen
korai szakaszéaban is oszcillaldo mint4zat szerint expresszalodnak. A porc- €s
csontdifferenciacio iranyitasaért felelds ,,master” transzkripcios faktorok (Sox6, Sox9, Runx?2)
is cirkadidn expressziot mutatnak, és hasonld mintazatot észleltiink a porcdifferenciacio
kalcium-jelétvitele szempontjabol fontos TRPV-receptorok esetén is.

Eredményeink a porcdifferenciacio szabalyozasanak jobb megismerésén keresztiil
hozzajarulhatnak az OA-pathogenesis molekularis mechanizmusainak alaposabb

feltérképezésehez.

Késziilt az MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondijanak tamogatdsaval.
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HAPTOGLOBIN ALPHA-1 FEHERJE MENNYISEGI MEGHATAROZASA
MESTERSEGESEN MEGTERMEKENYITETT EMBRIOK TAPOLDATABAN

Montské Gergely™?, Godony Krisztina®>, Véarnagy Akos?®, Badis Jozsef*3, Kovécs L.
Gabor***

Ypécsi Tudomanyegyetem, Szentagothai Janos Kutatokdzpont
’MTA-PTE Human Reprodukcios Kutatocsoport
3pécsi Tudomanyegyetem, Sziilészeti ¢s NOgyogyaszati Klinika

*Pécsi Tudomanyegyetem, Laboratoriumi Medicina Intézet

A human infertilitds vildgszerte terjedd tendenciat mutatd jelenség, mely évrol évre egyre
tobb part érint. A problémdbdl fakadéan fokozott igény mutatkozik a mesterséges
megtermékenyitéses beavatkozasok irant, lehetéleg minél magasabb sziiletési aranyt szem
elott tartva. A metabolomikai vagy proteomikai megkozelitésli, nem-invaziv mddszerek
alternativat kindlnak a hagyomanyos morfoldgiai szemponti embrio6 értékelés kiegészitésére.
Kutatécsoportunk egy lehetséges biomarker, a humdan haptoglobin alpha-1 lancénak
mennyiségi meghatdrozadsat végezte el mesterségesen megtermékenyitett embridk
tapoldataban.

Non-invaziv retrospektiv vizsgalataink sordn a beiiltetett embridk eldobasra keriild
tapfolyadék mintdit hasznaltuk, az elemzéseket tobblépcsds gradiens elucios
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria (LC-MS) segitségével végeztiik.

Osszesen 207 tapoldat minta analizisét végeztiik el, két csoportra osztva. A kontroll csoportba
tartoz6 embridk életképességének becslése kizardlag a hagyomanyos, morfologiai értékelés
segitségével tortént meg. A vizsgalati csoportban ezen tul elvégeztik az ¢életképesség
vizsgalatat a haptoglobin alpha-1 fehérje mennyiségi meghatarozasa alapjan is. A kizarolag
morfologiai szempontbol ¢letképes embriok (n=104) a kontroll csoportban Gsszesen 34
esetben vezettek sikeres klinikai terhességhez, a teherbeesés aranya 32.7% volt. A vizsgalati
csoport esetében (n=103) a mind morfoldgiai, mind a haptoglobin alpha-1 fehérje mennyisége
alapjan életképes embriok (n=66) dsszesen 30 esetben vezettek sikeres klinikai terhességhez,
a teherbeesés aranya 45.5% volt.

A megfigyelt novekedett teherbeesési rata (32.7% vs. 45.5%) hatterében a két modszer
kombinaci6jabol adodé lehetdségek allnak. A haptoglobin alpha-1 fehérje mennyiségi
meghatdrozasa alapjan lehetdvé valik a morfologiai bélyegek alapjan nem azonosithato,
alacsony implantacios potenciallal rendelkezé embridk sziirése.

Koszonetnyilvanitas:

Az eredmények az OTKA 115394 ,,Az embrio életképességének korai biokémiai indikatorai”
a GINOP-2.3.2-15-2016-00021 ,,Chip technoldgia alkalmazasa a human in vitro fertilizacid
eredményességének javitasaban” és az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-17-4-111 Uj
Nemzeti Kivaldésag Programja cimi palydzatok tamogatasaval valosultak meg.
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A GLUT10 TRANSZPORTER ES A KANYARGOS ARTERIA SZINDROMA

Németh Csilla', Margittai Eva?, Marcolongo Paola®, Benedetti Angiolo®, Banhegyi Gabor®

'Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és Patobiokémiai Intézet
2Semmelweis Egyetem, Klinikai Kisérleti Kutat6 Intézet

%Sienai Egyetem, Molekularis Orvostudomanyok Intézet, Siena, Olaszorszag

A kanyargoés artéria szindroma (arterial tortuosity syndrome, ATS, OMIM 208050) a
kotdszovet egygénes Oroklodd betegsége, melyet a nagyobb artéridk megnyulasa ¢és
kacskaringos lefutasa, az iziiletek hipermobilitdsa és a bor lazasaga jellemez. Az ATS okaként
az azonban, hogy a transzporter hianya milyen modon vezet a betegség kialakulasdhoz, nem
ismert. Sajat, korabbi eredményeinken alapuld hipotézisiink szerint a GLUT10 aszkorbinsavat
(vagy annak oxidalt formajat, dehidroaszkorbinsavat) transzportdlhat az endoplazmas
retikulum lumenébe. Az intralumindlis prolil- és lizil-hidroxildzok kofaktora az aszkorbinsav,
igy hianyaban a kollagén és elasztin képzddése zavart szenvedhet, mely magyardzhatja a
betegségben észlelt kdtdszoveti tiineteket.

Munkank célja a GLUT10 szubcellularis lokalizaciojanak vizsgalata, illetve a GLUT10-fiiggd
aszkorbat/dehidroaszkorbat  transzport kimutatdsa volt fibroblasztok endoplazmas
retikuluméban. Immunocitokémiai vizsgalataink a GLUT10 perinuklearis elhelyezkedését
mutattak kontroll fibroblasztokban. A GLUTI10 fehérje a fibroblasztok mikroszomalis
(endoplazmas retikulumot is tartalmazd) frakcigjdban volt kimutathatd immunoblottal.
Szelektiven plazmamembran permeabilizalt fibroblasztokban jelentds csokkenést észleltiink
az ATS sejtek, illetve GLUT10 csendesitett fibroblasztok dehidroaszkorbat felvételében, a
GLUT10 re-expresszalasaval ATS fibroblasztokban azonban helyre tudtuk A&llitani a
dehidroaszkorbat transzportot. Az in vitro transzlacioval eléallitott GLUT10 fehérje
proteoliposzoméaban szintén hatékonyan facilitalta a dehidroaszkorbat felvételét. A
fibroblasztok hosszantartdé inkubdlasa aszkorbat jelenlétében kétszeres intracellularis
aszkorbat koncentracidt eredményezett a kontroll sejtekben az ATS sejtekhez képest.
Eredményeink szerint tehat a GLUT10 az endoplazmas retikulumban és a magmembranban
elhelyezkedd transzporter, mely facilitdlja a dehidroaszkorbat felvételét az endoplazmas
retikulum lumenébe és a nukleoplazmaba; az aszkorbat hidny ezen kompartimentumok
aszkorbat-fliggd enzimeinek csokkent muikodésén keresztiil valthatja ki a patologids
hatasokat.

Roviditések: glukdz transzporter 10, GLUT10 vagy SLC2A10

kanyargoés artéria szindroma, ATS
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EXTRACELLULARIS VEZIKULAK ANTIOXIDANS FOLYAMATOKBAN VALO
SZEREPE

Németh Krisztina, Békés Marta, Paloczi Krisztina, Buzas Edit, dr. Tamasi Viola

Genetikai, Sejt- és Immunbiologia Intézet, Semmelweis Egyetem

Hattér: Ismert, hogy a sejtek EV-k segitségével képesek mas sejtekbe antioxidans hatasu
fehérjéket juttatni, azonban az, hogy antioxidans vegyiiletek hogyan befolyasoljak ezen EV-k
redox kapacitasat, még nem lett vizsgadlva. Kisérleteinkhez az ¢élelmiszertartdsitasra oly
gyakran hasznalt tBHQ-tvalasztottuk és azt vizsgaltuk, hogy az emlitett vegyiilet hogyan
befolyasolja a nyugvo és aktivalt CD4+ T sejtek altal szekretalt EV-k antioxidans kapacitasat.
Modszerek: CCRF-CEM sejteket 10uM tBHQ-val kezeltiik, majd feliiliszobdl differencial
centrifugalassal EV-ket izoldltunk. Az EV-k karakterizalasa aramlési citometridval tortént
CD63, CDS81, HSP70, annexinV markerekre nézve, tovabbda qNANO technikdval EV
méreteloszlas valtozasthataroztunk meg. Az EV-k PRDX1, PRDX2, NQOI1 és ALOXS5
mRNS tartalmat Tagman modszerrel vizsgaltuk. Eredmények: Elmondhatjuk, hogy a tBHQ
kezelés nem befolyasolta az EV-k PRDX1 mRNS tartalmat. PRDX2 mRNS tartalom
sejtekben szignifikdns valtozast mutatott: nyugvo sejteknél csokkenést (0,4x), aktivalt
sejteknél novekedést (3x) tapasztaltunk. ALOXS5 gént mRNS szinten EVkben nem sikeriilt
detektalni. NQO1 esetében elmondhatd, hogy a tBHQ nyugvo sejtekben indukélja(3x),
szekretdlt exoszomakban csokkenti (0,5x) az emlitett gén expresszigjat. Aktivalt CD4+ T
sejtekben a tBHQ szintén indukalta a sejtekben 1évé NQO1 expressziot és csokkentette az
exoszomak NQOI] tartalmat, de ez nagyobb mértékii volt, mint a nyugvo sejtek esetén (sejt
13x; exoszoma: nem detektalhato). Kovetkeztetések: Igazoltuk, hogy a tBHQ nem csak CD4+
T sejtek antioxidans kapacitasat befolydsolja, hanem a szekretalt EV-két is. A vizsgalt gének
koziil az NQO1-t kiemelve elmondhatjuk, hogy a tBHQ lehetséges protektiv hatdssal bir a
CD4+ T sejtekre nézve, azok redox stabilitasat eldsegiti, a génexpresszio fokozasaval és/vagy
exoszomakbol torténd mRNS visszatartasaval.

EV extracellularis vezikula

tBHQ terc-butil hidrokinon

CCRF-CEM human T cell lymphoblast-like cell line
PRDX1 peroxiredoxin 1

PRDX2 peroxiredoxin 2

NQO1 NAD(P)H-kinon dehidrogenaz 1

ALOXS arachidonat-5-lipooxigenaz

CD cluster of differentiation

HSP70 heat schock protein 70
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A KOMPLEMENT MASP-1 ENDOTELSEJTEKRE GYAKOROLT HATASANAK
TRANSZKRIPTOMIKAI VIZSGALATA

Németh Zsuzsanna®, Schwaner Endre!, Debreczeni Marta Lidia®, Kajdacsi Erikal, Doleschall
Zoltan®, Dobo Jozsef®, Gal Péter®, Cervenak Laszlo*

! Semmelweis Egyetem, III. Sz Belgyogyaszati Klinika, Kutatolaboratorium, Budatpest2
Orszagos Onkologiai Intézet, Patogenetikai osztaly, Budapest3 Magyar Tudomanyos
Akadémia, Természettudomanyi Kutatokozpot, Enzimologiai Intézet, Budapest

A komplementrendszer a velesziiletett immunitas szolubilis alrendszere. A
komplementrendszer lektin-utjanak egyik kulcsenzime a mann6zkotd lektin asszocialt szerin
protedz 1 (MASP-1), mely képes az endotélsejtek aktivalasara. Az endotélsejtek egyrétegii
laphamot alkotnak az erek bels6 felszinén és szdmos élettani funkcioval rendelkeznek
(ilyenek a gyulladas, érpermeabilitds, vérnyomas, angiogenezis, valalmint a koagulacio és
fibrinolizis szabdlyozésa). Korabbi fehérje szintii és funkciondlis vizsgalatainkban kimutattuk,
hogy a MASP-1 megndveli szamos, a gyulladasban fontos szerepet jatszo fehérje
kifejezddését.

A human koldokzsinér véna endotélsejteket (HUVEC) egészséges Ujsziilottekbol szarmazo
koldokzsinorbol preparaltuk és a konfluens allapot eléréséig tenyésztettiik. A sejteket 2 6ran
keresztiil kezeltiik 0,6 uM MASP-1-el, majd a kezelés utan RNS-t izoldltunk a G3 Human
Gene Expression 8x60K v3 Microarray (Agilent Technologies) kivitelezéséhez. A microarray
validalasra qPCR-t végeztiink 18 kivalasztott génen, melyekkel igazoltuk, hogy a micorarray
mérés eredményei jol tiikrozik a valos expresszié valtozast (Spearman-teszt: r=0,834
p<0,0001).

A KEGG, Reactome ¢és a GO adatbazisainak, valamint kereskedelmi forgalomban kaphato
kitek génlistainak segitségével dsszegytijtottiik a legfontosabb endotélsejt-funkciokhoz
(gyulladas, permeabilitas, koagulacio és fibrinolizis, angiogenezis valamint
vérnyomasszabalyozas) tartozo gének listajat. Ezek koziil a gyulladési (p=0,043) és a
permeabilitasi (p=0,015) gének csoportjaban szignifikdnsan tobb olyan gént talaltunk,
melynek expressziojat a MASP-1 szignifikdnsan valtoztatja, mint a teljes genomot tekintve.
GSEA analizissel pedig az angiogenezis génjeinek csoportja mutatott jelentds valtozast, mig a
MASP-1 a véralvadasi rendszer és a vérnyomasszabalyozas génjeinek kifejezdédését nem
befolyasolta jelentdsen.

Az endotélsejtek szdmos szabdlyozasi folyamatban jatszanak fontos szerepet, ezek koziil a
MAGSP-1 kezelés hatasara harom csoport (gyulladas, permeabilitas és angiogenezis) génjeiben
talaltunk jelentds expresszio valtozast. A fokozott gyulladas és érpermeabilitas lehetdveé teszi
az immunsejtek és a védekezésben fontos fehérjék szovetkozti térbe jutasat, majd a karosodott
érfal az angiogenezis soran regeneralodhat. Mindez a gyulladas szabalyozasat tekintve
egybevag korabbi ismereteinkkel, azonban a nagyateresztOképességli transzkriptomikai
vizsgalatok elsésorban egyfajta szlirdvizsgalatot jelentenek, igy a MASP-1 permeabilitasra és
angiogenezsire gyakorlot hatasanak részletesebb, fehérje-szintii vizsgalata sziikséges, ezen
vizsgalatok folyamatban vannak.

Roviditéesek: MASP-1 — mannozk6td lektin asszocialt szerint proteaz 1, HUVEC — human
koldokzsinor véna endotélsejt, KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, GO —
Gene Ontology Consortium, GSEA — Gene Set Enrichment Analysis
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A TRESK HATTER K" CSATORNA PKC ALTALI SZABALYOZASA
Pergel Enikd, Enyedi Péter, Czirjak Gabor
Semmelweis Egyetem, Elettani Intézet, Budapest

A TRESK a két porusdoménnal rendelkezd Kop csatornak csaladjaba tartozik. Miikodése
hattér K* 4ramot hoz létre, amely hozzajarul az érzd neuronok nyugalmi
membranpotencialjanak fenntartdsdhoz. A TRESK nagy mennyiségben fejezddik ki a
hatsogyoki €s trigemindlis ganglionok érzé neuronjaiban.

A csatorna szabalyozéasaban fontos szerepe van a kalcium-fiiggd kalcineurinnak, mely
defoszforildlva a csatornat, tobbszorOsére aktivalja annak miikddését. A kalcineurin
hozzakotddve a csatornahoz annak tobb szerinjét is defoszforilalni tudja. A csatorna nyugalmi
allapotba valo visszatérését kiilonbozo kinazok segitik. A PKA az S252-t foszforilalja, mig az
S262, S264 és S267 szerineket MARK kindzok foszforilalhatjadk. A kozelmultban leirtak,
hogy a human TRESK csatorna PKC-t aktivalé6 PMA hatasra szintén aktivalodik.

A mutans fehérjéket PCR alapi mutagenezissel hoztuk létre. A konstrukcidokbol ezt
kovetden cRNS késziilt, mellyel Xenopus laevis oocytakat injektaltunk. A kifejezodo csatorna
aramat két-elektrodos voltage clamp modszerrel mértem.

El6észor tisztazni szerettiik volna, hogy vajon a PKC hatésa a kalcineurin kdzvetitésével
jon-e létre. Eredményeink e lehetdséget kizartak: kalcium kelator EGTA nem védte ki a PMA
kezelés 4aramfokoz6 hatasat. Tovabbi kisérleteink azonban a kordbbrdl ismert
szabalyozohelyek szerepét bizonyitottdk: olyan mutdns csatornak, melyekben a kalcineurin
egyik célpontjat a szerin 264-es aminosavat alaninra, ill. glutaméatra cseréltiik, nem
aktivalodtak PMA kezelésre.

A csatornat foszforildlo MARK2 kinazrol ismert, hogy a PKC foszforilalja, ezaltal
gatolja a miikodését. Annak vizsgalatara, hogy a PKC csatornat aktivalo hatasanak hatterében
allhat-e a MARK PKC altali foszforilacidja (u.i. a gatlas gatldsa), olyan mutans trunkalt
MARK?2-t hoztunk 1étre, melyet a PKC nem tud foszforilalni. E konstrukciot koexpresszalva a
TRESK csatornaval a PMA elvesztette aramndveld hatasat.

A PKC hatasat nPKC koexpresszidjaval is vizsgaltuk. Ez a PMA-hoz hasonloan
aktivalta a csatornat. Mutans (tehat nPKC gatlasra érzéketlen) MARK2 koexpresszidja
azonban kivédte a PKC csatornat aktivalo hatasat.

Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PKC nem a kalcineurinon keresztiil
szabalyozza a TRESK csatornat. A PKC-fiiggé aktivacio lehetséges mechanizmusa az, hogy a
PKC gatolja a TRESK-et foszforilalo egyik kindzt, a MARK-ot, igy a csatorna nagyobb
hanyada kertil defoszforilalt/aktiv allapotba.

MARK: microtubule-affinity regulating kinase
nPKC: novel protein kinase C

PKA: protein kinase A

PKC: protein kinase C

PMA: phorbol 12-myristate-13-acetate
TRESK: TWIK-related spinal cord K* channel
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A ZOLD TEA POLIFENOL HATASA A SEJTADHEZIOS MATRIXRA ES A
SEJTADHEZIORA: VIZSGALATOK JELOLESMENTES OPTIKAI
BIOSZENZOROKKAL

Péter Beatrixl, Farkas Enik6?, Forgécs Enik(')'l, Saftics Andrésl‘3, Kovacs Boglérkal’z,
Kurunczi Sandor', Székacs Inna’, Csampai Antal®, B8sze Szilvia® és Horvéath Robert!

! MTA EK MFA, Nanobioszenzorika Lendiilet Kutatocsoport

2 Pannon Egyetem Vegyészmérnoki és Anyagtudomanyok Doktori Iskola

¥ BME Olah Gyorgy Doktori Iskola (Kémia és Vegyészmérmnoki tudomanyok)
* ELTE Kémiai Intézet

> MTA-ELTE Peptidkémiai Intézet

A z0l1d tea polifenol epigallokatekin-gallat (EGCg) pozitiv hatdsai mar régota ismertek
[1]. A szakirodalomban a szerzdk leggyakrabban jeloléses technikékat alkalmaztak, igy a z6ld
tea polifenol vizsgalata jelolésmentes modszerekkel Uj perspektivakat nyithat meg.

Munkank soran optikai jelolésmentes bioszenzorokat (OWLS és RWG bioszenzor)
alkalmaztunk a kivonat €16 sejtekre (HeLa sejtvonal) és kopolimer bevonatokra gyakorolt
hatasanak vizsgalatara.

Az éltalunk kialakitott multikomponens rendszernek kdszonhetden a polimer bevonat
készitése, kezelése kis molekulakkal (EGCg és oxidalt EGCg), és e kezelt bevonatokra
torténd sejtadhézid vizsgalata ugyanazon bioszenzor feliileten valdsulhatott meg, tobb
parhuzamos méréssel, valdés idOben, igy reprezentativ kinetikai adatokat kaptunk a
végbemend folyamatokrol.

Eredményként egy 0 modellt allitottunk fel az EGCg és a sejtadhézidos matrix
kolcsonhatasanak leirasara [2].

Ezen eredmények az EGCg indirekt, kozvetett hatdsait mutatjdk be, azonban a
késObbiekben szandékunkban all a polifenol direkt hatdsait is megvizsgalni jeldlésmentes
modszerekkel, és fényt deriteni arra, hogyan hat a kezelés a sejtadhézidra a bevonatokkal
tortend kozvetett interakciok nélkiil.

Irodalom

[1] B. Peter, Sz. Bosze, R. Horvath. Biophysical carachteristics of proteins and living cells
exposed to the green tea polyphenol epigallocatechin-3-gallate (EGCQ): review of recent
advances from molecular mechanisms to nanomedicine and clinical trials. European
biophysics Journal, 46 (1) 1-24. 2017

[2] B. Peter, E. Farkas, E. Forgacs, A. Saftics, B. Kovacs, S. Kurunczi, I. Szekacs, A.
Csampai, Sz. Bosze, R. Horvath. Green tea polyphenol tailors cell adhesivity of RGD
displaying surfaces: multicomponent models monitored optically. Scientific Reports, 7:42220,
2017.

Roviditések

EGCg: epigallokatekin-gallat

OWLS: optical waveguide lightmode spectroscopy (optikai hullamvezetd6 moddus
spektroszkopia)

RWG: resonant waveguide grating (rezonans hulldmvezetd racs)
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mTOR ES METABOLIKUS GATLOSZEREK HATASA HUMAN GLIOMA SEJTEKRE
IN VITRO

Petévari Gabor, Hujber Z1, Danké T1, Krencz I1, Toth F1, Horvath Gergo 2, Tretter Laszlo
2, Sebestyén Al

1 Semmelweis Egyetem, I. sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, 2 Semmelweis
Egyetem, Orvosi Biokémiai Intézet, Budapest

A gliomak a kozponti idegrendszer rossz progndzisu, malignus tumorai. A metabolikus
valtozasok, adaptaciok szerepe a daganatképzésben és progresszidoban mar jol ismert. Az
mTOR utvonal aktivitdsa szamos daganattipusban €s az agressziv gliomékban is ismert. A
PI3K / mTOR inhibitorok alkalmazasara mar zajlanak klinikai vizsgalatok, egyeldre kevés
sikerrel.

Munkank soran humén glioma sejtvonalak mTOR aktivitasat, metabolikus tulajdonsagait és
mTOR inhibitor érzékenységét vizsgaltuk in vitro. A metabolikus tulajdonsagok alapjan
tovabbi metabolikus ¢s mTOR inhibitorok kombinacigjat alkalmaztuk.

Az mTOR és egyéb metabolikus utvonal aktivitassal 0sszefliggd fehérjék expressziojat, az
intracellularis metabolit koncentracion alapulé metabolikus profilokat és az mTORCI, a
kettds mTOR inhibitorok és mas metabolikus inhibitorok (pl. glutaminaz, glikolizis és
mitokondrialis inhibitorok) vagy temozolomid anti-proliferativ hatasat vizsgaltuk in vitro.

A négy vizsgalt glioma sejtvonal kiilonb6z6 mTORCI és C2 komplex aktivitast mutatott és a
metabolikus enzimek expresszids mintazatai is eltéréek voltak. Az onko- (laktat, 2-HG) és a
TCA metabolitok (malat, szukcinat, citrat) intra- és extracelluldris koncentracidja és a sejtek
bazalis oxigénfogyasztasa korrelal ezekkel a metabolikus kiilonbségekkel. Az mTORC1/C2
¢és a dual mTOR inhibitorok szignifikdnsan magasabb anti-proliferativ hatast mutattak, mint
az mTORCL1 inhibitor in vitro. Tovabba, a kiilonb6zo kombinaciok hatasai a mitokondrialis
funkcidk fontos bioenergetikai szerepére utalnak a sejtek proliferativ kapacitdsaban, amelyek
egyéni kiilonbségeket mutatnak.

Eredményeink alapjan, a tumor sejtek metabolikus jellemzése, valamint az mTORI-k vagy és
a hasznalatban 1évd kemoterapids szerek kombinacidja a kivalasztott metabolikus utvonalak
gatloival a metabolikus profil eredményekkel 6sszevetve tovabbi javulast eredményezhet a

crer
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H44 AppA MUTANSOK FUNKCIONALIS DINAMIKAJANAK VIZSGALATA
ULTRAGYORS SPEKTROSZKOPIAVAL

Katalin Pirisi*, Agnieszka Zieba?, Robert Kapronczai®, Greg Greetham?®, Peter J. Tonge?,

Steven R. Meech*, Andras Lukacs®

! Department of Biophysics, Medical School, Szigeti Str. 12, H-7624 Pécs, Hungary
2 Department of Chemistry, and Department of Biochemistry & Cell Biology, Stony Brook
University, Stony Brook, New York® Central Laser Facility, Harwell Science and Innovation
Campus, Didcot, Oxon OX11 0QX, United Kingdom* School of Chemistry, University of
East Anglia, Norwich Research Park, Norwich NR4 7TJ, United Kingdom

A BLUF domén fehérjek a fotoaktiv flavoproteinek egy kiemelt csaladjat alkotjak,
amelyekben a fényelnyelést kovetden strukturdlis atrendezddés valdosul meg szoros
Osszefiiggésben a fehérje funkcidjaval. A legismertebb és legtobbet vizsgalt BLUF domén
fehérje Rhodobacter Sphaeroides-ben fellelhetd, a transzkipcios reguldcioban részt vevod
AppA.

Sotét, oxigén-szegény koriilmények kozott az AppA a PpsR nevill transzkipcids faktorhoz
kotddik, intenziv kék szinli fény hatdsara pedig az AppA-PpsR2 komplex disszocialodik,
lehetové téve ezzel a PpsR DNS-hez valdé kotdédését és egyuttal megakadalyozva a
fotoszintetikus rendszer fehérjéinek bioszintézisét.

Korabbi vizsgalataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a fehérje funkcidjat a flavint
koriiloleld hidrogénkotésrendszer fényabszorpcid révén megvalosuld atrendezédése triggereli.
Jelen munka a flavin C2 atomjdhoz kozel es@ 44-es pozicidoban helyet foglald histidinek
cseréjével létrehozott mutansokra koncentral. Tekintve, hogy az aminosav hidrogénkotéssel
kapcsolodik a flavinhoz, a kiilonb6z6 mutéciok esetén a hidrogénkotés rendszer is kiillonb6zo.
A fotociklus feltérképezése lathato- ¢€s infravords tartomany beli tranziens abszorpcios

spektroszkopiaval valosult meg.
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MAKROMOLEKULARIS ZSUFOLTSAG HATASA EGZOTIKUS DNS SZERKEZETEK
KIALAKULASARA

Pfalzgraf Frederik, Somkuti Judit, Smeller L4sz16

Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

Bar az in vitro molekularis spektroszkopiai mérések nagy részét hig vizes oldatokban végzik,
nem szabad elfelejteniink, hogy az ¢él6 szervezetben ett6l merdben eltéré koriilmények
uralkodnak. A sejt belsejében a kiilonféle makromolekuldk 6sszesitett koncentracidja 30-40%
kortili. Az utoébbi években egyre elterjedtebben vizsgaljak, hogy a zsufolt kornyezet hogyan
befolyasolja egyes makromolekuldk szerkezetét és miikodését. Nagyon sok adat van arra
nézve, hogy a fehérjék szerkezete és stabilitdsa zsufolt kornyezetben eltér a hig oldatban
mutatottol.

Méréseinkben egy rovid egyszalh DNS szakasz, un. aptamer viselkedését ¢és
szerkezetvaltozdsait vizsgdltuk zstfolt kornyezetben. A makromolekularis zsufoltsagot
kisérletesen poliszacharidok vagy fehérjék segitségével allitjak eldé. Mi erre a célra 70 kDa
moltdmegli Ficoll-t hasznaltunk, ami egy elagazd poliszacharid. Vizsgélati objektumunk a
trombint koté aptamer (TBA, thrombin binding aptamer) volt. Ez a 15 bazisbol
(GGTTGGTGTGGTTGG) 4allo DNS egy erdsen felcsavarodott szerkezetet az un. G-
quadruplex szerkezetet veszi fel. Itt a guaninok négyesével egy sikban helyezkednek el. A
TBA-ban két ilyen négyes talalhatd egymas felett.

Meéréseinkben a TBA hdstabilitasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a zsufolt kornyezet (10-
40% Ficoll) — a korabbi fehérjés méréseinkkel ellentétben - nem befolyasolja jelentésen az
atalakulasi hdmérsekletet. Ezt azzal magyardzzuk, hogy a TBA viszonylag kis molekula, és
ezért a kizart térfogat effektus sokkal kisebb, mint a fehérjék esetén.

A magas homérsékletli kitekeredéssel szemben a quadruplex szerkezet feltekeredése nagyon
érzékeny volt a zsufolo agensek jelenlétére. A feltekeredés dinamikaja mar alacsony (10%-0S)
Ficoll koncentracio esetén is jelentésen lelassult. Ez arra mutat, hogy a szerkezet kialakulasa
soran van olyan koztes allapot, amely jelentds térfogatigényti.
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G-QUADRUPLEXEK VIZSGALATA SPEKTROSZKOPIAI MODSZEREKKEL

Végh Andras, Somkuti Judit, Adanyi Monika, Smeller Laszlo

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

Tébb mint 50 évvel Watson és Crick Nobel dija utdn mar vilagos, hogy a DNS molekula a
kettds hélix szerkezet mellett szamos mas egzotikus struktarat vehet fel. Ezek egyike a G-
quadruplex szerkezet, amelyben guanin bazisok szervezddnek plandris strukturaba. Négy
guanin bazis kapcsoldodik Hoogsteen féle kdlcsonhatasokkal egymashoz €s ezekbdl a sikbeli
négyesekbdl tipikusan ketté vagy harom van egymas folott.

A quadruplexek jelentdségét megnovelte, amikor felfedezték, hogy a DNS lanc végén
clhelyezkedd telomér régié szekvencidja olyan, hogy benne a G-quadruplex szerkezetek
konnyen megjelenhetnek. Ugyancsak talaltak quadruplex strukturakat egyes onkogének és
protoonkogének promoter szekvencidiban. A G-quadruplex térszerkezet gatolhatja ezek
kifejezodését, illetve a telomér régidban gatolja a telomeraz aktivitast.

Kisérleteinkben a trombin koté aptamert (TBA) és a human telomér régidban eléfordulod
szekvenciat (Htel) hasznaltuk. Ezek szekvencidja: GGTTGGTGTGGTTGG (TBA) és
AGGGTTAGGGTTAGGG (Htel). A térszerkezet kialakulasat Fourier transzformacios
infravorés (FTIR) és fluoreszcencia spektroszkopiaval kovettiik. Ez utdbbi esetben az
aptamerek két végét fluoreszcensen jeloltiik egy donor-akceptor parral, és a FRET (Forster
rezonancia energiatranszfer) jellel kovettiik a térszerkezet valtozésait.

A quadruplex szerkezet megjelenéséhez sziikséges egy kdzponti ion jelenléte. Kisérleteinkben
a K" ion mind a TBA, mind pedig a Htel esetén stabilizalta a szerkezetet. A Htel szerkezete
sokkal nagyobb hdstabilitdst mutatott, ami azzal magyardzhatd, hogy a human telomér
haromszintli G-quadruplexet alkot, a TBA-ban pedig csak két egymassal parhuzamos G-tetrad
jelenik meg. Ez a kiilonbség egyértelmilien kovetkezik a szekvenciabol, ahol harom, ill. kettd
guanin ismétlédik. A quadruplex szerkezetek kitekeredéséhez tartozd6 AH értékek is jol
mutatjak, hogy a Htel-t 50%-al tobb hidrogénhid kotés stabilizalja.

a Htel stabilitdsat vizsgaltuk a hozza igazoltan koté TMPyP4 molekula jelenlétében, és

igazoltuk ez utobbi stabilizalo hatasat.

(TBA: thrombin binding aptamer, Htel: human telomér, FTIR: Fourier transform infrared,
FRET: Forster rezonancia energiatranszfer)
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A MITOKONDRIALIS ANYAGCSEREHALOZAT MODELLIJE
Svab Gergelyl‘z, Szederkényi Géborz, Horvath Gergc’il, Tretter Laszlo!

! Semmelweis Egyetem, Orvosi Biokémiai Intézet, MTA-SE Neurobiokémiai Kutatdécsoport
2 Pazmany Péter Katolikus Egyetem, Informécids Technoldgiai €s Bionikai Kar

A mitokondriumok fontos szerepet toltenek be a szervezet sejtjeinek anyagcseréjében. A
mitokondrialis citrat-kor altal katalizalt reakciok kozismertek, viszont a mitokondrium
aktualis metabolitszintjeirdl kevés informécioval rendelkeziink. Joggal vetddik fel az igény a
mitokondrium intermediereinek id6beli koncentracid-valtozasanak leirasira, mivel ezek
szamos korallapotban megvaltoznak. Az irodalomban megtalalhatd modellek széles
tartomanyban mozgd paraméter-értékeket adnak meg, ezért a validaciojuk soran jelentds
ponttalansagok figyelheték meg.

A munkank soran egy pontosabb kvantitativ modellt szeretnénk folallitani a mitokondrialis
anyagcsere folyamatok analizise érdekében, melynek célja a reakcidkat katalizaldo enzimek
megvaltozott miikodése soran kialakult anyagcsere allapotok leirdsa. Emellett a mitokondrium

A modellezés soran a citrat-kor, az elektron transzportldnc, a maléat-aszpartat és a citrat-
piruvat inga mikodését kiilon-kiillon szimuldltuk, majd késébb Osszekapcsoltuk. A
reakciosebességek meghatdrozasahoz a Michaelis-Menten enzimkinetikdt hasznaltuk. A
transzportok sebességét a koncentracid gradiensek alapjan hataroztuk meg. A modellben
szerepld enzimek és transzporterek paramétereit enzimkinetikai méréseink €s irodalmi adatok
alapjan, illetve paraméterbecslési eljardsokkal hataroztuk meg. A reakcidk soran lezajlo
koncentracio-valtozasokat differencial-egyenletekkel irtuk fol. A modell 45 differencialis
valtozot tartalmaz a kiilonb6z6 anyagok koncentracioinak megfeleléen. A modellt MATLAB
kornyezetben implementaltuk, a differencial-egyenletek megolddsdhoz ode23s solvert
hasznaltunk.

Az eredményeink azt mutatjdk, hogy az 0©nallo6 folyamatok ugyan kiilon konnyen
szabalyozhatoak, azonban miikddésiik jelentdsen eltér a fiziologiastol. Ezzel szemben a
modulok 0Osszekapcsolasaval egy komplex rendszer jon létre, amiben az egyes modulok
egymast képesek szabalyozni a kimeneteik altal, igy a fiziologidshoz kozeli eredményeket
kaphatunk.

Ez eredmények azt mutatjadk, hogy a modell bdvitésével és paramétereinek pontositasaval
egyre jobban tudjuk koézeliteni a fizioldgias folyamatokat, ezért késdbbi terveink kozott
szerepel tovabbi anyagcsere folyamatok beépitése, €s a hianyzo6 illetve pontatlan paraméter
értekek mérése. Modelliinket a késObbiekben szeretnék felhasznalni kiilonb6z6 korallapotok
modellezésére azaltal, hogy az egyes enzimek defektusainak kovetkeztében megvaltozott
paramétereinek metabolizmusra gyakorolt hatdsat szeretnénk kvantitativan megbecsiilni.
Ezaltal szeretnénk komplex képet kapni a mitokondrium metabolizmusardl és
metabolomikajardl, és megjésolni az egyes enzimdefektusok sulyossagat.

Tamogatok: EFOP-3.6.2-16-2017-00013, EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009
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A GOROGSZENA (TRIGONELLA FOENUM-GRAECUM) MAGORLEMENY
VALAMINT A DIOSGENIN HATASA AZ ENDOTHELIUM-FUGGO
VAZORELAXACIORA A METABOLIKUS SZINDROMA PATKANYMODELLJEBEN

Szabo Katalin®, Gesztelyi Rudolf!, Lampé Nora, Erdei Tamas', Kurucz Andrea®, Varga
Balazs', Bombicz Mariann®, Remenyik Judit?, Pesti-Asboth Georgina?, Kiss Rita', Szilvassy
Zoltan', Juhasz Béla'

! Debreceni Egyetem, AOK, Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet

2 Debreceni Egyetem, MEK, Elelmiszertechnoldgiai Intézet

A gordgszéna (Trigonella foenum-graecum) a tavol-keleti orszagok elterjedt gyogy- és
fiiszernovénye, mely igazoltan kedvezd hatasu a szénhidrat- és zsiranyagcsere zavaraiban.
Mivel az endothelium funkciondlis integritdsanak védelme fontos eleme a metabolikus
szindromat jellemz6 patoldgias allapot kezelésének, munkdnk soran a gorogszéna-mag
6rlemény és a diosgenin hatasat vizsgaltuk az endotélium-fiiggé vazorelaxaciora a korai
stadiumu metabolikus szindroma patkdnymodelljében.

A vizsgalat soran 60 db him Wistar patkanyt 6 csoportra osztottunk, melyek a
kovetkezo kezeléseket kaptak 6 hétig: normal tap €s csapviz (negativ kontroll); zsirdus tap +
5% cukros viz = HFHSD (pozitiv kontroll); HFHSD + 1, 10 vagy 50 mg/ttkg/nap diosgenin;
HFHSD + 2 g/ttkg/nap gordgszéna-mag Orlemény. A kezelési idészak végén az allatok aorta
abdominalis-anak proximalis szakaszat izolaltuk és bel6le 2 mm-es gyiiriikket vagtunk le. A
gytiriket 36 °C-os, oxigenizalt Krebs oldattal feltéltott szervkadakban 10 mN alapfesziilés
mellett felfliggesztettiik. 60 perc inkubéciot kovetden az ereken noradrenalin koncentracio-
hatas (E/c) gorbe (0,1 nM — 1 uM) segitségével meghataroztuk a noradrenalin félhatasos

crer

kovetden acetilkolin E/c gorbét vettiink fel (0,1 nM — 1 mM).

A HFHSD (high-fat, high-sugar diet) 6nmagaban (pozitiv kontroll) 6 hét alatt még
nem befolyasolta érdemben a plazma glikéz- ¢és inzulin-szintjét, ugyanakkor mar
szignifikansan csokkentette a negativ kontrollhoz képest az acetilkolinnal kivalthato
relaxaciot, melyet azonban mind a diosgenin (10 és 50 mg/ttkg/nap), mind a gordogszéna-mag
kezelés szignifikansan ellenstilyozott. A gorogszéna-mag alapu készitmények tehat, akar mint
funkcionalis élelmiszerek, kedvezden egészithetik ki a nyugati tipusu taplalkozas okozta

crer

Tématamogatas: GINOP-2.3.2-15-2016-00062
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A PACAP ENDOMETRIOSISBAN BETOLTOTT SZEREPENEK VIZSGALATA

Szegeczki Vince!, Fekete Istvan®, Regl6di Déra’, Zakany Rézal, Juhdsz Tamas!

! Debreceni Egyetem AOK, Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet® Pécsi
Tudomanyegyetem AOK, Anatomiai Intézet, PTE-MTA, ,,Lendiilet PACAP kutat(’)csopor‘[”3
Debreceni Egyetem AOK, Sziilészeti és Négyogyaszati Klinika

A pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) a kozponti idegrendszer jellegzetes
hormonja, azonban szamos periférias szovetben is kimutattak. Jelenléte igazolt a n6i nemi traktusban
is: PACAP pozitiv idegvégzodések talalhatoak a vagina falaban, ismert altalanos simaizom relaxans
hatasa, szerepe van a gonadtelepek kialakulasaban és az ovarium sejtjeinek osztddasanak
szabalyozasaban. Az irodalmi adatok a peptid fontos szerepét korvonalazzak a ndi ivarszervek
biologiai folyamataiban kiillonb6z6 allatmodellekben, azonban a humaén relevancidk még elég
hianyosak.

Kisérleteinkben az endometriosis korfolyamataban bizonyitottuk a PACAP szignalizacio jelentdségét
¢s esetleges hatasait. Mitétileg eltavolitott, human endometriosisos szdvetmintakat in vitro
kortilmények kozott tovabb tenyésztettiink, majd a szovetek tovabbélése utan PAC1 receptor agonista
PACAP1-38-at adtunk a szovettenyészetekhez.

Aszovettenyészetekben HE festést kovetden megallapitottuk, hogy a kezelés hatdsara a mirigyes
allomany csokkent, valamint PCNA pozitivitds kimutatidsaval kevesebb o0szt6do sejtet észleltiink. A
PACAP-ot kotd receptorok koziil immunhisztokémiai festés segitségével a PACI és VPACI
receptorokat azonositottuk, RT-PCR-rel ¢és Western blot analizissel a kezelést kovetden ezek
expressziojanak csokkenését detektaltuk. PACAP adagolas hatasara, a PAC1 receptor aktivacio
célmolekulaja, a PKA foszforilat formajanak jelenléte csokkent fehérjeexpressziot mutat, mig a PKA
fehérjeexpresszidja nem  valtozott. Az endometriosis kialakuldasa soran az Oct4d és
PKA mindkét transzkripcios faktor aktivitasat szabalyozhatja. PACAP jelenlétében az Oct4 és
Nanogexpresszidja jelentdésen csokken. Az Oct4 foszforilalt aktivabb formajanak jelenléte is
redukalodik a neuropeptid jelenlétében.

Kisérleteink soran sikeresen beallitottunk egy, a human endometriosisos szovet in vitro tenyésztésére
alkalmas moddszert, tovabba feltételezhetd, hogy a PACAP adagolasa az Oct4 és Nanog transzkripcios

faktorokra gyakorolt kdzvetett hatasan keresztiil visszaszorithatja a patologias sejtburjanzast.

PACAP: Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide, Oct4: octamer-binding transcription
factor 4, Nanog: DNA binding homeobox transcription factor involved in embryonic stem cell

Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-17-2 kodszamt Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak

tdmogatasaval késziilt.
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TRPV4 OKOZTA MORFOLOGIAI ELTERESEK PORCOSODO KULTURAKBAN
Sziics Csilla, Matta Csaba, Fiirstal Barbara, Zakany Roza

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Anatomiai, Szovet- és Fejlddéstani
Intézet

A chondrocytdkon kifejez0d6 Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid 4 (TRPV4)
ioncsatorna a porcszovet extracellularis matrixaban lezajlo6 mechanikai és ozmotikus
valtozasok detektalasaban és az azokhoz val6 alkalmazkodasban jelentds szerepet tolthet be.
A TRPV4 foként kélciumra permedbilis multimodalis kation csatorna, melynek egyre
jelentésebb szerepet  tulajdonitanak a  porcsejtek differenciacidjaban és
mechanoszenzitivitasdban. Funkcionyeréses mutéacidja sulyos vazrendszeri dysplasiat idézhet
elé. Célul thztik ki a TRPV4 csatorna Kimutatasat és szerepének vizsgalatat porcosodd
micromass kultirakban.

Kisérleti modellként 11,5 napos egér embriok végtagtelepeibdl létrehozott nagy
sejtsliriségli mesenchymalis kulturdkat (micromass kultirdk) hasznalunk, melyekben 7
tenyésztési nap alatt in vitro spontan lejatszodik a multinodularis jellegi porcképzddés. Az
internodularis terekben nyulvanyos differencidlatlan, illetve fibroblast jellegii sejtek, mig a
nodulusokon beliil kerekded porcsejtek vannak. A TRPV4 ioncsatorna jelenlétét fehérje
szinten vizsgaltuk, mig a csatorna modulalasa soran monitoroztuk a kultarak morfologiajat, a
metakromaziasan fest6édé matrix mennyiségét, a sejtek osztodoképességét.

A micromass kulturakbol az 1-3-6 tenyésztési napokon learatott mintakban emelkedd
TRPV4 fehérje mennyiséget mutattunk ki western blot technikdval. Immunhisztokémiai
festést alkalmazva a TRPV4 eltéré mennyiségben van jelen a nodularis és az internoduléris
terekben. A faziskontraszt felvételeken a TRPV4 agonista (40-PDD) kezelés hatasara a
nodulusok szegélye elmosddott 6 napos kulturakban, metakromazias festddése gyengébb,
mint a kezeletlen kultardké. Az antagonistak (HC06707 és ruténium vords) alkalmazasa soran
a kultardkban nagy internodularis terek ¢és kisméretli porcnodulusok lathatéak a
metakromazias és a faziskontraszt felvételeken. Az agonista fokozza a chondroprogenitor
sejtek osztodoképességét, mig az antagonista HC06707 csokkenti.

A TRPV4 jelen van porcosodd egér micromass kultirdkban és eredményeink azt
bizonyitjak, hogy aktivitdsanak modulalasa in vitro jelent6sen befolyasolja a kulturak

morfologiajat, a kondrogenikus sejtek osztodoképességét és matrixtermelését.
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A SEPTINEK SZEREPENEK VIZSGALATA PORCOSODO CSIRKE HIGH DENSITY
KULTURAKBAN

Takécs Roland Adam, Vékony Viktoria, Vago Judit, Pappné Karanyicz Edina, Horvéath

Tamas, Zakany Roza
Debreceni Egyetem AOK, Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet,

A septinek egy eukariotakban erdsen konzervalt fehérjecsaladhoz tartoznak, amelynek tagjait
egyre szélesebb korben a citoszkeleton Uj komponenseiként tartjdk szamon. Az Osszes septin
rendelkezik GTP-k6t6 doménnel, jellemzden heterohexamer alapszerkezeteket képeznek, illetve olyan
magasabb rendii strukturakat alkotnak, mint filamentumok ¢és gyiiriik. Ismert, hogy plazmamembran
doméneket alkotnak az endoplazmas retikulum punktdinak kozelében, aminek a STIM1-Orail
Osszerendez6désben kardinalis szerepet tulajdonitanak. Bizonyos septin tipusok csendesitése vagy az
atrendez6désének gatlasa akadalyozza a raktarvezérelt kalciumbelépést (store-operated calcium entry;
SOCE), tovabba a kapcsolddé downstream jelatviteli folyamatokat. A septinek szerepe a porcosodas
folyamataban nem ismert és altalanosan elmondhaté, hogy a septineket mas differenciacios
folyamatokkal is igen kevés tanulmany hozza osszefiiggésbe.

Mivel laboratériumunk korabbi eredményei arra utalnak, hogy a SOCE elengedhetetlen a
porcfejlédés folyamatiban, a célunk a septinek mint SOCE regulatorok funkciondlis tanulmanyozasa
volt az altalunk jol ismert porcosodé csirke high density (HD) modellben.

Kisérleteinket a porcképzddés meghatarozé periddusaban, a tenyésztés elsd vagy madosik
napjan 24 oraig a septinek atrendezddésének gatloszerével kezelt (forchlorfenuron; FCF) HD
kultirakon végeztiik. A SOCE-vel 6sszefiiggésben leirt septin tipusok valamint a SOCE folyamataban
résztvevd komponensek expresszidjat mRNS ¢€s bizonyos esetekben fehérje szinten is megerdsitettiik
(részben korabbi munkdink soran). Kezelt és kontroll kultirdkon kovettiikk szamos kondrogenikus
marker mRNS expresszios szintjét. Vizualis és szemikvantitativ szovettani modszerekkel elemeztiik a
telepek altal termelt metakromatikus extracellularis matrix mennyiségét. Tovabba megvizsgaltuk az
FCF hatasat a kollagéntermelésre, valamint a chondrogenikus sejtek mitokondrialis aktivitasara és
osztodoképességére. A kondrogenikus sejtek intracellularis Ca®*-koncentracié valtazasainak FCF
hatasara bekdvetkezo feltételezett modosulasait jelenleg vizsgaljuk.

Eredményeinkbdl kideriil, hogy a septinek atrendez6désének gatlasa a sejtek életképességére
matrixtermelését. Adataink az irodalmi ismeretekkel egyiitt értelmezve jol demonstraljak a septinek, a
SOCE és a kondrogenikus folyamatok kozott talalhatd szoros kapcsolatot az altalunk vizsgalt

porcosodé kultirakban.
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A MEMBRAN MIKROKORNYEZET ES AZ AKTIN CITOSZKELETON HATASA A P-
GLIKOPROTEIN (ABCB1) MUKODESERE

Tarapcsak Szabolcs, Barsony Orsolya, Bacso Zsolt, Szab6é Géabor, Goda Katalin
DE AOK Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet

Bevezetés: A P-glikoprotein (Pgp, ABCB1) az ATP-koto kazettas (ABC) transzporterek
csaladjaba tartoz6 multidrog transzporter. A Pgp mikddése soran az intracelluléris tér felé
nyitott, nagy affinitasu €s az extracellularis tér felé¢ nyitott alacsony affinitasti konformaciok
kozott alterndl. A konformacid érzékeny UIC2 antitest segitségével ezek a konformadcio
valtozasok nyomon kdvethetdek. Munkacsoportunk korabbi kisérletei soran kimutatta, hogy
intakt sejtekben a Pgp molekuldk 20-30%-a az intracellularis tér felé nyitott, UIC2 reaktiv
konformécioban talalhato (Pool I) mig a Pgp-k tovabbi 70-80% nem UIC2-reaktiv (Pool II).
Mikroszkopos €és immunprecipitacids kisérleteink alapjan a Pool 1 Pgp-k elsdsorban a
membran raftokban talalhatdéak és szoros kapcsolatban allnak az aktin citoszkeletonnal.
Kisérleteink soran arra kerestiik a valaszt, hogy az aktin citoszkeleton latrunkulin B toxinnal
torténd dezorganizacioja illetve a sejtmembran permeabilizacidja streptolizin-O toxinnal
(SLO) milyen hatéassal van a Pool I és Pool II Pgp-k konformacios flexibilitasara.

Alkalmazott moédszerek: Kisérleteink soran human Pgp-t expresszalo NIH 3T3 sejteket
alkalmaztunk. Az UIC2 antitest segitségével vizsgaltuk a Pool I és Pool II Pgp-k konforméacio
valtozasait illetve detergens rezisztenciajat latrunkulin B illetve SLO kezelt sejtekben.
Konfokalis mikroszkop segitségével vizsgaltuk a Pool 1 és Pool II Pgp-k aktin citoszkeleton
kapcsolatat SLO vagy latrunkulin B kezelést kdvetden.

Eredmények: UIC2 disszociacios kisérleteinkben kimutattuk, hogy intakt sejtekben a Pool I
Pgpk alacsonyabb konformacids flexibilitassal rendelkeznek, illetve magasabb detergens
rezisztenciat mutatnak. SLO vagy latrunkulin B kezelés hatasara a Pool 1 Pgp-k azonban
visszanyerik aktivitasukat. Mikroszkopos kisérleteinkben kimutattuk, hogy a latrunkulin B
kezelés szignifikansan csokkentette a Pool I Pgp-k aktinhoz és filaminhoz val6 kapcsolodasat.

Kovetkeztetések: Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a Pool I és Pool II Pgp-k eltérd
membran mikrokdrnyezete és citoszkeleton asszocialtsaga hatassal van a fehérjék aktivitasara.
A Pool II fehérjék nagyobb aktivitdst mutatnak intakt sejtekben, azonban a kortikalis

k visszanyerik konformacios aktivitdsukat.

Roviditések: Pgp (P-glikoprotein), SLO (Streptolizin O)

Finanszirozas: TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 és 4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0023;
OTKA PD75994, K72762¢és K124815



48. Membran-Transzport Konferencia, POSZTER ABSZTRAKT

A RENDEZETLEN SZERKEZETU MIOZIN 16 C-TERMINALIS DOMEN INTERAKCIOI

Telek Elek™?, Holl6 Alexandra®, Bécsi Balint* Kengyel Andras™® Erdédi Ferenc®
Nyitrai Miklos™?®

L pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet
2Szentagothai Janos Kutaté Kozpont

*MTA-PTE Nuklearis-Mitokondrialis Interakciok Kutatd Csoport

*Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézet

A miozin 16 (Myo16) egy nemrégiben felfedezett nem-konvencionélis motorfehérje, mely
fontos szerepet jatszhat a sejtciklus szabalyozasban, valamint az idegrendszer fejlédésében.
Korabbi kisérletekben kimutattdk a Myo16 megndvekedett expresszios szintjét

A Myol6 motorfehérje négy szerkezeti alegységbdl épiil fel: tartalmaz egy motor domént,
egy konnyi lanc k6t 1Q motivumot, egy ankyrin ismétlddéseket tartalmaz6 N-termindlis
domént (Myo16Ank) és egy, a miozinok kdzott egyediilallo, rendezetlen szerkezeti,
prolinban gazdag C-terminalis farki domént (Myo16Tail). Ez utobbi képes lehet profilint
kotni, illetve foszforilacidja a PI3K jelatviteli utvonalon keresztiil aktivalhatja a WAVE-
komplexet, ezaltal szabalyozva az aktin citoszkeleton atrendezddést. Célunk ennek a
rendezetlen szerkezeti Myo16Tail doménnek az eldallitasa és interakcioinak jellemzése volt.

Kisérleteinkben az IQ motivumot is tartalmazé Myo16Tail domént bakulovirus/S{9
rendszerben expresszaltuk, denaturalé koriilmények kozott tisztitottuk, majd sikeresen
renaturaltuk. Fluoreszcens spektroszkdpiai modszerekkel vizsgaltuk a Myol6Tail szerkezeti
rendezetlenségét, illetve a Myol6Tail kolesonhatasait profilinl, aktin, Myol6Ank és skHMM
fehérjékkel.

Habar a Myo16Tail és a profilin kozott koimmunprecipitacios kisérletek alapjan
interakciot feltételeztek, steady-state anizotropia kisérleteinkkel nem mutattunk ki kotédést. A
Myol6Tail és Myol6Ank kozott gyenge interakciot mértiink (Kp ~ 2,7 uM), a kotddést
feliileti plazmon rezonancia mérések is megerdsitik. Korabbi kisérleteink kimutattak, hogy a
Myo016Ank képes kotddni a skHMM-hez és szabalyozza a motor domén miikodést. Ezért a
tovabbiakban azt is vizsgaltuk, hogy a Myo16Tail hogyan befolyasolja a Myol6Ank-skHMM
interakciot.

Eredményeink szerint a Myol6Tail nem kot a profilinl-hez és kozvetleniil nem
befolyasolja a profilinl-
aktin komplexet, viszont az N-terminalis Myo16Ank doménnel val6 gyenge kapcsolata egy
visszahajlo tipust szabalyozasi mechanizmust valdsziniisit a Myo16 motorfehérje esetén.

A kutatas ,,Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-17-3-1 kodszamu Uj Nemzeti
Kivalosag Programjanak tdmogatasaval késziilt.”.

Myo16 - Miozin 16 fehérje

Myo016Ank - Miozin 16 ankyrin domén

Myo16Tail - Miozin 16 C-terminalis domén

PI3K - Foszfoinozitol-3 kinaz jelatviteli Gitvonal

WAVE-komplex - Wiskott-Aldrich szindroéma (VASP) fehérje csalad 6t fehérje alegységbdl
allo tagja

Sf9 — Spodoptera frugiperda rovar expresszios sejtvonal

SKHMM — Vazizom miozin I nehéz meromiozin
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NT-proBNP SPECIFIKUS APTAMEREK SZELEKTALASA

Tolnai Zoltdn, Nagyné Scholz Eva, Szeitner Zsuzsanna, Harkai Akos, Mészaros Tamas
Semmelweis Egyetem, Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és Patobiokémiai Intézet

Az aptamerek olyan in vitro eldallitott egyszali oligonukleotidok, melyek az antitestekhez
hasonld specificitassal és szelektivitassal képesek célmolekuldjukhoz kapcsolodni. Az
aptamerek szamos eldnyének és felhasznalasi lehetéségének koszonhetéen a kozeljovoben
varhato a diagnosztikaban torténd alkalmazasuk.

A BNP fehérje 6 feladata a vér natriumion tartalménak és térfogatanak vizeletkivalasztason
keresztiili szabalyozésa. A vér proBNP szintjének mérése alapjan képet kaphatunk a
paciensek kardiovaszkularis rendszerének allapotarol. A manapsag hasznalt antitest alapu
immunoassay modszerek viszonylag draga anyag és eszkéz hasznalathoz kotottek. Célul
tliztiik ki egy olcsobb, egyszeriibb, aptamer alapu proBNP kimutatasra alkalmas moédszer
kidolgozasat.

NT-proBNP fehérje C terminalis részére specifikus aptamerek szelektalasit SELEX
modszerrel végeztiik el. A szelekcid sordn célmolekulaként a NT-proBNP C-termindlisan
elhelyezkedd peptid szakasza, valamint az in vitro transzlacioval eldallitott teljes fehérje
keriilt alkalmazésra. Az aspecifikus aptamerek eltavolitdsdra 3 negativ szelekcios 1épést
végeztiink el. Szelekcio végén 96 aptamer szekvenciajat meghataroztuk, majd motivumok és
masodlagos szerkezet szempontjabdl in silico elemeztiik. Az aptamerek karakterizalasahoz
sziikséges nagyobb mennyiségii fehérjét E. coli fehérjetultermeld rendszerben allitottuk eld.
Az egyes aptamerek ellendrzése AlphaScreen moddszerrel keriilt kivitelezésre. A
legigéretesebb aptamerek diagnosztikaban valo alkalmazhatosagat vérplazmat tartalmazo
mintakban is ellendriztiik.

Laborunkban korabban létrehozott, NT-proBNP fehérje N termindlis részére specifikus
aptamerekkel, valamint a most szelektalt C terminalisra specifikus aptamerek szelektalasaval
egy olyan proBNP vizsgalatra alkalmas szendvics tipusi mérési rendszer létrehozasdhoz
jarultunk hozza, mely reményeink szerint a jelenlegi modszerekhez képest jelentdsen
megkonnyiti a kardiovaszkularis biomarker mennyiségének meghatarozasat, igy lehetdséget
nyujthat a betegség gyors, egyszeri és koltséghatékony diagnosztizalasara.

Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-17-3-111-SE-25 kédszamu Uj Nemzeti Kivalosag
Programjanak tdmogatasaval késziilt”

BNP: B-tipusu natriuretikus peptid

proBNP: szignalpeptid nélkiili, hasitatlan hormon eldalak
NT-proBNP: N-terminalis proBNP

E. coli: Escherichia coli

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment


http://semmelweis.hu/orvosi-vegytan/

48. Membran-Transzport Konferencia, POSZTER ABSZTRAKT

65

A GUILLAIN-BARRE SZINDROMA POTENCIALIS LIPIDMARKEREI

Petrovics-Balog Annal, Térok Wanda®, Péter Maria?, Tajti J anos®, Vigh Lasz16%, Vécsei
Laszlo™?, Balogh Gabor®

1SZTE AOK, Szent Gyorgyi Albert Klinikai K6zpont, Neurologiai Klinika
*MTA SzBK Biokémiai Intézet
SMTA-SZTE Idegtudomanyi Kutatocsoport

A Guillain-Barré szindroma (GBS) egy altalaban fert6zést kovetéen kialakult
immunmedialt polineuropatiaval jaré betegség, mely a periférias idegrendszert érinti [1].
Ugyan a betegség incidenciaja (1-2/100ezer f0) nem tul magas, a korkép lefolyasa soran a
betegek egyharmada mesterséges 1élegeztetésre szorul, mely sziikségessé teszi a betegség
pontosabb diagnozisat.

A GBS gyakran érinti az ideggyokoket is [1], melyeknek a cerebrospinalis folyadékhoz (CSF)
vald kozelségét figyelembe véve elsdként vetettiik fel, hogy a demyelinizacidval
Osszefiiggésbe hozhato lipidvaltozasok a CSF-ben is megjelenhetnek. Kutatasunk célja ezen
valtozasok feltérképezése volt.

A szegedi Neurologiai Klinika liquor adatbazisat felhasznalva a GBS betegek a jelenleg
elfogadott klinikai kritériumok (szenzoros €s motoros tiinetek, hypo-/areflexia, a diagnozist
tamogatd CSF eltérések) alapjan keriiltek kivalasztasra.

Liquor-specifikus, komprehenziv tomegspektrometriai lipidanalizisiink soran a fehérje
szinttel szoros korrelacioban 4all6 jelentds és gyakorlatilag minden lipidosztalyra kiterjedd
mennyiségi emelkedést talaltunk a GBS csoportban a kontrollokhoz képest. A lipidom
egészére kihato kvantitativ valtozas mogott szamos kvalitativ kiillonbséget is sikeriilt
kimutatnunk. Hangsulyozandé tovabba, hogy a GBS csoport lipidmint4dzata nagyon jol
elkiiloniilt a pArhuzamosan elemzett sclerosis multiplex betegekétol.

Legjobb tudomasunk szerint a GBS betegek liquorjanak ilyen széleskorti lipidomikai
analizise a klinikai irodalomban teljesen tjdonsadgnak szamit. Az altalunk feltart, a
lipidmetabolizmus komplex megbomlasara utal6 adatok fontos 11j informaciot
szolgaltathatnak a betegség patomechanizmusanak jobb megértés¢hez.

Mivel a GBS egy multifaktorialis korkép, az egyes esetek klinikai lefolyasat az azokhoz
tartozo lipidmintazatokkal 0sszevetve lehetdségiink lehet a betegség tovabbi

crer

progndzis felallitasaban €s specifikusabb terapia megvalasztasadban.

Roviditések:
GBS: Guillain-Barré szindroma
CSF: cerebrospinalis folyadék

Irodalom:
[1] Pritchard, Hughes (2004) Lancet Journal, Volume: 363, No. 9427, 2186-2188.
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EPIGENETIKAI FAKTOROK VIZSGALATA KULONBOZO CHONDROGENIKUS
MODELLEKBEN

Karanyicz Edina’, Vagé Judit*, Rauch Tibor?, Zakany Roza®

1 DE-AOK Anatémiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézet
2 Section of Molecular Medicine, Rush University Medical Center, Chicago, IL, USA

Sejtjeink mitkodését az dseinktdl megorokolt genetikai informaciok mellett szamos
kornyezeti faktor is befolydsolja. Ezen faktorok hatdsat epigenetikai vizsgélatokkal
kovethetjiik nyomon. Ezaltal olyan 6roklddd és reverzibilis valtozasokat figyelhetiink meg a
génaktivitasban, amelyek sordn nem torténik valtozads a DNS nukleotid szekvencidjaban. Az
epigenetikai szabalyozo6 faktorok a chondrogenezis normalis folyamataban, illetve az iziileti

porcszovet fejlddésében szerepet jatszo epigenetikai mechanizmusok megismerésére iranyul.

Az epigenetikai szabalyozas szdmos tényezdje koziil kisérleteinkben a DNS és a
hiszton metilaciot vizsgaltuk. Az epigenetikai modositdsok mesterségesen is
befolyasolhatok kiilonféle vegyiiletekkel, melyek a végrehajté enzimek mitkddését, vagy
magat a folyamatot gatoljak. Kisérleteink soran két gatloszert alkalmaztunk: az 5-
azacitidint, mely a DNS-be beépiilve gatolja annak metilacidjat; illetve a GSK126-ot, amely
az EZH2 enzim hiszton metiltranszferaz aktivitasat gatolja. E két gatloszer hatasat
Hamburger-Hamilton 22-24-es fejlodési  stadiumt csirke embriok végtagtelepeibol
szarmazo nagy sejtstiriség (high density, HD) kulturdkon vizsgaltuk. A GSK126-ot 2 uM-
0S, az 5-azacitidint 10 pM-os koncentracioban alkalmaztuk. Kiilonbozé idépontokban
inditott kezelésekkel tanulmanyoztuk a két szer hatdsat a porcosodds irdnyaba torténd
differenciacio eltérd stddiumainal. A kezelési idok lejartaval metakromazias festéssel
kovettilk nyomon a porcspecifikus extracelluldris matrix mennyiségét. Emellett RT-qPCR
reakciokkal elemeztiik porcspecifikus marker gének (Sox9, Col2al, Aggrecan) expresszid
valtozasait. Micromass kultirdkbol kinyert mintakon végzett RNS chip-assay eredményei
alapjan kisérleteinkhez harom olyan gén is kivalasztasra keriilt, melyek érintettek a
chondrogenezisben, emellett géntermékeik epigenetikai szabalyozo szereppel birnak. A
Dnmt3 (de novo DNS metiltranszferaz), Tetl (DNS demetilaz) és Ogt (N-acetilglukozamin-
transzferdz, Tetl regulator) gének jelenlétét in situ hibridizacioval vizsgaltuk 15 napos egér
embriokbdl készitett metszeteken.

Eredményeink alapjan mindkét gatloszer jelentds valtozasokat idézett elé a
porcképzddésben, melyeket mind szovettani festéssel, mind mRNS szintli vizsgalatokkal
sikeriilt igazolnunk. Tovabba RNS-RNS hibridizacioval sikeresen jeloltiik mindhdrom
epigenetikai markeriinket, igy bizonyitottuk jelenlétiiket az egérembriok differencialodo
porcszdvetében.

Roviditések:
- EZH2: Enhancer of zeste homolog 2
- HD: high density
- Sox9: SRY-box 9
- Col2al: collagen type Il alpha 1 chain
- Dnmt3: DNA methyltransferase 3
- Tetl: tet methylcytosine dioxygenase 1
- Ogt: O-linked N-acetylglucosamine (GIcNACc) transferase
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A HEADCASE A DROSOPHILA VERSEJTKEPZODESENEK SZABALYOZO FAKTORA

Varga B. I. Gergely', Csordds Gébor', Jankovics Ferenc', Cinege Gyéngyi', Sinka Rita’,
Kurucz Eval, Ando Istvan! és Honti Viktor!

MTA, SZBK, Genetikai Intézet, Szeged
2SZTE, TTIK, Genetikai Tanszék, Szeged

Az immunrendszer hatékony miikodésének alapvetd feltétele a vérsejtek képzodésének pontos
szabalyozasa. Az ecetmuslica kozponti nyirokszervében szamos jelatviteli kaszkad
Osszehangolt miikodése iranyitja az immunsejtek, a hemocitak — a fagocitalo plazmatocitak, a
melanizacioban szerepet jatszo kristalysejtek és a kizardlag immunindukcio hatasara képzddo,
tokképzd lamellocitak - differencialodasat. Korabbi kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a
HECA human tumorszuppresszor Drosophila homoldgja, a headcase (hdc) kifejezédik a
kdézponti nyirokszervben, azonban immunindukcié hatdsdra a nyirokszervbdl a keringésbe
jutd és differencialodd vérsejtekben a gén aktivitdsa megsziinik, ezért megvizsgaltuk a
faktornak a hemocitak érésében betdltott szerepét.

P-elem konverzid6 moédszerrel hdc-Gald genetikai meghajtoelemet hoztunk létre, melynek
segitségével a larva fejlodése soran kovettik a gén kifejezodésének valtozasat. P-elem
remobilizacioval amorf hdc allélt allitottunk el6 a faktor vérsejt differencialddasban betdltott
szerepének vizsgalatdhoz. A mutacié fokuszdnak felderitésére kiilonbozo mintazatban
kifejez0d6 meghajtoelemeket és a hdc-t csendesitd transzgéneket alkalmaztunk. A hemocita
képzddést szabdlyozd jelatviteli tutvonalak résztvevdinek taltermelésével, illetve
csendesitésével azonositottuk a Hdc lehetséges egylittmiikodo partnereit.

Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a hdc kifejezédése a masodik stadiumu larva kézponti
nyirokszervének mindharom funkcionalis egységére (a progenitorok és a differencidlodott
sejtek zonaira, valamint a vérsejtképzo niche-re is) kiterjed, de ez a mintazat az egyedfejlédés
soran fokozatosan sziikiil, mig a vandorld larva nyirokszervében mar csak néhany
sejtcsoportot érint. A hdc mutans larvak keringésében spontan lamellocita képzddést
detektaltunk; a mutécié fokuszat a vérsejtképzd niche-be térképeztiik. Genetikai kolcsonhatast
figyeltiink meg a hdc és a Drosophila vérsejtképzését szabalyozd legfontosabb jelatviteli
kaszkadok - a Hedgehog, a Decapentaplegic és a JAK/STAT utvonalak - elemei kozott.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a Drosophila melanogasterben a Hdc a vérsejt-
differencidlodas szabalyozasanak kulcseleme.
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DIGITALIS GENEXPRESSZIOS ELEMZESEK SZOFTVERES TAMOGATASA

Virag Eszter’, Hegediis Géza®

Pannon Egyetem, Georgikon Kar, Novénytudoményi és Biotechnoldgiai Tanszék,
Keszthely'Pannon Egyetem, Georgikon Kar, Gazdasagmoddszertani Tanszék, Alkalmazott
Informatika Csoport, Keszthely?Educomat Kft, Keszthely*? www.educomat.hu

A transzkripciés mintazat a sejt egyik legdsszetettebb és dinamikusan valt6zo
aspektusa. Az RNA-seq (NGS) technologiaval a legrészletesebb képet kaphatjuk a sejtben
kifejez6d6 steady-state RNS allapotarol, strukturdlis felépitésérdl, valamint mennyiségérol.
Az RNA-seq egy viszonylag gyors és pontos lehetdséget nyljt kiilonb6zé mintdk gén
kifejez6désének vizsgalatara, valamint a mintdkon beliili génexpresszids szintek
Osszehasonlitasara, akar de novo szekvenalas esetén is. Azonban ahhoz hogy a nyers
leolvasasoktol eljussunk a mintdk génexpresszids mintdzatdig komoly bioinformatikai
ismeretekkel valamint optimdlis hardver és szoftver felszereltséggel kell, hogy rendelkezziink,
amely jelent6s koltségigényii. Informatikai munkank soran toreksziink a mintak legpontosabb
in silico elemzésére, melyhez az elérhetd open source programokat sajat fejlesztési
alkalmazasokkal egészitjiik ki az adott mintara optimalizalva. Jelen publikdcioban egy ilyen
génexpresszio-szint kiértékeld applikaciot (GenoUtils) mutatunk be noévényi mintara
vizsgalata adta. A him, n6 viragzat és levélmintak de novo RNA-seq dsszehasonlitd elemzését
végeztik el kiilonos tekintettel a virdgzati merisztéma és a viragszervek differencialodaséaért
felelds génekre nézve.

A fejlesztéshez Illumina HiSeq2000 (2x100) és Illumina NextSeqS00 (2x80) paired-
end leolvasasokat vettiink alapul. A mintdk de novo Osszerakasai Trinity programmal
késziiltek. Az ebbdl szarmazo6 transzkripteket, valamint UNIPROT és NCBI adatbazisbol
gyljtott referencia gének CDS adatdllomanyait haszndltunk input file-ként (continuous
FASTA). A nyers leolvasidsokat FastQC kiértékelést kovetden tisztitottuk a megfeleld
mindségiire, ehhez a GenoUtils mintazat rendez6 moduljat alkalmaztuk.

A tisztitott leolvasasok referencidhoz valo illesztését a Bowtie parancssoros program
végzi, amely a GenoUtils-ban grafikus feliiletet kapott, ennek output-jat vizsgalja tovabb a
GenoUtils algoritmusa. Az output file-ok a FASTA rekordok RPKM és TPM értékeit
tartalmazzék, amelyek alapjan kiilonb6z6 diagramok készithetOk. A fejlesztés felhasznalo-
barat, Windows alapu és grafikus feliilettel rendelkezik.

Roviditések: NGS, Next Generation Sequencing; RNA-seq, RNS szekvenalas; CDS,
kodolo szekvencia; RPKM, Reads per kilobase per million; TPM, Transcripts per million.

A munkat az Emberi Erdforrasok Minisztériumanak Uj Nemzeti Kivalosag Programja,
UNKP-2017-4-\V-PE-1 tamogatta (V.E.).
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ORAIl CSATORNA KIHORGONYZASA AZ IMMUNOLOGIAI SZINAPSZISBAN
Vorés Orsolya', Panyi Gyorgy®, Hajdu Péter?

1: Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet, Debrecen
2: Debreceni Egyetem, FOK, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet, Debrecen

A CRAC csatornaknak kiemelt szerepe van a T-limfocita aktivacidhoz sziikséges Ca®*
jel kialakitasdban. A CRAC csatorna két szerkezeti egységbdl épiil fel: az ER membranjaban
talalhato STIM1-bdl és a plazmamembranbeli Orail-bdl; melyek a T-sejt APC-vel torténd
talalkozésa soran kialakuldé immunologiai szinapszisban (IS) felhalmozodnak. Tovabba
ismert, hogy aktin-koté fehérjék (HS1/WASpP/WAVE2) - melyek feleldsek lehetnek az
ioncsatorndk IS-beli kihorgonyzasaért - az 1S-ben feldisulnak, valamint géncsendesitésiik
gatolja az IS kialakulasat és a Ca’*- fliggd jelatviteli Gtvonalat a T sejtben. Kisérleteinkben
ezen aktin-koté fehérjék és az Orail kozotti kolesonhatds meglétét és funkcionalis
kovetkezményeit tanulmanyoztuk.

Munkank soran az Orail kiilonb6z6 hosszusagi N- illetve C-terminalisat (N1: 1-74,
N2: 1-88, C: 259-301) GST fehérje fazidos plazmidba klonoztuk be. Emellett PCR-rel
létrehoztunk EGFP-vel jelolt, vad-tipust Orail, illetve kiillonb6zé N-terminalis delécios
mutansokat (Orail-AN1: 1-74 aminosav levagva, Orail-AN2: 1-88 aminosav eltavolitva),
melyeket Jurkat T sejtekben expresszaltunk.

GST affinitas kromatografiat alkalmazva kimutattuk, hogy a HS1 az Orail csatorna N-
termindlisdhoz képes kotddni. Az EGFP-vel jelolt, vad tipusu illetve kiillonb6z6 N-terminalis
delécios mutans (Orail-AN1, Orail-AN2) csatornakat stabilan expresszald Jurkat T sejteket
CD3-CD28 beaddel konjugéltatva immunoldgiai szinapszist hoztunk létre, majd kiilonbdzd
id6pillanatokban (1, 5, 15, 30 perc) meghataroztuk az Orail és a HS1 IS-beli feldusulasat ¢s
kolokalizacigjat. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az Orail N-terminalis rovidebb
szakaszanak eltavolitasa (Orail-AN1) esetén az Orail tovabbra is képes a HSI1-gyel
kolokalizalodni az IS-ben a T sejtekben. Az N-terminalis nagyobb részének eltavolitasa
(Orail-AN2) soran az Orail IS-beli feldusulasa elmaradt, és nem mutat HS1 kolokalizaciot.

Mindezek alapjan megallapithatd, hogy a HS1 szerepet jatszik az Orail csatorna IS-
beli kihorgonyzasaban, és feltételezhetden az N-terminélisan 1évé SH2-k6td doménhez (80-
83) képes kapcsolodni. Az Orail-HSI1 interakcié funkciondlis szerepének megértéséhez
tovabbi kisérletek elvégzését tervezziik.

Roviditések:

CRAC: calcium release-activated calcium channel/ Ca®* felszabadulés aktivalt Ca®* csatorna

Ca®": calcium /kalcium STIM1: stromal interaction molecule 1/ sztréma interakcios molekula 1

APC: antigen presenting cell/ antigén prezental6 sejt 1S: immunological synapse/ immunoldgiai szinapszis

ER: endoplasmic reticulum/ endoplazmatikus retikulum SCID: severe combined immunodeficiency/ sulyos kombinalt immundefektus
HS1: hematopoietic lineage cell specific protein 1/ hematopoietikus sejtvonal-specifikus fehérje 1

WASP: Wiskott—Aldrich Syndrome protein/ Wiskott—Aldrich szindréma fehérje

WAVE?2: Wiskott—Aldrich Syndrome protein family verprolin-homologous protein-2/ Wiskott—Aldrich szindréoma fehérje csalad verprolin-
homolog fehérje-2 PCR: polymerase chain reaction/ polimeraz lancreakcio

EGFP: enhanced green fluorescent protein/ "fokozott" zold fluoreszcens fehérje GST: glutathione S-transferase/ glutation-S-transzferaz

CD3/CD28: cluster of differentiation 3/28 / differencialodasi csoport 3/28 SH2/SH3: Src Homology 2/3/ SRC homolog 2/3
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KRONIKUS SRTESSZNEK KITETT PATKANYOK VIZSGALATA IN VIVO DIFFUZIOS
TENZOR KEPALKOTASSAL

Vranesics Anett™?, Nagy Szilvia Anett3'4'6, Berente Zolténz’s, Varga Zso6fia®, Csabai David®,

Perlaki Gabor®, Orsi Gergely®, Doczi Tamas™®, Czéh Boldizsar®”

'PTE-AOK Interdiszciplinaris Orvostudomanyok Doktori Iskola, ’PTE-AOK Kisérletes
Képalkoté  Diagnosztikai  Kutatocsoport, SMTA-PTE-SzKK  Stressz Neurobiologia
Kutatocsoport, *Pécsi Diagnosztikai Kozpont, *PTE-AOK Biokémiai és Orvosi Kémiai
Intézet, °MTA-PTE Klinikai Idegtudoméanyi Képalkoté Kutatocsoport, 'PTE-AOK
Laboratériumi Medicina Intézet, PTE-AOK Idegsebészeti Klinika

Napjainkban a stressz hatasara kialakuld megbetegedések elsddleges népegészségiigyi
problémat jelentenek. A stressz, kiilondsen a kronikus stressz fontos szerepet jatszik szamos
szomatikus és kozponti idegrendszeri megbetegedés kialakuldsaban. A traumatikus vagy
hosszan tart6 stressz megvaltoztatja az agy strukturalis felépitését, s6t, annak miikodését is, de
azt hogy pontosan milyen neurobioldgiai valtozadsok vezetnek a neuro-pszichiatriai
betegségek kialakuldsdhoz azt ma még nem tudjuk. Célkitlizésiink az volt, hogy az agyi
szerkezeti elvaltozasokra érzékeny MR felvételek elkészitéséhez diffuizios tenzor képalkotast
(DTI) optimalizaljunk, adatfeldolgozé miiveletsort dolgozzunk ki és a kapott adatokat
statisztikai elemzésekkel Osszehasonlitsuk kronikus stressznek kitett patkanyokban. 32 fiatal
him Sprague-Dawley patkanyt (kontroll csoport: 16 allat, stressz csoport: 16 allat) napi 6
ordban 21 napon keresztiil mozgéaskorlatozasnak vetettiink alé, ezzel indukalva a kronikus
stressz allapotot. Négy id6pontban készitettiink MR-felvételeket egy 4.7T Bruker PharmaScan
pre-klinikai MR szkennerrel (Bruker Biospin GmbH). A kiindulasi (baseline) felvételeket a
kézhez szoktatas utan, de még a stresszelés megkezdése eldtt vettiik fel. Az akut stressz
hatasat 1 héttel a stressz megkezdése utani felvételekkel vizsgaltuk. A kronikus stressz hatasat
a 3.-ik stressz héten késziilt képalkotassal vizsgaltuk. Végiil volt egy negyedik mérés is, amit
4 héttel a stressz befejezése utdn mértiink. Ennek a negyedik mérésnek a célja az volt, hogy
feltarjuk van-e regeneralodas a stressz hatasa aldl, vagy pedig az elvaltozasok tartosak
maradnak-e. Ezek utan elkészitettiink egy pipeline-t az adatok feldolgozasara, melynek elsd
Iépéseként az elkésziilt nyers adatokat NiFTi adatokkd alakitottuk és atméreteztik FMRIB
Software Library (FSL) program segitségével, majd elkészitettiik a csak agyi struktarakat
tartalmazo maszkokat. Fontos 1épésként korrigéltuk az Eddy-aram és az alanyok mozgéasabol
szarmazo6 mitermékeket. Szintén az FSL szoftver segitségével elkészitettiik minden méréshez
a frakcionalt anizotrépia (FA), az atlagos diffuzivitas (MD), a sajatértékek (Li23) €s a
sajatvektorok (Vi23) térképeit. A kapott adatok feldolgozasa folyamatosan zajlik, a jelen
munkaban a frakcionalis anizotropia térképeket mutatjuk be, amely a DTI-rdl alkotott mai
allaspontunk szerint a legjobban adja vissza a rostszerkezet iranyultsagat.

Roviditések jegyzéke:

DTI - diffazios tenzor képalkotas

FSL - FMRIB Software Library program

FA - frakcionalt anizotropia

MD - atlagos diffuzivitas

L, 23 - sajatértékek
V1 53— sajatvektorok

A kutatas tamogatoi: A Nemzeti Agykutatasi Program (KTIA_NAP_13-2-2014-0019 és
20017-1.2.1-NKP -2017-00002), valamint az EFOP-3.6.2-16-2017-00008
»A neuroinflammacié vizsgalata a neurodegenerativ folyamatokban: A molekulatdl a
betegagyig” voltak.
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LIPID-KETTOSRETEGEK OXIDALO AGENSEK ALTAL OKOZOTT
SZERKEZETVALTOZASAI

Zolcsak Adam?, Bécskei-Antal Bamabésl, Bozo Tamésl, Kosa Nikolettal, Csik Gabriellal,
Voszka Istvénl, Toth Katalinz, Herényi Levente!

! Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologia Intézet, Budapest

2DKFZ - Biophysics of Macromolecules, Heidelberg

Kutatocsoportunk kordbbi munkaiban a bioldgiai membranok fény hatasara bekovetkezd
karosodasait tanulmanyozta modellrendszereken. Masok mellett ez az alapja az Orvosi
gyakorlatban széles korben hasznalt fotodinamikus terapianak is.

Jelen munkankban a membranok szerkezeti és mechanikai tulajdonsagainak kiilsé hatdsokra,
els6sorban oxidalo agensek altal bekovetkezd valtozasainak nyomon kovetését tiztiik ki célul.
Ennek érdekében olyan modellrendszer 1étrehozasat terveztilk, amely alkalmas a
fotoszenzibilizacido soran bekovetkez6 membrankdrosodasok kimutatdsira. Ezért eljarast
dolgoztunk ki tobbkomponensii feliiletasszocialt lipid-kettOsréteg elballitasara. Ehhez DPPC
¢s DOPC lipidek keverékét hasznaltuk, amelybdl kis unilamellaris vezikulakat allitottunk eld.
Ennek segitségével csillamfeliileten, meghatdrozott hdmérsékleten torténd inkubacidval
feliiletasszocidlt lipid-kettdsréteget hoztunk Iétre.

A membranrendszert ezutan potencidlisan membrankarositd dgensek hatasanak tettiik ki. Az
igy nyert rendszerek topoldgidjat nagyfelbontasin AFM  képalkotas segitségével
tanulmanyoztuk. A kettdsrétegek szerkezeti-mechanikai tulajdonsagainak kiilsd hatasokra

1étrejovo valtozasait AFM ,erdspektroszkopidval” vizsgaltuk.

Eredményeink egyikének tekinthetd az, hogy a liposzoméak megfeleld koriilmények kozott
Osszefiiggd feliiletasszocialt lipid-kettOsréteget hoztak 1étre a csillamfelszinen. A
kettdsrétegben a DPPC és a DOPC lipidek kiilon, 1 nm magassagkiilonbséggel jellemezhetd
fazist alkotnak. Ezt kovetden ,erdspektroszkopiai” mérések soran rogzitettik a lipid-
kettdsréteg atszirdsara jellemzd nanomechanikai ujjlenyomatot. Az atszrashoz sziikséges
er6k kiils6 hatasokra létrejové megvaltozasabol kovetkeztethetiink a membran szerkezeti
véltozasaira. A kapott eredmények lehetdséget biztositanak arra, hogy tovabb lépve a kis
unilamellaris liposzémak esetében korabbi méréseink sordn tapasztalt, fény hatdsara
bekovetkezd valtozasokat is felderithessiik ezzel a modszerrel.

DPPC - dipalmitoil-foszfatidilkolin
DOPC — dioleoilfoszfatidilkolin

AFM — atomierd-mikroszkop



