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Valogatds a konferencia ,Szerkezeti biologia és képzomiivészet - Structural
Biology and Art” (E5) szekcidjara beérkezett mlivek/objektumok koézil. A kiallitd m(-
vészek: Bér Rudino, Boros Borbala, Mayer Berta, Zhenia Bozukova, Németh Andrea,
Diane Sheehan, Vargay Zoltan, Végh Andras és Veszely Ferenc.
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+A szerin protedzok aktivaciés doménje”. Bér Rudino, akvarell, 2009.

Bér Rudino negyedik generacids festomuivész, mlivészeti tanulmanyait édesapja, Bér Rudolf md-
termében kezdte. 1996-ban végzett a budapesti KépzémUivészeti FGiskolan, mesterei Gerzson Pal
és Dienes Gabor. Tobb hazai és kilfoldi kiallitason vett részt. Kilféldi tanulmanyokat Kanadaban
(Carleton Egyetem) is folytatott, emellett eurdpai (Olaszorszag, Spanyolorszag, Franciaorszag)
és észak-afrikai (Marokko, Egyiptom) tanulmanyutakat tett, illetve tanitott a Philadephiai Szép-
m(ivészeti Egyetemen. F6bb kitlintetései, dijai: Domanowsky-dij (1991), Barcsay-dij (1993),
~Per meriti culturali” (2005). Tajképeit olasz, spanyol és hazai (pl. Balatonfelvidék) tajak ihletik.
Az alkotas mellett rajzpedagdgusként mikodik, a Dési Huber Istvan Rajziskola vezetGje.

JAlfa-hélix, a proton-pumpa szerkezeti dinamikaja”. Végh Andras, olaj-vaszon, 2009.

Végh Andras 1967-ben végzett a Magyar Képzdmiuivészeti Féiskolan, mesterei Kmetty Janos,
Bernath Aurél. F6bb ki kitlintetései, dijai: Derkovits-6sztondij (1975), Munkacsy-dij (1994).
Rendkivilil gazdag munkassaga soran a legklilonfélébb technikakkal dolgozik, nagyméreti olaj-
vaszon és tus-vaszon képek mellett készit kollazsokat, Ujsagpapir- és farost-installacidkat, dol-
gozik. Absztraktra hajlo festészetét a valdsaghu és az elvont parhuzamos megjelenitése jellemzi,
mind forma- mind szinvildga erételjesen dinamikus és valtozatos. Wehner Tibor méltatasa sze-
rint: ,<Végh Andras>... Uj mdvein a gesztusokat higgadt geometrikus alakzatok ellenpontozzak,
masokon az erételjes racsszerkezet vagy finom vonalhalé teremt fegyelmezett kompoziciot”.
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Cimlapkép: Osszefonédas (készitette Graf Laszlé és Simon Zoltan)
A homotrimer dUTPaz enzim szerkezete (Vértessy G. B.) atfedésben a ,,Kigydk” cimii gra-
fikdval (M. C. Escher). A human dUTPaz haromdimenzids térszerkezetét a,p-imino-dUTP-
inhibitorral és Mg?*-kofaktorral egylitt kristalyositott formajabdl hataroztak meg réntgen
krisztallografidgs uton (PDB ID 3EHW). A grafika Pymol programmal késziilt. A 120°-0s
forgasi szimmetriat mutaté kristaly szerkezetben jol lathaték a monomerenként 8 szalbdl
allé antiparallel redék. A ,Kigy6k” (1969) Escher utolsé miive, amely szintén a 120°-os
forgasi szimmetriara épiil. (A fametszeten a harom kigyd valéjaban egyetlen nyomdlap
elforgatasaval késziilt.)
[Az Escher-kép latvanyosan animalt valtozatat lasd:
http://www.etereaestudios.com/docs_html/snakes_htm/snakes_index.htm]

Belso6 boritok: Valogatas a konferencia ,, Szerkezeti bioldgia és képzémlivészet - Structural Biology and
Art 7 (E5) szekciéjahoz kapcsolddd kiallitas anyagabdl.

EO - PlENAris €l0adAsok ....uuiuiiieiiiii i e 2
DE - Dijazottak l0ad@Sai....cuiuiieiiiiiiiiiii i e 3
= 1= a a F=T I o] o] [ Yo | = PP 4
E2 — IN SilicO DIiOlOgia ....cviriiiiiii i 6
E3 — FENAI G DK . ittt 8
E4 — Jelatviteli reNdSzZerek ....o.viuiniiiiii i 10
E5 - Szerkezeti bioldgia és képzémlvészet - Structural Biology and Art................ 12
E6 — Makrolekuldris kolcsONhatdsok ......couviiiiiii 13
E7 - Human betegségek molekuldris bioldgidja........ccooviiiiiiiiiiiiii e, 15
P = POSZ BB u it e 17
P1 - KEMIai DiolOgia . ccouii i 17
P2 — IN Silico DiolOgia ...civiuiiiiiiiii i 19
P = FENEI G PEK . ettt 21
P4 — Jelatviteli renNdreSZEreK ....cuiuiieiiiii i 23
P6 — Makromolekularis KOIcSONAtASOK ....cviuiieiiiiiiiiii e 31
P7 - Human betegségek molekuldris bioldgidja........cocoviiiiiiiiiiiiii e, 35
P8 — EQYD teMaAK .ttt 40
TE - Technoldgiaismertetd el6adasok ......ouviieiiiiiiiii i 42
A kutatohelyek roviditesének JEGYZEKE ...c.viuiuiii i 43
Szerz0 SZErinti MUEALO ..viiieiii i eaas 43

Kiadja a Magyar Biokémiai Egyesilet, 4012 Debrecen, Pf. 6, http://www.mbkegy.hu/
FelelGs kiado Dr. Fésls Laszld
Az engedély szama I11/SZ1/397/1977, HU ISSN 2060 8152 (Online)
HU ISSN 0133-8455 (Nyomtatott)

ke
e



Az MBKE 2009. évi Vandorgylilése, Budapest: eléadas és poszter Gsszefoglalok

EO - Plenaris eloadasok

EO-01

Szerkezetkutatas rontgenlézerekkel

Hajdu J.

Laboratory of Molecular Biophysics, Department
of Cell and Molecular Biology, Uppsala University,
Uppsala, Sweden; MTA SzBK, Enzimolégiai Inté-
zet, Budapest; Stanford Linear Accelerator Center,
Stanford University, Palo Alto, CA, USA

Az els6é rontgenlézereket a csillaghdboru évtizede
soran fejlesztették ki, s azéta a berendezések je-
lent6s atalakuldson mentek at. A rontgenlézerek
(j tipusaiban linearis gyorsitd helyettesiti a korabbi
nuklearis toltetet, amire a |ézerhatas beinditasara
volt régebben sziikség. Ezek a szabadelektron-lé-
zerek kb. tizmillidrdszor nagyobb elérhet6 fényes-
ségmaximummal rendelkeznek, mint a legfejlet-
tebb szinkrotron-sugarforrasok. A kilonésen nagy
csUcsintenzitasu és rendkivil révid réntgenimpul-
zusok (pl. femtoszekundumos lagy rdntgenlézer)
Uj kisérletekre adnak lehetGséget a fizika, kémia,
bioldgia és csillagaszat kulonféle teriletein. Az el6-
adas kisérleti eredményeket ismertet a szerkeze-
ti kutatas kulénb6z6 terlleteir6l szabadelektron-
lézerekkel és Ujfajta kompakt réontgenlézerekkel.

E0-02

Kis szabalyoz6 RNS-ek: mennyien vagytok?
Hutvéagner Gy.

University of Dundee, Dundee, Scotland, UK

Az els6é mikro-RNS felfedezése éta eltelt masfél év-
tized alatt bebizonyosodott, a génszabalyozas &si,
alapvet6 formajat rovid (19-31 nukleotidhossznyi)
RNS-molekuldk végzik. Ez a szabalyozasi mecha-
nizmus sokaig észrevétlen maradt, de az RNS-
kimutatasi technikak és a szekvenalasi mddszerek
(deep sequencing) finomodéasa révén e szabalyozo
RNS-ek katalogizalasa, funkcidinak vizsgalata rutin-
szerlivé valt. A kis RNS-eket koto és a létrehozasuk-
ban résztveve fehérjék el6futarai Archae és Prokarya
szervezetekben egyarant fellelheték. A kis szaba-
lyozé RNS-ek tobbsége hasonld mddon keletkezik
és hasonlo fehérjekomplexekbe épul be, azonban
fajtanként kiilonb6zé génszabalyozasi folyamatok-
ban vehetnek részt: transzkripcios és poszt-transz-
kripcidos folyamatokat egyarant szabalyoznak,
csendesitik a transzkripciét heterokromatikus kor-
nyezetben, gatoljdk a transzpozonok aktivitasat,
szlikségesek a DNS metilaciéjahoz, gatoljak vagy
serkentik a transzlaciot. A legljabb szekvenalasi
eredmények azt mutatjak, hogy a sejtek, él6lények
szinte kimerithetetlen mikro-RNS-arzenallal rendel-
keznek. Abundans nem kdédolé RNS-ek - transzfer,
riboszomalis és kis nukleoldris RNS-ek - szintén
generalhatnak kis RNS-eket, amelyek 0j funkcidt
nyerve vesznek részt a génszabalyozasban.

EO0-03

Endokannabinoidok és a metabolikus
szindroma

Kunos Gy.

National Institute on Alcohol Abuse and
Alcoholism, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA

Az elhizas, prediabetesz, diszlipidémia és magas
vérnyomas tlunetegyittese az Un. metabolikus
szindroma, melynek meghatarozé koroki ténye-
zGje az inzulinrezisztencia. A maj inzulinrezisz-
tencidja kulonosen fontos, hiszen ez 6nmagaban
is okozhat diszlipidémiat és arterioszklerdzist. Az
inzulin a majban egymastol fluggetlen jelatviteli
utakon gatolja a glikodz szintézisét, és fokozza a
de novo lipogenezist. Az inzulinrezisztencia gyak-
ran kisért hipertrigliceridémiaval és majelzsiroso-
dassal. Ez a jelatadas posztreceptor szint(i gat-
lasara utal, ami nem érinti az inzulin lipogenikus
hatasat. Az metabolikus szindromaban szenvedd
betegekben CB1 kannabinoid-receptor-blokkoléval
torténé kezelés csokkenti a testsulyt, valamint ja-
vitja a glukoztoleranciat és a plazmalipidprofilt, a
fokozott endokannabinoid-aktivitas koroki szere-
pére utalva. Egészséges emberekben és kontroll
egerekben kannabinoidok akutan csokkentik a
glukdztoleranciat és fokozzak a majbeli lipogenezist.
Ezeket a hatasokat a majbeli CB1 receptorok k&z-
vetitik, amit a kévetkezd megfigyeléseink tamasz-
tanak ala: (1) Az inzulin glikdzszintézist csokken-
t0 hatdsat az AKT/protein kinaz B szerin/treonin
foszforilacidjan keresztul valtja ki, és ezt a hatast
emberi illetve egérbdl izoldlt majsejtekben CB1
receptoragonistak gatoljak. Kontroll egerekben ma-
gas zsirtartalmu étrend glikozintoleranciat és maj-
elzsirosodast okoz, mig globalis vagy majspecifikus
CB1 génkilitott egerek erre rezisztensek. E hatdsok
Ujra megjelennek olyan transzgenikus egerekben,
melyekben CB1 receptorok csak a majsejtekben ta-
lalhatok. Ez azt bizonyitja, hogy a majbeli CB1 re-
ceptorok endokannabinoidok altal tortént aktivala-
sa nemcsak sziikséges, de elégséges a zsirgazdag
étrenddel kivalthatd inzulinrezisztencia és majelzsi-
rosodas létrejottéhez. Ennek alapjan indokoltnak
tartjuk a periférias szervekben talalhatd CB1 recep-
torok szelektiv célbavételét Uj stratégia érdekében
a metabolikus szindroma gydgyszeres kezelésére.

E0-04

Magreceptorok és citokinek altal szabalyo-
zott génexpresszio immunsejtekben

Nagy L.

DE OEC, Biokémiai es Molekularis Bioldgiai
Intézet, Debrecen

A peroxiszomaproliferator-aktivalt  y-receptor
(PPARy) olyan lipidaktivalt transzkripios faktor,
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amely Osszekapcsolja a zsiranyagcserét a gyulla-
dasszabalyozassal, és szerepet jatszik a cukorbe-
tegség és az érelmeszesedés kialakulasaban. A
PPARy transzkripcidsan aktiv makrofagokban és
dendritikus sejtekben is. Az azonban nem ismert,
hogy mi szabalyozza a receptor aktivitasat az egyes
immunsejt-szubpopulacidokban. Ugy tilnik, hogy
citokinek jelentés hatdssal vannak a receptor ak-
tivitdsara: proinflammatorikus molekuldk gatoljak,
mig interleukin 4 (IL-4) aktivalja a PPARy-aktivitast
makrofagokban és dendritikus sejtekben. Globalis
génexpresszids vizsgalataink szerint e sejtekben
a receptor azonos mértékig szolgal aktivatorként,

mint represszorként. Tovabba az IL-4 jelatviteli Gt-
vonal PPARy-fokozd hatasa egy eddig még nem is-
mert jelatvitelért és transzkripcidért felel6s faktor
(STAT6) és a PPARy kozotti, a szabalyozott gének
promoterén |étrejovd kolcsénhatasnak koszonhe-
t6. Igy tehat a STAT6 a PPARy aktivitasat el6segitd
(licensing) faktornak tekinthet6, ami altal novek-
szik a szabalyozott gének szama és az indukciok
nagysaga. Ez a citokin és magreceptor Utvona-
lak kozti kolcsonhatas a lipidanyagcsere egyedi,
citokinek altali, szabalyozasi lehetfségét biztositja,
és lehet6vé teszi a sejtspecifikus génexpresszio
biztositasat.

DE - Dijazottak eloadasai

A Bio-Science-dij nyertesének el6adasa

DE-01

Egyet fizet, kett6t kap: human embrionalis
egy kettods arcu proméoéterrel, Sleeping Beauty
transzpozon alapu génbevitelt kovetéen
Orban T.!, Apati A.1, Izsvak Zs.?, Ivics Z.2, Sarkadi
B.t

1 MTA SE, Membranbioldgiai Kutatécsoport, Buda-
pest; 2 Max-Delbriick Centrum, Berlin, Germany
Az embrionalis és a szoveti Gssejtek alkalmazasa
nagy lehetdségeket rejt magaban, elsésorban a
helyredllitd (,regenerativ”’) orvoslas terliletén. Az
Ossejtek ilyen irdnyu felhasznaldasanak tobb prob-
[émaja kozll bioldgiai szempontbdl nagy kihivas
a genetikailag moddositott Ossejtek adott iranyu
szOveti differencidltatédsa. A szakirodalomban leirt
madszerek altaldaban kettés szelekcién alapulnak:
az elso szelekcié a génbevitel hatékonysagara, mig
egy masik a differenciacié soran keletkezd, adott
irdnyd sejtcsoport kivalogatasara iranyul. Mun-
kank soran human embrionalis 6ssejtekbe Sleeping
Beauty transzpozonos rendszer segitségével jut-
tattunk be riportergéneket, majd kardiomiocita
iranya differencidcidé soran vizsgaltuk a stabi-
lan integralédott transzgén expresszidjat. A CAG
promoter egyik valtozatat hasznalva azt a meglepd
felfedezést tettlk, hogy ez a DNS-szekvencia , ket-
tés arcu” promoéterként mikodve egyszerre oldja
meg a differencidltatasra szant 0ssejtekbe torténd
génbevitel két fontos problémajat: (1) hagyoma-
nyosan konstitutiv promoterként miikodve segit-
ségével azonosithatok a genetikailag moddositott
differencialatlan Gssejtek (vagyis valaszt kapunk
a génbevitel hatékonysagara), (2) ugyanakkor a
differenciacié soradn ez a minden szovetben meg-
sz6lalé promédter nagyon erds transzkripcios aktivi-
tast mutat szivizomsejtekben, igy megfelel6 ripor-
tergénnel kombinalva ezek a tipusu sejtek invaziv
beavatkozasok (pl. antibiotikumszelekcié) nélkul
kivalogathatok. Igazoltuk, hogy a hatas fliggetlen
a génbeviteli eljarastél, a riportergén szekvenci-
ajatol, illetve a transzgén integracios helyeitdl és
képiaszamatdl, igy valéban a promoéter ,kettds
arcu” aktivitasahoz kothet6. A kardiomiocitak ilyen
eljarassal torténd elballitasa azért is elényds, mert
jelenleg nem ismertek (és igy kereskedelmi forga-

lomban sem kaphatdk) olyan szivizom-specifikus,
sejtfelszini fehérjék elleni antitestek, amelyek fel-
hasznalasaval human szivizomsejtek hasonld, nem
invaziv mdédon kinyerhet6k lennének.

Az MBKE-dij nyertesének el6adasa

DE-02

A kalcitriol és az immunfunkciohoz kapcsol-
hat6 gének szabalyozasa dendritikus sejtek-
ben

Széles L.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, Debrecen

A dendritikus sejtek nélkilozhetetlenek az adaptiv
immunvalaszok és a tolerancia kialakitdsaban, de
a természetes immunitashoz is hozzajarulnak. Az
immunvalaszt kivaltd folyamatokban els6sorban
immunogén, mig azok csendesitésében tolerogén
dendritikus sejtek vesznek részt. Kisérleteink so-
ran egy magreceptor, a D-vitamin-receptor (VDR)
indukalta valtozasokat vizsgaltuk. Korabban igazol-
tak, hogy a VDR agonistaja, a kalcitriol szamos, a
dendritikus sejtekben bekovetkez6 valtozast gatol,
és a kalcitriolkezelt dendritikus sejtek fenotipusuk
és funkcidjuk alapjan tolerogén dendritikus sejtek-
nek tekinthet6k. Azt vizsgéltuk, hogy hogyan fligg
Ossze a differencialddas és a kalcitriol-szabalyozott
traszkripcié. Microarray és qPCR technikakkal vizs-
galatokat végeztink el human monocitakbdl diffe-
rencialddd, illetve vérbdl izolalt mieloid dendritikus
sejteken. Eredményeink alapjan megallapitottuk,
hogy a differencidlédas és a kalcitriol altal szaba-
lyozott gének csoportjai atfednek ugyan, de nagy-
szamu olyan gén is van, amelyet vagy csak az
egyik vagy csak a masik program szabalyoz. Sok
esetben akkor is fliggetlennek tekinthet6 a két
program egymastol, amikor mindketté képes sza-
bélyozni egy adott gén transzkripcidjat. Arra a ko-
vetkeztetésre jutottunk, hogy az exogén (vagy a
dendritikus sejtek altal szintetizalt) kalcitriol olyan
programot szabalyoz, amely nagymértékben flig-
getlen a dendritikus sejtek differencialédasi folya-
matatdél. Ez arra is utalt, hogy a kalcitriol nem kiza-
rélag immunogén programok gatlasa altal, hanem
jelentds részben aktiv folyamat révén szabalyozza
a dendritikus sejtek tolerogén fenotipusat.
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E1l - Kémiai bioldgia

E1-01

Strukturak és ultrasruktarak a konformacios
betegségekben

Ovadi J.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A tarsadalom eléregedésével a neurodegenerativ
betegségek, s ezen belll az u4n. konformaci-
0s betegségek (Parkinson-, Alzheimer- illetve
Huntington-kér) mindinkabb népbetegséggé val-
nak. Kialakulasuk tobblépcsds folyamat, amelyek-
nek kiinduldpontjai alapvetéen szerkezetnélkli
vagy hibasan hajtogatddott fehérjék (a-szinuklein,
1- €s a mutans huntingtin fehérje), melyek nem ké-
pesek élettani funkcidjukat ellatni, mivel aberrans
kélcsbnhatasokhoz vezetnek, fokozott aggregacios
aktivitdst mutatnak, ami zarvanytest-képzddés-
hez, majd neuroncsoportok pusztulasahoz vezet.
A patomechanizmusok megismerése a kutatasok
egyik jelent6s célpontja, melynek fontos részét
képezi Uj szerepl6k azonositasa, szerkezeti és
funkcionalis sajatsagaik, kolcsonhatasaik sejtszin-
tl és molekularis jellemzése. Szerkezeti bioldgiai
technikak alkalmazasaval, fehérjék fluoreszcens
jelolésével, egyedi human sejtekben nagyfelbon-
tasu mikroszkdépos monitorozasaval, valamint hu-
man patoldgids agyszoveti mintak ultrastrukturalis
és rendszer szintl vizsgalataval sikerult azonosi-
tani egy Uj, szerkezetnélkuli fehérjét, a tubulin-
polimerizacio-promaoter proteint (TPPP/p25)
[http://www.genenames.org/data/hgnc_data.
php?hgnc_id=24164]. A 3D szerkezettel nem ren-
delkez6, flexibilis fehérje célpontja a mikrotubularis
rendszer, melynek dinamikajat és stabilitasat alap-
vetéen meghatarozza. Funkcidjat specifikus protein
kinazok altal foszforilalt szignalszekvencia, kifejez6-
dését poszttranszkripciés szinten a miR-206, fehérje
szinten a proteoszéma-rendszer szabalyozza. Pato-
l6gias kifejez6dése, toxikus fehérjeaggregatumokat
eredményezl, aberrans fehérje-kblcs6nhatasai,
jelentds szerepet jatszanak konformacids betegsé-
gek kialakulasaban, valamint a fehérje sejtciklust
gatlé hatasa révén tumor-genezisben. A TPPP/p25
potencidlis biomarker és gyogyszercélpont konfor-
macids betegségek korai diagnosztizalasara vagy
kezelésére.

E1-02

Biokonjugatumok versus Mycobacterium
tuberculosis

BOsze Sz.

ELTE, MTA Pepitdkémia Kutatécsoport, Budapest
A tuberkuldzis (TB) vildgszerte fontos népbeteg-
ség, amely veszélyezteti a BCG-vakcinaval oltott
és nem oltott egyéneket is. A TB megallapitdsa
mikroszkdépos és mikrobioldgiai vizsgalatokon alap-
szik; és a diagndzis legtdbszor elérehaladott sta-
diumban torténik. A Mycobacterium tuberculosis
(MTB) baktériumos fert6zés kimutatasa térténhet
immunreakcion alapulé mddszerekkel, melyek ér-
zékenysége és specificitdsa a stimuldlashoz hasz-
nalt antigénektdl fligg. A MTB immundominans

fehérjéiben T-sejt-epitdpokat lokalizaltunk, bizonyi-
tottuk, hogy szintetikus peptidek - a rekombinans
fehérjékhez hasonléan - alkalmasak in vitro T-sej-
tes immunvalasz kivaltasara. A fehérjékkel szem-
ben a peptidek elénye, hogy eltarthatok és eldal-
litdsuk olcsd, reprodukalhatd. A szintetikus T-sejt
epitoppeptidek antigenitdsa tovabb novelhet6
hordozé molekulakhoz (eldgazé lancd polimerek,
oligopeptidek, pl. tufsinszarmazékok) torténd kon-
jugalassal. A MTB intracellularis korokozo, amely
(bar mas sejtet is képes megfertézni) a tidd alve-
olaris makrofagaiban él. A hatéanyagok tobbsége
kismértékben hat az intracellularis (és a dormans)
baktériumokra, tébbségiik elsésorban a gazdasej-
ten kivul csokkenti a mikrébak szamat. Uj kemo-
terapias szerek keresése mellett fontos iranyzat
az antituberkulotikumok hatékonysagat sejt- és
szOvetspecifikus célbajuttatassal novelni. A je-
lenleg alkalmazott antituberkulotikumok fert6zott
makrofagokba tortén6 szelektiv célbajuttatasara
hatéanyag-konjugatumokat tervezlink és allitunk
el6. Kutatasainkban igazoltuk, hogy a hordozoé
egységhez torténd konjugacid nem befolyasolja
az antituberkulotikum in vitro gatld hatasat MTB
H37Rv tenyészeten. A makrofagok szelektiv hato-
anyag-felvételének optimalizalasaval kisebb napi
ddézisok alkalmazasa és révidebb terapia valhat el-
érhetévé, ami csbkkentheti a mellékhatasokat és a
kezelés koltségét is.

E1-03

Krisztallografiai alkalmazasok fehérje-
ligandum kdlcsonhatasok vizsgalataban
Harmat V.

ELTE, MTA Fehérjemodellez6 Kutatdécsoport, Buda-
pest

Az utobbi évtizedben a fehérjekrisztallografia Uj
madszereinek terjedése, automatizalasi torekvések,
a lépések nagy(obb) ateresztbképességlivé valasa
a szerkezetmegoldds egész folyamatat (fehérje-
el6allitas, -tisztitds, kristalyositas, adatgydlijtés, a
fazisprobléma megoldasa, modellépités, -finomitas)
érinti. Kiemelend6 a mdédszernek még napjainkban
is szlik keresztmetszetét jelenté fehérje-elballitas
és -kristalyositas terén a robottechnika bevezetése,
és a szinkrotron sugarforrasok rutinszer(i hasznala-
ta. Az (jitasok — amellett, hogy a makromolekulak
egyre szélesebb korét teszik elérhetdvé a szerkezet-
vizsgalat szdmara - egyre tobb esetben nyuUjtanak
a térszerkezet kis torzulasairdl és a szerkezet-sta-
bilizalé6 masodlagos kélcsdnhatasokrol is igen pon-
tos és részletes képet. A fehérje-ligandum kolcson-
hatdsok feltérképezése komplexek kristalyaiban a
kot6hely azonositdsan tul segitséget nyujt példaul
enzimreakciok, -szabalyozas, allosztérikus hatasok
mechanizmusfelderitésében is. A krisztallografiai
moddszerek jobb automatizaldsa eredményekép-
pen a szerkezetmegoldas folyamata felgyorsult, és
egyre tobb példa van hatdéanyag-tervezés kilon-
b6z6 fazisaiban vald alkalmazasokra (a célfehérje
kivalasztasa, szlirés, a vezérmolekula azonositasa
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és optimalizalasa) is. A varatlan kotési médok gya-
kori el6fordulasa is alahlzza a moddszer jelent6sé-
gét. (OTKA NK67800, K72973, F67937, NI68466;
ICGEB CRP/HUNQ9-03)

E1-04

Protein-ligandum koélcsénhatasok az ol-
doszernek kitett kotohelyeken: NMR-
megkozelités

Martinek T.

SZTE, Gyogyszerkémiai Intézet, Szeged

Az olddszernek kitett, csak kis affinitasi kotések
kialakitasara képes kot6helyek (non-druggable) a
hatéanyag-fejlesztésben nem kivanatosak. Azon-
ban a bioldgiai jelatviteli rendszerekben gyakran
el6fordulnak, vagy éppen fontos patofizioldgias
célmolekulak mutatnak ilyen kdélcsonhatasokat. To-
vabba a gydgyszerkutatasban fontos a fragmens
alapu megkozelités, ahol e gyenge kolcsonhatasok
kulcsszerephez jutnak. Emiatt a gyenge protein-
ligandum kolcsénhatasok kisérletes jellemzése
egyre nagyobb érdekl6désre tart szamot, és en-
nek egyik legfontosabb moédszere a biomolekularis
NMR-spektroszkopia. Ilyen iranyd vizsgalataink
a galektin-1 (Gal-1) tumor-dajkafehérjére és az
Alzheimer-korra tipikus B-amiloid-aggregatumokra
(AB) terjednek ki. A Gal-1 esetében a nativ
ligandummal (laktéz) vald kolcsonhatast térképez-
tik fel. A gyenge kotédés jelentGs valtozast idézett
el6 a fehérje szerkezetében és dinamikajaban a ko-
téhelytdl tavol is. A Gal-1 galaktozid-k&ét6helyének
dinamikus viselkedése magyarazatot adhat a fehér-
je pleiotrop viselkedésére. Az AB vonatkozasaban
szamos peptid és peptidomimetikum gyenge koté-
dését mutattuk ki. Ezek az anyagok a gyenge koté-
dés ellenére olyan jelentOs szerkezeti valtozasokat
idéztek el6, amelyek felel6ssé tehetbk e peptidek
illetve peptidomimetikumok neuroprotektiv hata-
saért.

E1-05

CCP modulok kdlcsonhatasvizsgalata kisérle-
tes és elméleti madszerrel

Lang A.t, Szilagyi K.2, Major B.2, Gal P.2,
Zavodszky P.2, Perczel A.1

1 ELTE TTK, Kémiai Intézet, Budapest; 2 MTA
SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Az emberi szervezet immunoldgiai védekezésében
fontos szerepet jatszo klasszikus komplement Ut-
vonal modularis felépitésli C1r szerin protedzaban
talalhaté komplementkontroll fehérje (CCP) két,
tandem elhelyezkedésli moduljat vizsgaltuk NMR-
spektroszkopia segitségével. A CCP-modulok
1H-15N-korrelacids spektrumainak segitségével a
gerincamid 'H-°N kémiai eltolédasanak valtozasa-

it kovettik a partner CCP fokozatos hozzdadasa-
ra. A perturbaciés vizsgalatok arra utalnak, hogy
a két modul a vizsgalt kértilmények kozott (~1
mg/ml végkoncentracié; pH 7; 300 K) egymassal
kélcsonhat. Nagyobb valtozast a masodik modul-
ban (Gly408-Val409, Glu425), mig kisebb hatast
az els6 modulban (Gly330) észleltiink. A kisérletes
adatok felhasznalasaval fehérje-fehérje-dokkolast
végeztiink (HADDOCK): a két modul kélcsénhatasa
kiterjedt felszinnel jellemezhetd, a részletes érté-
kelés folyamatban van.

E1-06

A nukleotidhidrolizis rendhagyo szabalyozasa
kétértéki fémionnal dUTPaz enzimben

Takacs E., Scheer 1., Vértessy G. B., Toth J.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
Szamos nukleotid hidrolaz igényel kétérték( kationt
enzimaktivitasanak optimalis mikodéséhez. A fém-
ion sok esetben nélkil6zhetetlen az enzimaktivitas-
hoz (DNS polimerazok), a dUTPaz enzimek felte-
het6en fizioldgias Mg?*-kofaktora azonban kiilonos
modon csak kétszeresére gyorsitja az enzim allan-
doésult allapotu aktivitasat. Optikai spektroszkdpiai,
tranziens kinetikai és kristalyszerkezet-meghataro-
z6 moddszerekkel azt vizsgaltuk, hogy a Mg?* mi-
ként befolyasolja a dUTPaz szerkezetét és kinetikai
mechanizmusanak |épéseit. Megallapitottuk, hogy
a Mg?*-ionnak két szubsztratfliggetlen szerkezeti
kotGhelye van a dUTPaz trimeren, amelybdl egyet
nagyfelbontasu kristalyszerkezetben a kozponti
csatornaban vizualizalni is tudtunk. A masik, két
nagysagrenddel eltéré affinitast kot6hely valo-
szinlileg szintén a csatornaban talalhaté. Az aktiv
helyen Mg?+ valdszinlleg csak szubsztrathoz kotott
formaban lehet jelen, ekkor koordinaciés szféraja
szabalyos oktaéder. Fém hianyaban a szubsztrat
a-foszfatja transz és gauche térallast is felvehet, a
Mg?+ kedvezs koordinacidja azonban csak az utéb-
biban alakulhat ki, és szintén ez a hidrolizisben
kompetens aktivhely-konformacié. Mg?* hianya-
ban a szubsztrat transz konformacioban diffuzioli-
mitalt sebességgel kotédik az aktiv helyhez, majd
izomerizalddik a gauche allapotba, s megtérténik a
hidrolizis. Mg?+ jelenlétében a kotés lassabban jén
létre, és az izomerizacié csekélyebb mérték(. A ké-
miai lépés sebességét quench-flow és stopped-flow
kisérletekben is harmadanak mértiik Mg?* hianya-
ban, mint a kation jelenlétében, s a Mg?* a katali-
tikusan aktiv konformacios allapot betoltottségét,
vagyis csak a hidrolizis valdszinlségét noveli meg.
Az enzim még a Mg?* pozitiv elektrosztatikus hata-
sat is képes mobilis arginin-oldallancaival helyette-
siteni, igy a Mg?*-ionnak a katalizisben szinte kiza-
rélag kinetikai egyeniranyitd szerepe van.
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E2 - In silico biologia

E2-01

Fehérjehal6zatok valsagvalaszai

Csermely P., Kovacs, 1., Mihalik A., Nanasi T., Palo-
tai R., Szalay M.

SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest

A sejtek mikodésének megértésében egyre na-
gyobb segitségiinkre vannak a fehérje-fehérje-
kélcsbnhatasi halozatok (interaktomok), ahol a ha-
I6zat minden Osszekottetési eleme a kapcsolatban
allé két fehérje fizikai kolcsonhatasat jelenti. Vizs-
galataink soran az élesztd interaktomjanak 13 ki-
I6nféle stresszhelyzetben bekovetkezd valtozasait
elemeztlik. Az élesztdinteraktom fehérjecsoportjait
(moduljait) az altalunk a kézelmultban kifejlesztett
ModuLand eljarascsalad segitségével hataroztuk
meg [http://www.linkgroup.hu/modules.php]. A
13 fajta stressz génexpressziéra gyakorolt atla-
golt hatdsat a fehérjeszintekre modellezve azt az
eredményt kaptuk, hogy adott fehérje interaktom-
moduljainak atfedése cstkken, azaz az éleszto-
sejt szerkezete a stressz bevezet6 fazisa soran
dezintegralddik. A szélsGségesen erls stressznek
a sejt interaktomjara gyakorolt hatasat a human
sejtek apoptdzisa soran elhasitott, mintegy 420
kulénb6z6 kaszpazszubsztrat halézatrombold ha-
tdsanak elemzésével vizsgaltuk. A kaszpaz enzim
szubsztratjainak elhasitdsa utan az interaktom mo-
duljainak mind egymashoz valé kapcsolatai, mind
bels6 szerkezete szétesik. Ez a hatas olyan erés
hogy még egy neuralis haldzat alapu algoritmus al-
tal optimalizalt haldzatszétverésnél is jelent6sebb
eredményt ad. A haldézatok moduljainak a valsag
utani ,0sszeszerelése” alkalmat adhat arra, hogy
a modulok kicsit masként kapcsoldédjanak egy-
mashoz, mint a valsag el6tt. Ez a mechanizmus az
adaptiv és evollcids valtozasok egyik fontos eleme
lehet. Emiatt is szamottevé eredménynek tartjuk,
hogy az éleszt6 interaktomszerkezetének a valsag
(stressz) utani visszaalakuldsa soran azon fehérjék,
amelyek az éleszt6ben ismert modon [Levy, Siegal
(2008) PLoS Biol., 6: €264] az evollcidés valtoza-
sokat el@segit6, kb. 300 , kapacitor” fehérjecsoport
tagjai, a halozatos szerkezet jellemzden centrélis
elemeivé valnak. Ez a viselkedés igen jo 6sszhang-
ban van azzal, amit a halézatot a dezintegracio
utan Ujjaszervezd, altalunk leirt ,kreativ elemek-
rél” [Csermely (2008) TiBS, 33: 569-576] tudunk,
melyek segithetik az adott haldézatot a korabban
nem tapasztalt krizisek utani tulélésben, illetve az
Osszetett rendszerek fejlédésének, tulélésének és
evollcidképességének iranyitasaban.

E2-02

Komplex halézatok a molekularis biolégiai
szabalyozasban

Farkas I.

ELTE TTK, Biolégiai Fizikai Tanszék, Budapest

Az el6adas célja annak rovid bemutatdsa, hogy
két szabalyozasi rendszerben az RNS-RNS-, illetve
fehérje-fehérje-kolcsdnhatasok altal felrajzolt ha-
l6zat szerkezete hogyan mutat ra az adott szaba-

lyozasi rendszer eddig kevéssé vizsgalt funkcidira,
vagyis a - haldzati — szerkezetbdl hogyan kovet-
kezik a funkcid. Az els6 halézatban minden csucs-
pont egy emberi mikroRNS-t jelol, és két csticspont
akkor all Osszekottetésben, ha a két mikroRNS
kozel ugyanazon mRNS-eket csendesiti. A haldza-
tos elemzés segitségével azt taladltuk, hogy (1) a
mikroRNS-ek jol elkulonllé csoportokban szaba-
lyoznak egyutt; és (2) az egyltt szabalyozd cso-
portokon beliil az egyes mikroRNS-ek a rajuk haté
szabalyozas alapjan szétvalaszthatdak esszencialis-
nak és kevésbé esszencialisnak (,,eldobhatébbnak™)
josolt mikroRNS-ekre. A masodik haldzat jelatviteli
utvonalak fehérje-fehérje-kolcsénhatasait abrazol-
ja harom szervezetben. A jelatviteli fehérjéket és
kolcsonhatasaikat szakirodalmi kutatassal gyUjtot-
tlik részletesen dokumentalt gy(jtési modszerrel. A
kapott adatbazis a korabbiakhoz képest joval pon-
tosabban kezeli az Utvonalak kozotti atfedéseket és
az Utvonalakat 6sszekotd (cross-talk) kélcsonhata-
sokat. A kapott pontosabb (haldzati) szerkezet a
korabbiaknal pontosabb kévetkeztetéseket enged
meg a funkciordl: gydgyszercélpont fehérjék, vala-
mint Uj Notch-Utvonalfehérjék joslasat és kisérletes
ellendrzését.

E2-03

A fehérjehal6zatok vizsgalatanak matemati-
kai modszereirol

Grolmusz V., Ivan G., Szabadka Z., Banky D., Or-
dog R., Szabd V., Hubay T.

ELTE, Matematikai Intézet, Budapest; Uratim Kft.,
Budapest

Attekintjuk a fehérjehalézatok vizsgalatdnak né-
hany matematikai mddszerét. A fehérjehaldzatok
grafok, és a grafok vizsgalataban a XX. szazadban
a magyar matematikusok élen jartak. A szazad
végén a web-graf és szocioldgiai grafok mellett a
fehérje-haldzatok felé iranyult a figyelem. Ezek a
nagy, konkrét, nem trivialis struktarat hordozé hal-
mazok - tobb kihivas mellett - felvetnek kis méret-
ben kénnyen, nagy méretben viszont igen nehezen
megvalaszolhatd kérdéseket Az el6adasban olyan
konkrét vonatkozasokra szoritkozunk, amelyek
nem a haldzatok globalis ,filozofiai” tulajdonsagait
ragadjak meg (pl. fokszameloszlas, ,kis vilag”-je-
lenség), hanem konkrét bioldgiai kérdések megol-
dasaban segithetnek.

E2-04

Rendszerbiologia és evollcié

Pal Cs.

MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A rendszerbioldgia alapveté célkitlizése, hogy a
meglévé adatok alapjan a sejt egy funkciondlisan
jol korilhatarolhatd genetikai alrendszererét (pl.
anyagcsere vagy sejtciklus) megvizsgalva azonosit-
sa a résztvevd géneket és azok kapcsolatrendsze-
rét, azaz haldzatat. A rekonstruadlt bioldgiai haldzat
sajatsagait szamitégépes modellek segitségével
elemzi, majd az el6rejelzéseket Ujabb kisérletek
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révén teszteli. Hogyan hasznosithatjak az evoluci-
0s kutatasok a rendszerbioldgia és genomika altal
kinalt tudast és modszereket? Az evollcid iranya és
sebessége kilénb6z6 mutaciok egyedi megjelené-
sétdl és azok populaciéban vald elterjedésétdl egy-
arant fligg. Ezért alapvet6en fontos képet kapnunk
a lehetséges mutaciok a hordozo élGlényre gya-
korolt elényds, hatranyos vagy éppen kéz6mbos
hatdasairdl. A probléma attol valik nehézzé, hogy a
sejt bioldgiai haldzatai rendkivil 6sszetettek, és igy
a legtobb mutacié hatasa fiigg mind a kérnyezettdl,
mind mas mutaciok jelenlététdl. A rendszerbioldgi-
ai modellek alapvet6 lehet6séget adnak arra, hogy
ezt a kérdést Ugy vizsgdlhassuk, hogy figyelem-
be vessziik a molekularis mechanizmusokat is, és
akar meg is josoljuk, milyen genetikai valtozasok
elényosek egy adott Uj kérnyezetben. Az el6adas
soran a genomika egyik legérdekesebb probléma-
jan (a kulcsfontossagl gének paradoxonanak kér-
désén) keresztll mutatjuk be a két tudomanyag
Osszetett kapcsolatat.

E2-05

Kozponti régiok szerepe a szegmentalis
duplikaciok kialakulasaban

Symmons O., Varadi, A., Aranyi T.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Az utébbi években a DNS-szekvenalasi mddszerek
gyors fejléddésével egyre részletesebb betekintést
nyerhettlink a human genom szerkezetébe. Tobbek
k6zo6tt nyilvanvaldva valt, hogy DNS-allomanyunk
kozel 5-10%-at Un. szegmentalis duplikaciok (SD-k)
teszik ki, melyek 1 kb hosszt meghaladd, >90%
szekvenciaazonossagot mutatoé régiok. E szakaszok
hozzajarulhatnak kromoszémaatrendez6désekhez,
illetve nem allélikus homolég rekombinacié révén
génkonverzidhoz és betegségekhez, azonban kiala-
kulasukrél kevés a rendelkezéslinkre all6 informacio.
A jelenleg elfogadott hipotézis szerint a SD-k meg-
sokszorozddasaban fontos szerepe van un. kézpon-
ti (core) régioknak, amelyek inherensen instabilak.
Ebbdl adodik duplikaciés hajlamuk, ami a kérnyezé
mar ismert koézponti régié, az LCR16a, részletes
analizisét végeztik el. Az LCR16a a human 16-o0s
kromoszéma szegmentalis duplikacidinak koézpon-
ti régidja, és két emberi betegséggén részleges
alapjan LCR16a elemek valodszinlleg mar a maj-
mok (Anthropoidea) kozos Gsében is jelen voltak.
A gibbon LCR16a elemek, valamint a vellik tarsitott
duplikacidk elemzése alapjan pedig feltételezhetd,
hogy az LCR16a mas fajban is elGsegitette a kor-

TN

régio szerepét. Az emberi kdpiak genomi elrende-
zG6dése és filogenetikus rokonsaga arra utal, hogy
legalabb két kiilénb6z6 duplikalodasi mechanizmus
jatszott szerepet kialakuldsukban. Ugyanakkor az
Osi LCR16a elem rekonstrukcidja azt mutatta, hogy
az LCR16a nem oszthat6 tovabbi funkcionalis egy-
ségekre duplikacid szempontjabdl, hanem annak
teljes hossza megkett6z6dott, azaz a duplikacidra
valé hajlamot feltételezhetleg az LCR16a teljes
hossza biztositja.

E2-06

A Mycobacterium tuberculosis proteomjanak
bioinformatikai analizise

Mészaros B., Téth J., Vértessy G. B., Simon 1.,
Dosztanyi Zs.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A Mycobacterium tuberculosis baktérium (MTB) al-
tal okozott TBC mind a mai napig az egyik legtobb,
kortlbeltl évi 2 millid halalos aldozatot kéveteld
fert6z6 betegség. Emellett a WHO jelentései szerint
korulbelll a fold lakossaganak egyharmada - 2 mil-
liard ember - fert6zo6tt, bar ezen populacié 90%-a
élete végéig tinetmentes marad. Az MTB az egyik
legrégebbi human patogén, igy a human sejttel
valo kolcs6nhatasa nagyon szoros és specializalt.
Erre utal azon képessége, hogy rendkivil hosz-
szUu ideig, akar évtizedekig is lappangd allapotban
egyltt él a human tidémakrofaggal, az aktiv TBC-
ferté6zések 50%-o0s mortalitasa mellett. Tovabba
emellett szdl az is, hogy az MTB a gazdasejt nélkdl,
taptalajon csak igen nehezen tenyészthetd. Egyedi
fehérje szintl vizsgalatok soran tobbszor is felme-
ralt, hogy a szoros egylttélés soran az MTB tobb
fehérjét, illetve fehérjedomént ,lemasolt” a human
fehérjék kozll, ezzel adaptalédva a gazdasejthez.
Jelen munkank soran az MTB proteomjat vizsgal-
tuk az altalunk kifejlesztett kiilonb6zé rendezetlen
fehérjéket és azok kotGhelyeit kimutato predikcids,
illetve egyéb bioinformatikai mdodszerekkel. Azono-
sitani tudtunk olyan, az MTB-ben |évé fehérjéket
és fehérjecsaladokat, melyek nyilvanvald eukariéta
rokonsagot mutatnak, és az MTB-t megkUllonbozte-
tik az egyéb prokariétaktdl. Ilyen fehérjék alkotjak
az MTB-ben a 11-tagu pkn, illetve a 146-tagu PE
és PPE fehérjecsaladokat, amelyek érdekes maddon
implikalhaték a gazda és patogén kozotti kolcson-
hatasokban. Emellett a bioinformatika segitségével
megmutattuk azt is, hogy az MTB nemcsak egy-
szerlien fehérjéket ,tanult el” az eukariétaktdl, de
sokat atvett a tipikusan eukariotakra jellemzé sza-
balyzasi és egyéb molekularis mechanizmusokbol
is.
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E3 - Fehérjegépek

E3-01

Mentsiik, ami menthetd! DNS helikazok és
polimerazok szerepe a DNS-hibanal elakadt
replikacioé folytatasaban

Haracska L., Blastyak A., Hajdud 1., Unk I., Pintér L.
MTA SzBK, Genetikai Intézet, Szeged
Kérnyezetlinkben jelenlévsé és metabolikusan ke-
letkez6 reaktiv agensek folyamatosan karositjak a
DNS-t. DNS-hibakhoz érve a replikacids villa gyak-
ran megakad, mivel a DNS-szintézist végz4 nagy
pontossagl DNS polimeraz szamos DNS-hibat nem
képes atirni. Befejezetlen DNS-szintézis a sejt ha-
lalahoz vezetne, ezért az evollcidé soran kulénbozé
mechanizmusok fejlodtek ki, melyek biztositjak a
replikacié folytatasat a karosodott bazison keresz-
tul. Egyrészt specializalédott DNS polimerazok ké-
pesek a sérlilt bazissal szemben is DNS-szintézisre,
mely hibamentes vagy mutaciokat okozé lehet, at-
tdl fliggben, hogy a megfelel6 komplementer vagy
hibas bazis kerll beépitésre a karosodott szakasz-
szal szemben. Masik lehetdség, hogy a DNS-szin-
tézis a legkdzelebbi replikacids origdrdl indul Gjra,
igy az (jraszintetizalodott DNS-szalon rés alakul
ki a sérilt bazissal szemben. A rés késébb hiba-
mentesen bet6ltédhet rekombinacidés vagy nem
rekombinacidés utakon, melyekben szamos DNS
transzlokaz és helikaz is szerepet jatszik. Egy ge-
netikai eredetli fényérzékenység-betegség (xero-
derma pigmentosum) varians (XP-V) formajaért
példaul a DNS polimeraz ¢ enzimet érinté mutaciok
a felelések. A polimeraz ¢ az UV-fény karositotta
DNS hibamentes atirasara specializalédott, és hia-
végsoO soron karcinogenezishez és bérrak kialaku-
lasahoz vezetnek. Kutatasi projektjeink a karosi-
DNS polimeraz, transzlokaz, helikdz enzimekre és
Uj szereplGk azonositasara iranyulnak. Szamos ko-
zUllk a genom stabilitdsanak biztositasaban kulcs-
fontossagu, és tumorszuppresszorként funkcional.
Jellemzésikkel célunk, hogy kodzelebb keriljlink a
és karcinogenezis molekularis folyamatainak meg-
értéséhez.

E3-02

Az alloszterikus aktivacio szerepe a motoren-
zimek miikodésében

Malnasi-Csizmadia A.

ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest

A motorenzimek altaldnos mikodési sémajat a
Lymn-Taylor-modell irja le. Ez a modell egy négy-
ttem(, szekvencialis mikodésld motorként jellemzi
az aktomiozint, amelyben az ATP megkdtédésekor
az aktin levalik a miozinrdl, az ATP hidrolizisekor
felhGzodik a miozin erfkarja, majd az aktinhoz
torténd visszakotédés utdn megtorténik az erdkar
lecsapdsa, a munkalitem. Valdban tud igy m(ikod-
ni egy molekuldris motor? Szamos kérdés merdl
fel, ha a modellt 6sszevetjik a kisérleti eredmé-
nyekkel: Mi az oka, hogy az aktin visszakotddik a

miozinhoz a munkaltem el6tt? Mi hajtja a ciklust?
Mi az oka illetve a szerepe annak a szembet(ing
jelenségnek, hogy az aktin tobb nagysagrenddel
gyorsitja a miozin ATPaz aktivitdsat? Tobbek ko-
z0tt ezekre az alapvet6 kérdésekre nem ad vélaszt
ez az altaldnosan elfogadott modell. Eldaddasomban
bemutatom azokat a legUjabb kisérleti eredménye-
ket, amelyek kikényszeritenek egy olyan modellt,
amely jol megvilagitja a kulonbséget a molekularis
illetve makroszkopikus méret(i motorok miikédése
kozott.

E3-03

Sejtlancok kialakulasa: mechanikai kdlcson-
hatasok altal vezérelt sejtmozgas

Czirdk A.

ELTE TTK, Bioldgiai Fizika Tanszék, Budapest

A sejt-sejt-kapcsolatok mentén torténd sejtaramlas
szamos fejlédésbioldgiai és koros folyamat soran
megfigyelhet6. A jelenség egyik, altalunk részlete-
sen vizsgalt példajaként az embrionalis érhaldzat
kialakuldsa szolgal. A létrejové sejtlancok vonzd
migracios célpontok, és a bearamld sejtek addig
novelik a nyulvanyok méretét, amig az kapcsolddik
mas sejtcsoportokkal. Hipotézisiink szerint a min-
tazatképzés hatterében a sejtek mechanikai kor-
nyezettol fliggd viselkedése all, azaz a sejtmozgast
a sejtlancok kifeszitett sejtfelszinének megvaltozott
mikromechanikai jellemz6i iranyitjak. In vitro kisér-
letekkel megmutattuk, hogy a sejtlancok formalasa-
ban nélkulézhetetlen a miozin II, valamint bizonyos
sejtek esetén a folyamat fligg az aljzat merevsé-
gétol. A sejtlancokra jellemzé mikromechanikai
tulajdonsagokat atomierd-mikroszkdpiaval (AFM)
hataroztuk meg, s a folyamat tanulmanyozasahoz
kidolgoztuk a polarizalt, autondm mddon mozgd és
kapcsolddd sejtek szamitdogépes modelljét. A tobb-
sejtes szimulaciés modell révén prébaljuk megér-
teni, hogy a kulonféle sejtvezérld mechanizmusok
(mechanotaxis, kemotaxis, valamint a koérnyezd
extracellularis matrix atalakitdsa) hogyan jarulnak
hozza a tébbsejtld mintazat molekularis szintl ki-
alakuldsahoz.

E3-04

A human Bloom-szindréma helikaz
processziv transzlokaciés mechanizmusa
Gyimesi M., Sarlds, K., Kovacs M.

ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest

A BLM human RecQ-helikaz alapvet6 szerepet jat-
szik a homoldg rekombinacién alapulé hibamentes
DNS hibajavitasi Utvonalakban, melyekben transz-
lokacids és szalszétvalasztasi aktivitdsai nélkiloz-
hetetlenek. Annak ellenére, hogy a transzlokacios
aktivitas elengedhetetlen az in vivo DNS-hibaja-
vitasi folyamatokban, és olyan komplex aktivita-
sok alapjaul szolgal, mint a szalszétvalasztas és a
nukleoprotein-szalak eltavolitasa, mindmaig egyet-
len human DNS helikadz transzlokacios aktivitasa-
nak mechanizmusat sem irtdk le. Részletesen ka-
rakterizaltuk a BLM monomer formajanak egyszalu
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DNS mentén torténd transzlokacios aktivitdsanak
mechanizmusat. Kimutattuk, hogy a BLM alacsony
ATP-kapcsoltsagi arannyal (1 ATP-fogyasztas/1
nukleotidnyi elmozdulas) és kotépartnerek nélkdl is
rendkivil magas processzivitassal (21000 nukleotid
elmozdulas a disszociaciot megel6z6en) halad az
egyszalli DNS mentén. A transzlokacié soran a BLM
ATP-hidrolizis ciklusanak sebesség-meghatarozo
|épése nem az ATP hidrolizise, hanem az ADP leva-
lasat megel6z6 izomerizacids lépés. Amennyiben a
BLM a DNS 5’-végét eléri, onnan gyorsan disszocial,
ezzel elkerilve az eredménytelen ATP-bonté ciklu-
sok létrejottét. Eredményeink tehat alatdmaszta-
nak egy egy iranyban halado, araszolé (inchworm)
transzlokaciés mechanizmust, mely alapvetéen k-
I6nb6zik az eddig leirt helikazokétdl.

E3-05

A tropomiozin szerepe a kortikalis
aktinhalézatok szabalyozasaban

Bugyi B., M.-F. Carlier

Laboratory of Structural Enzymology and
Biochemistry, CNRS, Gif-sur-Yvette, France

A sejtmozgas soran meghatarozo szerepet jatsza-
nak a protrazidés és adhezids struktirakat felépitd
aktin-filamentum-rendszerek. A sejtmembran ko-
zeli elagazo aktinhalézatot a gyors kicserélddési
sebességgel (turnover) rendelkez6 lamellipodium
alkotja, mig tavolabb a lassabb folyamattal jelle-
mezhet6 lamella talalhatd. Eddigi in vivo megfigye-
lések szerint a tropomiozin eltéré modon befolya-
solja e két aktinhalézat sejtmozgasban betoltott
szerepét, azonban a hattérben all6 molekularis
mechanizmusok nem teljesen tisztazottak. Mun-
kank soran a tropomiozin vazizom-izoforma ha-
tasait vizsgaltuk a protruzidés aktin strukturak ki-
alakulasara és tulajdonsagaira. Ennek érdekében
N-WASP proteinnel bevont gyongyockon alapuld
biomimetikus motilitastesztet alkalmaztunk. Vizs-
galataink szerint a tropomiozin kompetitiv mo-
don gatolja az N-WASP-Arp2/3-komplex altal Iét-
rehozott eldgazasok kialakitasat, igy moddosul a
gyongyok mozgasa. E hatas fiiggott az N-WASP-
molekulak gyongyfelszini tavolsagatdl. Kimutattuk
tovabba, hogy a tropomiozin és az ADF antagonisz-
tikus modon szabalyozzak az elagazé aktinhaldzat
kiterjedését, és hogy a tropomiozin aktinhal6zathoz
balyozza. A tropomiozin hozzdadasa az N-WASP-
motilitasteszthez elegend6 az in vivo medfigyelt,
két, eltéré szerkezeti és dinamikai sajatsagokkal

rendelkez6 filamentum-rendszer kialakitasahoz.

E3-06
A titin izoforma- és foszforilaciés-valtozasai
human szivelégtelenségben

Borbély A.!, N. Hamdani?, J. van der Velden?, L.
Falcao-Pires?, Edes 1., Papp Z.%, G. J. M. Stienen?,
W. J. Paulus?
1 DE OEC, Kardioldgiai Intézet, Debrecen;
2 Laboratory for Physiology, ICaR-VU

Amsterdam Netherlands,; 3 Department of
Physiology, University of Porto, Porto, Portugal
A szivelégtelenségben szenvedd betegek erdsodd
balkamrai falfesziiléséért az intersticialis fibrozis
és a szivizomsejtek passziv feszlilése okozza. Az
orias citoszkeletalis fehérje, a titin izoformavaltas
és foszforilacido révén a szivizomsejt passziv fe-
szulését megvaltoztatja. Ismert, hogy a merevebb
N2B titinizoforma emelked6 aranya, a titin és az
N2B csokkend foszforilaciéja néveli a szivizomsej-
tek passziv feszllését. Szivelégtelenségben (HF)
és aortasztenozisban (AS) szenvedd betegek, és
megorzoétt szivfunkcidju egyének (CON) balkamrai
biopsziaibdl izolalt szivizomsejteken er6méréseket
hajtottunk végre, és a mintakban meghataroztuk
a titin és izoformai expresszidjat és foszforilacidjat.
A biopszidkat szivkatéterezés soran (44 HF, 3
CON), mdtéti uton (25 AS, 4 CON) és explantalt
szivekbdl (4 HF, 8 CON) nyertik. A passziv feszl-
Iést izolalt, permeabilizadlt szivizomsejteken 2,2
um szarkomerhosszon mértik. A titinizoformak
expressziodjat és foszforilacidjat gélelektroforézis,
ProQ Diamond/SYPRO Ruby festési eljarasokkal
vizsgaltuk, majd N2B/N2BA- és P-N2B/P-N2BA-
aranyként fejeztuk ki. A HF-betegcsoportban mért
szivizomsejt-feszlilés (6,1+0,4 kN/m?) maga-
sabb volt, mint a CON (2,3+0,3 kN/m?; p<0,01)
vagy az AS (2,2+0,2 kN/m?; p<0,001) csopor-
tokban. Az izoformak Gsszetétele eltéré volt a HF-
(N2BA/ N2B=0,73+0,06) és a CON-csoport ko-
z6tt (N2BA/ N2B=0,39+0,05; p<0,001), de nem
kulonbozott a HF- és az AS-betegcsoportokban
(N2BA/ N2B=0,59+0,06). A titin foszforilacidja a
HF- és AS-csoportban hasonld volt, de a merev
N2B titinizoforma relativ foszforilacidja szignifi-
kansan alacsonyabb volt a HF- (P-N2BA/P-N2B
=0,77%0,05), mint az AS-csoportban (P-N2BA/P-
N2B=0,54+0,05; p<0,01). A merev N2B izoforma
hipofoszforilacidja feleléssé tehet6 a szivelégtelen
betegek szivizomsejtjeinek korosan emelkedett
passziv feszlléséért.

BIOKEMIA
XXXIII. évfolyam 3. szam 2009. augusztus

9



Az MBKE 2009. évi Vandorgylilése, Budapest: eléadas és poszter Gsszefoglalok

E4 - Jelatviteli rendszerek

E4-01

Jelatviteli folyamatok az autoimmun arthritis
kialakulasaban

Mdcsai A.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A reumatoid artritisz a népesség mintegy 1%-
at érint6é kronikus autoimmun izlleti gyulladasos
megbetegedés. A betegség kialakulasaban kézpon-
ti szerepet jatszanak a kulonb6zé fagocitasejtek,
koztik a neutrofil granulocitdk, a makrofagok és
az oszteoklasztok. Ezen sejtek k6zOs eredete és
feltételezhet6en hasonld jelatviteli folyamatai elvi
lehet6ségét adjak olyan fehérjék azonositdasanak,
melyek egyszerre tébb sejtben vesznek részt az izli-
leti gyulladas létrejottében. Génhianyos (knockout)
egereken végzett kisérleteink célja ilyen, az
autoimmun arthritisben koézponti szerepet jatszé
jelatviteli molekuldk azonositasa volt. Kilonb6z6
knockout egértézsekbdl szarmazé fagocitasejtekkel
az elmult években kimutattuk, hogy az Src kinazok
és a Syk tirozin kinaz elendeghetetlen a neutrofil
granulocitak, a makrofagok és az oszteoklasztok
szamos in vitro funkcidjahoz. Sikerllt kimutatnunk,
hogy az Src kinazok és a Syk kozti molekularis kap-
csolatot két, a nyiroksejtek antigénreceptorainakjel-
atvivé oldallancdhoz hasonlé molekula, a DAP12 és
az Fc-receptor y-lanc kozvetiti. Kimutattuk tovabba,
hogy a fenti jelpalya aktivalédasat a foszfolipaz Cy2
(PLCy2) enzim tovabbitja a sejt belseje felé. Ezen
kisérleteink alapjan egy Uj, szamos fagocitasejtben
egyidejlileg szerepet jatszé jelpalyat sikerilt azo-
nositanunk. Tovabbi kisérleteinkben arra kerestik
a valaszt, hogy a fenti jelpalya milyen mértékben
jatszik szerepet az autoimmun gyulladasos folya-
matok kialakulasaban in vivo. Megvizsgaltuk a
reumatoid artritisz egy transzgenikus egérmodell-
jének (a K/BxN szérumtranszfer arthritisnek) a le-
folyasat kulonbozd egértérzsekben. Az Src kindzok,
a Syk és a PLCy2 elengedhetetlen az autoimmun
izlleti gyulladas kialakulasahoz és a kivaltott izlleti
funkcidvesztéshez. Kisérleteink az autoimmun izl-
leti gyulladas Uj molekularis mechanizmusait tartak
fel, melyek a jov6ben Uj terapids beavatkozas ta-
madaspontjai lehetnek.

E4-02

Egy Gj Fas-indukalt sejthalalforma jellemzése
Koncz G.!, Hancz A.%, A. O. Hueber?

1 ELTE TTK, Immunoldgiai Tanszék, Budapest;

2 Institute of Signalling, Developmental Biology
and Cancer Research, CNRS, Nice, France

Az elmult néhany évben szamos programozott,
szabdlyozottan végbemend, de nem apoptotikus
sejthaldlforma valt ismertté. Tobbek kozt a
sejthalalreceptorokrél (koztlilk a Fas receptorrdl)
is bizonyitottd valt, hogy képesek nekrézist indu-
kalni, amennyiben az apoptotikus Utvonalak ga-
toltak. A citotoxikus T-sejtek aktivacié hatasara
FasL-ot tartalmazé vezikulumokat szekretalnak.
Ezen vezikulumok, az apoptotikus jelatvitel mes-
terséges gatlasa nélkll is programozott nekro-

zist okoznak, szemben a klasszikus anti-Fas vagy
rekombinans FasL altal kivaltott apoptotikus sejt-
halallal. Deficiens sejtvonalak hasznalataval bizo-
nyitottuk, hogy ez a sejthaldl Utvonal a receptor-
ral kélcsonhaté kinazoktdl fliggl, és részlegesen
fuggetlen a Fas fehérjéhez koét6dd halaldoméntdl
(FADD). A vezikulumindukalt sejthaldllal pusztu-
6 sejteket fagocitald makrofagok és dendritikus
sejtek gyulladasi citokintermelése fokozddik, mig
az apoptdzis mint immunszupressziv sejthalalfor-
ma ismert. Eredményeink alapjan egy eddig még
nem ismert Fas-indukalt sejthalalitvonalat tudtunk
azonositani. Morfoldgiai, funkcionalis és genetikai
vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a vezikulum in-
dukalta stimulus nem apoptotikus sejthalalt okoz,
mig a Fas-jelatvitel apoptdzist eredményez. A
Fas-receptor kozvetitette nekrdzis szamos gyul-
ladasos autoimmun megbetegedésben szerepet
jatszhat, valamint tovabbi terapias haszont igér az
apoptozisrezisztens tumorok esetében is.

E4-03
Terhesség és edzettség: izomvaltozasok a
terhesség soran az SMTNL1 szabalyozasaval
Lontay B.!, T. A. Haystead ?
1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;
2 Duke University, Pharmacology and Cancer
Biology, Durham, NC, USA
A smoothelin-szeri fehérje-1 (SMTNL1) a
smoothelin fehérjékkel szekvenciahomoldg, de - a
fehérjecsalad tobbi tagjaval ellentétben - nem ren-
delkezik aktinkotd sajatsaggal. Az SMTNL1 sima-,
sziv- és vazizomban is expresszalddik, ahol a 2a ti-
pusU oxidativ izomrostok markere. Az smtn/l/- egér-
torzsbn végzett vizsgalatok alapjan az SMTNL1 a
vaszkularis simaizomban és vazizomban az edzés-
hez valé adaptaciot kozvetiti a miozin foszfataz (MP)
szabalyozasan keresztlil. A ndstény smtnll”/- ege-
rek a himekhez képest nagyobb edzettséget mutat-
tak, és a nOstény egerekben az SMTNL1-expresszid
~50%-kal kisebb volt. A nemtdl fligg6 klilonbségek
vizsgalatara az SMTNL-expressziojat tanulmanyoz-
tuk a terhesség soran wt és smtnl/1/- egerekben. Az
SMTNL1 expresszidja a terhesség k6zéps6 trimesz-
terében négyszeres ndvekedést mutatott a vazizom-
ban, ami az SMTNL1 illetve a terhességet szaba-
lyoz6 szexhormonok kapcsolatara utalt. Terhesség
sordn az Osztrogén- és progeszteronreceptorok
expresszidja valamint a 2b glikolitikus rostok szama
és glikogéntartalma szignifikansan megnoétt. A vaz-
és simaizom proteomvizsgalata is jelentds eltolo-
dast mutatott a glikolitikus enzimek javara. Ezen
hatdsok minden esetben kifejezettebbek voltak az
smtnl/- egerekben. Az SMTNL1 és PR kdlcsonhatnak
egymassal és az SMTNL1 koncentraciéfiggé mo-
don gatolja a PR transzkripcids aktivitasat. Hipo-
tézisliink szerint az SMTNL1 a citoszkeletonban a
MP aktivitdsat szabalyozza, de ha PKA/PKG vagy
B-adrenerg agonistak altal kivaltott jelatviteli folya-
matok soran foszforilalodik (Ser301), a sejtmagba
transzlokalédik. A sejtmagban a szteroidreceptorok,
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a miozinnehézlanc-izoformak és a glikolitikus en-
zimek atirodasat kofaktorként szabalyozhatja. Az
SMTNL1 tehat a sima- és vazizom terhességhez

TP

E4-04

A miofibroblasztok Gj extracellularis-matrix-
képz6 mechanizmusa

Péterfi Z.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A fejlett orszagokban az Osszhaldlozas korilbe-
il 45%-at valamilyen fibrotikus szervelvaltozas
okozza. A gyakori el6fordulas, valamint a speci-
fikus antifibrotikus terapiak hidanya miatt a terl-

let jelenleg intenziv kutatasok kozéppontjaban
all. Ismert, hogy a fibrogenezis kulcsszereplGi

a miofibroblasztok, melyek kontraktilitasuk és
extracellularismatrix-képzésik altal vesznek részt
a folyamatban. Sejtkultira-modelliinkben tudé-
és borfibroblasztokbdl TGF-p1-kezeléssel indu-
kaltuk kialakulasukat. Az atalakulds soran NOX4-
dependens H,O,-termelést tapasztaltunk, mely
0sszhangban all mas fibroblasztokbdl szarmazé ada-
tokkal. Kisérleti modelliinkben el6szér jellemeztik
az eddig ismeretlen funkcidju human peroxidazt, a
peroxidazint. A peroxidazin a peroxidazok csalad-
jaba tartozik, melynek legkevésbé tanulmanyozott
tagja. A peroxidazok m(ikodéstk soran hidrogén-
peroxidot hasznalnak fel, fontos szerepet jatszva
példaul a pajzsmirigy hormonszintézisében és az
antimikrobialis védekezésben. A peroxidazinrol bi-
zonyitottuk, hogy peroxidazdoménje enzimatikusan
aktiv. Szamos szervben detektaltuk ezt az
extracellularis matrixra jellemzé motivumok-
kal is rendelkez6 molekulat. Expresszidja jelen-
tésen fokozodik TGF-B1 indukalta fibroblaszt-
miofibroblaszt-atalakulas soran. Intracellularisan
a protein az endoplazmas retikulumban helyez-
kedik el, azonban a miofibroblasztok szekretaljak
is a peroxidazint, amely az extracellularis matrix-
ban haldzatos strukturat alkotva kolokalizalddik
mas extracellularismatrix-fehérjékkel. A fehér-
je peroxidazaktivitasara nincs szlikség ahhoz,
hogy szekréciora kertljon. Egerekben, egyolda-
li ureterobstrukcidval kivaltott vesefibrézis so-
ran né a protein expresszidja. A fibrotikus vesé-
ben peritubularisan detektaltuk a peroxidazint.
Eredményeink szerint a peroxidazinszekrécié az
extracellularis matrix képzOdéséésnek eddig fel
nem ismert maddja, ami ezaltal jelent6s szerepet
tolthet be a kllonbozd fibrogenezissel jaro folya-
matokban.

E4-05

ERK1/2 cascade is a major regulator of the
expression of human ABCC6 gene

H. de Boussac, Koblos G., Buday L., Varadi A.,
Aranyi T.

MTA SzBK, Enzimolégiai Intézet, Budapest
Mutations in the ABCC6 gene, a member of the ABC
genefamily, are responsible for the heritable connective
tissue calcification disorder Pseudoxanthoma elasticum

(PXE). ABCC6 is highly expressed in the liver and
at a lower level in the kidneys and the intestine.
Interestingly, clinical symptoms of the disease appear
in tissues where ABCC6 is not expressed, and PXE is,
therefore, considered as a metabolic disorder. We are
currently investigating the transcriptional regulation
of this gene in the human hepatoma HepG2 cell
line by quantitative RT-PCR. We demonstrated that
hepatocyte growth factor (HGF), which regulates
various pathways, inhibits the expression of ABCC6.
Next we deciphered which pathways are involved
in ABCC6 regulation. Therefore, we used different
activators (insulin, phorbol myristate acetate (PMA) and
EGF) and inhibitors (LY294002, bisindolylmaleimide
(BIM) and UO126) of the pathways downstream
of HGF. Co-treatments with insulin and LY294002
did not show any involvement of PI 3-kinase in the
regulation of ABCC6. Interestingly activation of PKC
by PMA inhibits ABCC6 while BIM did not abolish this
effect, suggesting that the PKC is involved in the
regulation of ABCC6 via the activation of Raf. This
hypothesis was experimentally confirmed by the
complete abolishment of both HGF and EGF effect by
UO126, emphasizing the involvement of the ERK1/2
pathway in the regulation of ABCC6. Similar results
were obtained with URG7 a truncated transcript of
ABCC6 (sharing the same promoter), suggesting that
the effects act at the transcriptional level. These data
represent the first account to describe a physiological
regulator of the ABCC6 expression.

E4-06

A kalmodulin effektor komplexeinek kol-
csonhatasa szfingolipidmicellakkal: a Ca2+-
jelatvitel Gj aspektusai

Téth J., Kovacs E., Vértessy G. B., Liliom K

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A kalmodulin fontos és univerzalis jelatviteli sza-
balyozé, amely szdmos célfehérjével alkot nem
kovalens komplexet. A Ca2* kOtésére bekdvetkezd
nagy konformacids valtozas a kalmodulin egyéb
fehérjékkel vald kolcsénhatasait jelentésen befo-
lyasolja, ez Ca2+-fliggd szabalyozasanak alapja.
A Ca?*-ionokon kivil eddig nem volt ismert olyan
masodlagos hirvivé, amely kozvetlenll szabalyozni
képes a kalmodulin mikodését. Korabban kimu-
tattuk, hogy a szfingozilfoszforilkolin (SPC) speci-
fikusan kot6dik a kalmodulinhoz, és in vitro gatolja
annak aktivitasat, igy a Ca?*-szenzor szabalyoza-
sara kinalunk egy lipidmediatoron keresztul hatd (j
mechanizmust. Jelen esetben az SPC-kalmodulin
és egy célfehérjébdl szarmazoé peptid-kalmodulin-

............

chanizmusat vizsgaltuk egyensulyi és tranziens ki-
netikai kisérletekkel telitési Ca%*-koncentracional.
Az SPC-micella a kalmodulinon azonos kot6he-
lyért verseng a kalmodulin fehérje koétGpartnerei-
vel, és azokat képes leszoritatni a kalmodulinrol.
Mind a lipid, mind pedig a célfehérje peptidjének
kalmodulin-kotésekor medgfigyeltlink egy gyors,
masodrend( folyamatot, amelyet egy lassabb kon-
formacios valtozas kovet. Utdbbi valdszinlileg a
kalmodulin két doménjének bezarddasat jellemzi
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a peptiddel képzett komplex esetén, a micellaval
vald kolcsonhatasra azonban tobbféle elrendezés is
elképzelhetd. A vizsgalt koncentraciotartomanyban
a kalmodulin-lipidmicella és a kalmodulin-peptid
1:1 sztéchiometridji komplexet képez, amelyek
nM-os disszociacios allanddval jellemezhet6k. In
vitro eredményeink alatamasztjadk azt a korabbi
medfigyelést, miszerint SPC hatasara intracellularis
Ca?* szabadul fel. Mindez arra utal, hogy az
SPC a Ca?* jeldtvitelében gatld szerepet jatszo
kalmodulinkomplexek felbontasaval lehet képes a
Ca?* mobilizélasara.

E4-07

Human transzformalt sejtvonal érzékenyité-
se timinmentes sejthalalra a dUTPaz enzim
RNS-interferenciaval torténo géncsendesité-
se révén stabil sejtvonalakban: a sejtvalaszt
a timidilat metabolizmus enzimeinek kom-
munikacios halézata hatarozza meg

Merényi G.!, Kovari 1.1, Erdei A.2, Téth 1.1, Takacs
E.t, Vértessy G. B.!

1 MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest;

2 ELTE TTK, Immunoldgiai Tanszék, Budapest

A dUTPaz kardinalis szerepe a timidildt metaboliz-
musban abban rejlik, hogy a deoxipirimidinszintézis
soran keletkez6 dUTP-t specifikus maddon bont-
ja, és a keletkez6 dUMP terméket szolgaltatja a
timidilat metabolizmus kézponti enzime, a timidilat
szintdz szamara. Igy a dUTPaz nélklilozhetetlen en-
zime a dTTP de novo bioszintézisének. A dUTPaz
masodik, nem kevésbé fontos fizioldgias szerepe,
hogy aktivitasa révén csokkenti az intracellularis

dUTP-készletet, kialakitva egy stabilan alacsony
intracellularis dUTP/dTTP-aranyt. Ezen funkciéja-
val preventiv médon megakadalyozza a dUTP hi-
bas beéplilését a szintetizaldddé DNS-molekulaba.
A dUTP&z enzim in vivo RNS-interferencidval tor-
téné csendesitése részleteiben eddig még nem
ismert apoptotikus Utvonalon keresztlul, az un.
timinmentes sejthaldl kovetkeztében sejthalalt
okozhat. Munkank soran egy reguldlhaté RNS-
interferencids rendszert alkalmazva, hatékony
moddon csendesitettiik az endogén dUTPaz génki-
fejez6dést Hela sejtekben. Az enzim csendesitése
révén létrejott dUTPaz-metabolitikus funkcidhiany
egyértelml génexpresszidos valtozasokat indu-
kalt a timidilat metabolizmusban |ényegi szere-
pet bet6lté enzimek esetében. Kvantitativ mRNS-
szintmeghatarozassal kimutattuk, hogy az érintett
sejtvonalakban a timidilat kindz expressziéja majd
harom és félszeresére, mig a timidin kinazé kétsze-
resére emelkedett. A géncsendesitett sejtvonalnak
a timidilat- és a nukleinsav-metabolizmust karosito
fluoropirimidines (5-FU, 5-FdUR) kezelésre adott
novekedési valasza jelentés mértéknen eltért a
kontrolltdl. Ennek oka a dUTPaz szerepének kiesé-
se, illetve a fluoropirimidinek aktiv metabolitjanak,
az FdUTP-nek jelent6sebb mértékl beéplilése le-
het a DNS-be. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy
a dUTPaz szubsztratjaként kezeli a DNS-mole-
kuldkat karositdé FAUTP metabolitot. Igy a sejtek
fluoropirimidinre mutatott toleranciaszintje egyér-
telmdlen 6sszefligg az endogén dUTPaz enzim kife-
jezO0désének mértékével.

E5 - Szerkezeti bioldogia és képzomiivészet - Structural Biology and Art
(session held in English)

Organizer: Laszlé Graf

Participants:

John. Markley (University of Wisconsin, USA)
Son et Ilumiére from protein
spectroscopy

NMR

Bob Lazarus (Genentech Inc., USA)
The art of biotechnology

Gergely Katona (University of Géteborg, Sweden)
Movies of the nanoworld through the X-ray
camera

Diane Sheehan (University of Wisconsin, USA)
Structure, information, and intuition: the art
and science of weaving

Laszl6 Graf (E6tvés Lorand University, Hungary):
Protein dynamics by F. Hundertwasser and
M. C. Escher
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E6 — Makrolekularis kolcsonhatasok

E6-01

ANCHOR: a rendezetlen fehérjék fehérjekoto
szegmenseit becsl6 modszer

Dosztanyi Zs., Mészaros B., Simon I.

MTA SzBK Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A rendezetlen fehérjék fizioldgidas korlilmények
k6zott nem rendelkeznek idében allandd térszer-
kezettel. Ennek ellenére nagyon fontos funkcio-
kat ellatasara képesek, els6sorban jelatviteli és
szabalyozasi folyamatokban vesznek részt. M(ko-
désiikhoz altalaban mas makromolekulakhoz ko-
tédnek, amelynek soran részben vagy egészében
rendezédhetnek. Specialis funkcionalis képességik
a nagymérték( flexibilitasbdl ered, amely lehets-
vé teszi, hogy viszonylag gyorsan, kis affinitassal,
de nagy specificitdssal kotddjenek, plaszticitasuk
révén pedig képesek tobb partnerhez is koétédni.
Ugyanakkor a rendezetlen fehérjék és kotorégidik
kisérletes vizsgalata sok nehézségbe Utkozik, ezért
tanulmanyozasukban kulilonleges fontos szerep jut
az elméleti-bioinformatikai modszereknek. Olyan
hianypétlé predikcids eljarast dolgoztunk ki, amely
lehetOvé teszi rendezetlen fehérjékben 1évé kétéhe-
lyek azonositasat a szekvenciabdl. Ehhez a koétoré-
giok alapvet6 tulajdonsagat modelleztik egyszer(i
fizikai kép alapjan. A mddszer energiabecslo eljaras
alapjan olyan szakaszokat keres, amelyek 6nma-
gukban rendezetlenek, de globularis fehérjéhez ko-
tédve képessé valnak jol meghatarozott szerkezet
kialakitasara. A programmal, melyet a vilaghalén is
elérhet6évé tettuk [http://anchor.enzim.hu], tanul-
manyoztuk az aminosav-0sszetétel és a kialakitott
masodlagos szerkezet hatasat a hatékonysagra,
illetve O0sszehasonlitottuk a rovid és hosszabb ré-
giok kotédési mechanizmusat. A kidolgozott elja-
ras felhasznalasaval kimutattuk, hogy teljes genom
szinten a szervezet fehérjéi nagy szamban tartal-
maznak rendezetlen kotorégiokat, és ezek szama
a szervezet komplexitasaval novekszik. Aranyuk
a rendezetlen régidkhoz képest is szamottevéen
megemelkedik, ami Uj kotérégidk kialakitasara
utal. Néhany bioldgiailag érdekes fehérje (pl. p53,
p27, WASP) amellett, hogy ravilagit a rendezetlen
kotérégiok specialis tulajdonsagaira, alatamasztja
az ANCHOR maddszer hatékonysagat is.

E6-02

Protein-protein kdlcsonhatas gatlasa a jelto-
vabbitasi terapiaban

Kéri Gy.!, Orfi L.}, Waczek F.!, Németh G.!, Varga
Z.1, Szokol B.1, Kurko 1.2, Pénzes K.2, Borbély G.2,
Vantus T.2, Petédk 1.2, A. Ullrich3

1 Vichem Chemie Kutatd Kft.; 2 SE, Orvosi Vegy-
tani, Molekularis Bioldgiai és Pathobiokémiai In-
tézet, Budapest; 3 Department Molecular Biology,
Max Planck Institute of Biochemistry, Martinsried,
Germany

A jeltovabbitdsi terapia a gydgyszerkutatas egyik
legfontosabb teriilete. A patoldgids allapotok hat-
terében dontden jelatviteli rendellenességek allnak
és napjainkban a gydgyszerkutatasban azonosi-

tott validalt célmolekuldk legnagyobb része jelat-
vitelben szerepet jatszé enzim, elsGsorban kinaz.
A raciondlis hatéanyagtervezés célja a kiilonb6z6
patoldgias folyamatokért felelGs jelatviteli enzimek
vagy receptorok és kapcsolodo fehérjék gatlasa. Az
elmult évek soran a racionadlis hatdéanyagtervezés
komplex eljarassa valt, amely a szerkezeti biolo-
giat, patomechanizmus alapu célmolekula-kiva-
lasztast és -validalast, molekula-modellezést, szer-
kezet-hatas Osszefliggés-elemzést, farmakofér
alapu vegylletkivalasztast és a farmakoldgiai
optimalizaciot foglalja magaban. Az altalunk kifej-
lesztett Nested Chemical Library™ (NCL) technol6-
gia ligandum alapu tervezési eljaras, melynek soran
ismert vezérmolekulak koré fokuszalt vegyllettara-
kat alakitunk ki, és ezeket kilénb6z6 kinaz enzime-
ken illetve protein-protein-kdlcsénhatast vizsgald
rendszerekben teszteljlik és farmakofér modellt ge-
neralunk. A kapott NCL molekulakényvtar >12,000
molekulat tartalmaz, tobb szaz alalpvaz koré éplil,
valamint egy un. allosztérikus molekulakonyv-
tarra is kiterjed. A molekulakdnyvtarat biokémi-
ai kinaztesztekben, protein—protein-kolcsénhatas
gatlasokra vizsgaljuk, majd farmakodiagnosztikai
jelolokkel alatamasztott sejtes rendszerekben tesz-
teljuk sejtosztdodasgatlasra és a programozott sejt-
haldl indukcidjara kilonb6z6 tumorsejtvonalakon.
Kinazinhibitor-alapu affinitds-kromatografids maod-
szerink (KinaTor™) segitségével képet kapha-
tunk bizonyos érdekes inhibitoroknal a kdlcson-
hatd proteinmintazatrdl. A KinaTor™ technologia
kivitelezése soran kismolekulaju kinazinhibitor
vegylletet specidlis kapcslodgensen (linker) ke-
resztll matrixhoz kotink affinitaskromatografia
megvaldsitasa céljabdl, amelynek kiértékelése
tandem tomegspektrometriai vizsgalatokra épuil6
proteomikai technoldgia segitségével torténik.

E6-03

Komplementrendszer-gatlok kifejlesztése
iranyitott evollciéval

Pal G.!, Kocsis A.2, Zavodszky P.2, Gal P.2

1 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest;

2 MTA SzBK Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A komplementrendszer szabalyozatlan aktivaléda-
sa komoly betegségek (pl. Alzheimer-kér, szélltés,
iszkémia-reperfuzids karosodas, reumatoid artritisz)
kialakuldasahoz vagy sulyosbodasahoz vezethet. A
komplement harom aktivacidos utvonala (klasszi-
kus, alternativ és lektinut) eltéré mértékben vehet
részt egy-egy koros folyamatban, igy diagnosztikus
és terapias szempontbol egyarant nagy szikség
lenne Utvonalszelektiv inhibitorokra. Mivel ilyenek
nem ismertek, elhataroztuk, hogy létrehozzuk ezek
elsé prototipusat. A manndzkot6é lektinasszocialt
szerin proteaaz 2 (MASP-2) a lektinut kulcsenzi-
me. Amint a szervezetbe jutd patogén jellegzetes
felszini glikdnmintazatat egyes lektinek felismerik,
az ezekhez kapcsoldddé MASP-2 autoaktivalddik,
és beinditja a komplementrendszert. Feltételez-
tlik, hogy a MASP-2-szelektiv gatlasaval a lektinut
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specifikusan és tokéletesen gatolhatdé. MASP-2-
inhibitorok tervezését neheziti, hogy a szérumban
szamos hasonlo szerin protedaz muikodik (lasd pl.
komplement, véralvadas, fibrinolizis), igy iranyitott
evolluciés megkozelitést, fagbemutatasi maddszert
alkalmaztunk. Ehhez a napraforgdbdl szarmazd,
legkisebb természetes tripszininhibitorbdl, a 14-
aminosavas SFTI molekulabdl indultunk ki. Hat po-
zicio teljes randomizaldsaval tizmillidrd varianst tar-
talmazo konyvtarat hoztunk létre, és ezt MASP-1 és
MASP-2 enzimeken szelektaltuk. A szelektalt klénok
konszenzusszekvenciai alapjan két peptidet allitot-
tunk el6. Ezek gatldo hatasat megmértiik MASP-1
és MASP-2 enzimeken, a komplementaktivalddas
harom utjan, és a véralvadas rendszerén. Az egyik
peptid mind a MASP-1, mind a MASP-2 enzimet
gatolja, szelektiven gatolja a lektinutat, de a vér-
alvadasra is hat. A masik peptid szelektiv MASP-
2-inhibitor, a lektinutat szelektiven gatolja, és alig
hat a véralvadasra. Kifejlesztettik tehat az els6
lektinutra szelektiv inhibitorokat, amelyek mind
alapkutatasi, mind diagnosztikai és terapias szem-
pontbdl igéretesek. (G.P. és P.G. hozzdjaruldsa
egyenérték( volt.)

E6-04

Transzkripciés faktorok aktivaciéjanak és
kolcsonhatasainak modern mikroszkopias
vizsgalata

Vamosi Gy.!, Brazda P.2, Szekeres T. 2, Horvath A.1,
Bravics B.2, Molnar G.1, Téth K.3, Damjanovich S.t,
Nagy L.2

DE OEC ' MTA Sejtbioldgiai és Jelatviteli Kuta-
tocsoport; 2 Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet, Debrecen; 3 Division of Biophysics of
Macromolecules, DKFZ — German Cancer Research
Center, Heidelberg, Germany

A magreceptorok olyan transzkripcids faktorok,
amelyek ligandumfiiggé moddon képesek szaba-
lyozni célgénjeik atirédasat. A molekularis kap-
csolé modell szerint a receptorok agonista hianya-
ban a korepresszor komplex részeként kotédnek
a DNS-hez. Agonista jelenlétében a korepresszor
disszocial, helyére koaktivator kotédik, meginditva
a transzkripcidos eseménysorozatot a szabalyozott
génszakaszon. Célunk a receptormikoédés kezdeti
Iépéseinek és dinamikajanak vizsgalata biofizikai
modszerekkel. A fluoreszenciakorrelacids spektro-
szkopia (FCS) lehetdvé teszi az egyedi él6 sejtek
szintjén a fluoreszcensen jel6lt molekulak mobilita-
sanak, igy a szabad/ko6tott allapot vizsgalatat egyedi
molekulaérzékenységgel. Amodszeralkalmazasaval
z06ld fluoreszcens fehérjével jel6lt reténsavreceptor
(GFP-RAR), illetve heterodimerizacidés partnere, a
HelLa sejtekben. Az FCS technikaval nyert diffuzi-
0s autokorrelaciés fliggvényeket jol tudtuk illesz-
teni egy olyan modellel, amely egy gyorsan és egy
lassan diffundald komponenst feltételez. A keze-
letlen sejtekben az RAR-molekulak 70%-a gyorsan
diffundal (RXR esetén ez a hanyad mintegy 80%).
A molekularis kapcsolé modellel ellentétben tehat
stimulalatlan sejtekben a receptoroknak csak ki-

sebb hanyada van valamely lassan mozgd, nagy
komplexben (mint példdul DNS-hez koétott regu-
lator komplex), nagyobb része szabadon mozog a
sejtmagban. Agonista hatasara a lassi komponens
aranya ~15%-kal megnd, és ez az eltolédas még 24
ora elteltével is fennall. A komponensek azonosita-
sara elkészitettilk az RAR kofaktorkoté és DNS-ko-
t6 mutansait. FCS-méréseink arra utalnak, hogy a
lassu komponens aranyanak megndvekedése els6-
sorban a koaktivatorkoté képességgel all 6sszefig-
gésben. A tovabbiakban a receptor kélcsénhatasait
a heterodimerizacios partnerrel és a kofaktorokkal
kotranszfekcidos fluoreszcenciarezonancia-energia-
transzfer (FRET) kisérletekben vizsgaljuk.

E6-05

Az LC8 dinein-konnyililanc foszforilacioé altali
szabalyozasanak harom mechanizmusa
Molnar T., Rapali P., Radnai L., Stiveges D.,

Nyitray L.

ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest

Az LC8 dinein konnyl lanc (DYNLL) konzervativ,
homodimer szerkezetl eukaridota csomopontfe-
hérje (hub), melynek kotddése révén sok (>60)
kulonbozd funkciéju fehérjét képes szabalyozni.
A partnerek a két alegység interakcios felsziné-
nél talalhatd két, szimmetrikus arokba kotédnek
hétaminosavas, laza konszenzusszekvencidju mo-
rabban altalunk is tanulmanyozott mddja a Ser88
oldallanc foszforilaciéja, mely a monomer-dimer-
egyensuly eltolddasat okozza, ezaltal megsziintet-
ve a kot6arkokat. Gyomorraksejtek proteomikai
vizsgalatabol kiderllt, hogy a DYNLL Tyr65-
oldallancan in vivo foszforilalédik. A Tyr65 a fehérje
kotéarkanak kozepén taladlhatd, H-hidak kialakita-
sa révén fontos szerepet jatszhat a DYNLL dimer
szerkezetének stabilizalasaban és egyes célfehér-
jék kotésében. A foszforilacidért felel6s kinazt nem
ismerjuk, ezért molekularis mimikri (Tyr—Glu cse-
re) segitségével modelleztiik a modositott fehérjét.
CD-spektroszkopia és analitikai gélszlirés segit-
ségével igazoltuk, hogy a mutans fehérje szerke-
zetében nem kovetkezett be lényegi valtozas. A
partnerek kotédését fluoreszcencia-anizotropia és
megallitott aramlasos fluoreszcens spektroszko-
piai mddszerekkel vizsgaltuk. Eredményeink sze-
rint a Tyr—Glu csere nem valtoztatta meg jelentds
mértékben a DYNLL monomer-dimer egyensulyat,
viszont a kotéarkokat érint6 lokalis szerkezeti és
toltésbeli valtozasok jelent6sen gatoltédk a partne-
rek kotodését. A DYNLL-partner-interakcio partner
oldali foszforilacios szabalyozasat az p53-koté pro-
tein-1 példajan vizsgaltuk, melyrél ismert, hogy
a DYNLL-kot6 motivumaban taldlhaté Thri171 in
vivo foszforilalddhat. A kétémotivumnak megfeleld
szintetikus peptiddel ellentétben a foszfo-treonin-
tartalmi peptid nem kétédétt a DYNLL-hez. Osz-
szegzésként a  DYNLL-partner-kolcsonhatasok
foszforilacids szabalyozasanak mindharom ismert
utvonala (Ser88, Tyr65, partner) az interakcié gat-
lasdhoz vezet. (OTKA NI68466 és K61784)
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E6-06

Neurotranszmitter receptor-ioncsatornak
gatlasi és aktivaciés mechanizmusa

Maksay G.!, B. Laube?, Kegl T.t

1 MTA KK, Biomolekularis Kémiai Intézet,
Budapest; 2 Department of Neurobiochemistry,
Max Planck Institute for Brain Research, Frankfurt,
Germany

A neurotranszmitterek pentamer szerkezetl
receptorcsaladjaba tartozo receptorok a nikoti-
nos acetilkolin-, 5-HT3 szerotonin-, GABA-A- és
glicinreceptor (GlyR). Pontmutacidik és az alegy-
ségek kozott homoldogiamodellezés kot6 Uregeket
tartak fel. Agonistak és antagonistak kotédésmaodja
eltéré [Maksay (2005) Neurochem. Int., 46: 281-
291], agonistak a koto Ureget bezarjak. Konforma-
ciés hulldm vezet az ioncsatorna kinyilasahoz. Az
allosztérikus modulatorok — masik liregben kotdd-
ve- a neuralis ingerlletatvitel farmakoldgiai finom-
szabalyozasara alkalmasak. A glicin a gerincvel6
legfontosabb gatlé neuro-transzmittere. A GlyR
pozitiv allosztérikus modulaciéja fajdalomcsillapi-
té és izomrelaxans szerepet jatszhatna, de ilyen
gydégyszer nincsen [Laube et al. (2002) Trends

E7 - Human betegségek

E7-01

A molekularis szinti valtozasok dsszekap-
csolasa korképekkel - ABC transzporterek és
oroklédo betegségek

Varadi A.1, Pomozi V.1, Ful6p K., Aranyi T.t,. Szabo
P.2, J. Uitto3

1 MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest;

2 MTA KKK, Budapest; 3 Department of
Dermatology, Thomas Jefferson University, Phila-
delphia, PA, USA

Az emberi genomban talalhaté 48 ABC-fehérjét ko-
dold gén kozlil szamos olyat ismertink, amelyek mu-
tacioi 6rokl6do betegséget okoznak. A legtébb ABC-
fehérje a citoszolbdl vagy az extracellularis térbe
vagy valamelyik sejtorganellumba vald transzportot
végez, a betegeség(ek) molekularis alapja altaldban
valamely metabolit transzportjanak a hianya. Az
ABCC6 gén mutacioi a pseudoxanthoma elasticum
(PXE) nevd ritka, recessziv kotGszoveti betegséget
okozzak, amely a b6rben, a szemben és az artériak
falaban lévé elasztikus rostok fragmentalédasaval
és meszesedésével jellemezhet6. A PXE betegség
molekularis bioldgiai hattere, valamint az ABCC6
fehérje fizioldégias szubsztratja nem ismert. Elsé-
ként klénoztuk és rovarsejtekben expresszaltuk
az ABCC6 fehérjét, valamint megallapitottuk, hogy
képes organikus anionok ATP-fligg6 transzportjara,
és hogy az ABCC6 gén egy nullallélja a koszoruér-
betegség jelent6s kockazati tényezéje. A kutatas
a y-glutamil-karboxildz (GGCX) kofaktoraul szol-
galé K-vitamin-metabolitokra irdnyult (az GGCX
enzim Ca?*-kot6 fehérjék posztszintetikus médo-
sitdsat végzi, mely fehérjék kozll néhany fontos
szerepet jatszik a lagy szovetek kalcifikédlodasanak
szabalyozasaban). Hipotézisiink szerint az ABCC6

Pharmacol. Sci., 23: 519-527]. Lehet&séget kinal
erre a tropeinek nagy affinitédsu, alegységszelektiv
kétédése a GlyR-okhoz [Maksay et al. (1999)
Neurochem., 73: 802-806; Maksay et al. (2004)
J. Med. Chem., 47: 6384-6391]. Békapetében
tranziensen expresszalt human al-homopentamer
GlyR-ok és egy tropein-szerkezetli modulator, 3a-
(3'-metoxi-benzoiloxi)-nortropan (MBN) kdlcsénha-
tasat vizsgadltuk a glicin kivaltotta kloriddramokra
[Maksay et al. (2009) J. Neurochem., 109: 1725-
1732]. Az agonista kotélreg koril 6t két6hurok sza-
mos pontmutacidéja (N46C, F63A, N102A, R119K,
R131A, E157C, K200A, Y202L és F207A) felszamol-
ta az MBN gatlé hatdsat a glicinaktivaciora. Masok
viszont (Q67A, R119A és S129A) mérsékelték az
MBN fokozd hatdsat a parcidlis agonista taurin ki-
valtotta aktivacidra. Tehat az agonistak kotélrege-
iben az MBN kilonb6z6 kotédésmadddal gatolja és
fokozza a GlyR ioncsatorna funkcidjat. Az al GlyR-
homoldgiamodellezése és molekularis dinamikai
szimulacidja azt tarta fel, hogy az MBN kétféle koto-
désmaoddal fejti ki hatasat, a gatlas és potencirozas
kisérleti adataival 6sszhangban. (OTKA K62203)

molekularis biolégiaja

valamelyik K-vitaminformat a majbdl a keringésbe
transzportalva biztositja, hogy e fontos kofaktor a
periférian rendelkezésre alljon. Kutatasunk célja,
hogy azonositsuk ezeket a vitaminmetabolitokat.
Transzportbiokémiai, vad tipusu és Abcc6”- egere-
ken elvégzett majperfuzids technikakat dolgoztunk
ki, amelyeket HPLC-MS-analitikai mddszerekkel
kapcsoltunk. Eredményeink arra utalnak, a K3-
vitamin majban keletkezd glutationkonjugatuma
szubsztratja az ABCC6 transzporternek, de ez a
transzport magas K_-értékkel jellemezhetd, kizar-
va annak fizioldgiai jelent0ségét. Szamos tovabbi
K-vitaminmetabolitot is vizsgalunk.

E7-02

Hematolégiai betegségek molekularis diag-
nosztikaja

Tordai A., Bors A., Meggyesi N., Andrikovics H.
Orszagos Vérellatd Szolgédlat, Budapest

A nukleinsav alapu diagnosztika a laboratoriumi
diagnosztika egyik legdinamikusabban fejl6dé te-
rilete két fé csoportra oszthatd: (1) Orokletes és
(2) szerzett nukleinsav-eltérések kimutatdsa. Az
Orokletes eltérések diagnosztikai céli kimutatasa-
val lehet6ség nyilhat prenatdlis diagnosztikara (pl.
haemophilidk, RhD-vércsoport-inkompatibilitas)
preszimptomatikus (predikcios) diagnosztikara (pl.
hemokromatdzis), illetve megel6zé kezelésre (pl.
mélyvénas trombdzis). A szerzett nukleinsav-elté-
rések jelentésége az onkohematoldgia szakterile-
tén kiemelkedé. A daganatos sejtklonra jellemzé
nukleinsav-eltérések nagy érzékenységli kimuta-
tasa (1) hozzdjarulhat a diagndzis megallapitasa-
hoz/pontositédsahoz (pl. BCR-ABL krdnikus mieloid
leukémia (CML) kérképben, FIP1L1-PDGFRa fuzids
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gén kronikus eozinofil leukémiaban, JAK2 V617F
polycythemia vera kérképben); (2) befolyasolhat-
ja a prognozist (FLT3/NPM mutacidok akut mieloid
leukémia (AML) esetén); vagy (3) mddosithatjak
az alkalmazott terapiat (PML-RARA fluziés gén AML-
ben). A molekuldris mddszerek mas eljarasoknal
nagysagrendekkel jobb érzékenysége lehetové te-
szi a kezelés hatékonysaganak nyomon kovetését,
a minimalis reziduadlis betegség kimutatasat (BCR-
ABL, PML-RARA fuziés gének mennyiségi kimuta-
tasa), ami a rezisztens betegek korai kiszlirését
és terapiavaltast tesz lehetévé. Hematopoetikus
Ossejt-transzplantaciot kévetéen szintén molekula-
ris technikaval (6rokl6dé polimorf markerek kimu-
tatasaval) végzik a vérképzésre jellemz6é donor-
recipiens-arany meghatarozasat a beadott Gssejtek
megtapadasat kévetéen. A molekularis diagnoszti-
ka sajatossaga a technoldgiak gyors fejlédése, ami
a modszerek folyamatos megujitasat teszi szliksé-
gessé. Ennek egyik példaja a nagyfelbontasu ol-
vadasponti (HRM) fluoreszcenciids mutacidszlrési
mdéd, mely a referenciamddszerhez (Sanger-
szekvenalds) képest gyorsabba és érzékenyebbé
teheti az Gjonnan megjelend, imatinibrezisztenciat
okozd mutacidk kimutatasat CML-ben.

E7-03

Nagykapacitasu szekvenalassal a daganato-
kat okoz6 mutaciok nyomaban

Peték I.

SE, I. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet,
Budapest

A masodik generacids szekvenalasi technoldgiak se-
gitségével a DNS-szekvenalas koltségei és idGigé-
nye toredékére csokkent. Nemzetkozi er6feszitések
arra iranyulnak, hogy legalabb 1000 emberi daga-
natminta teljes genomszekvenalasa torténjen meg,
és ezaltal teljes képet kapjunk a daganatokban el6-
forduld 6sszes mutaciérdl. Az eddigi eredmények
alapjan mar most elmondhatd, par dominans gén-
hiba (pl. P53, KRAS, PIK3CA) mellett tobb szaz gén
szamolhatunk egy daganattipuson belll. A komp-
lexitast azonban csokkenti, hogy ezek mutaciok
tobbségében mindig ugyanahhoz a 10-15 jelatviteli
Uthoz kothetOk, és az egy jelatviteli Gton elhelyez-
kedd gének mutacidi egy daganaton belll kolcso-
nosen kizarjak egymast. A kutatasi célu felhaszna-
las mellett a masodik generacids szekvenalas nagy
valoszinliség szerint a daganatok molekularis pato-
l6giai diagnosztikajaban is fontos szerephez jut, hi-
szen a molekularisan célzott, jelatviteli utakra haté
gyogyszerek prediktiv farmakodiagnosztikajahoz
egyre tobb beteg és egyre tobb génszakasz par-
huzamos vizsgalatara lesz szikség. A technoldgia
masik el6nye, hogy ugyanazon génszakasz nagy-
szamu (tobb ezer) parhuzamos szekvenalasa (az -
egyebek kozott ritka mutacidk detektalasara alkal-
mazott - Un. ,ultradeep” szekvenalas) informaciot
szolgaltathat a daganat szoveten belll mutatkozo
genetikai heterogenitasaral is.

E7-04
A koros immunvalasz molekularis szinti fel-
térképezése

Rajnavolgyyi E., Gogolak P., Szabd A., Gregus A.
DE OEC, Immunolégiai Intézet, Debrecen

A kulonboz6 szoveti sejtek és az egész szerveze-
tet behal6zé6 immunrendszer folyamatosan elhald
és Ujraképz6ds sejtjei kozotti molekularis szintl
kommunikacié alapvet6 fontossagu a szervezet
egyensulyanak fenntartdasaban. A szoveti- és im-
munsejtek kozotti kozvetlen és oldott faktorok altal
biztositott sokrétl és kulonb6zd kimenetell kol-
csOnhatasokat a kérnyezeti ingerek hatasara diffe-
rencialédd és aktivalodd sejtek iranyitott vandor-
lasa és toborzasa biztositja. Ebben a folyamatban
kiemelt szerepe van a szoveti kérnyezetben beko-
vetkez6 valtozasok molekularis szint(i érzékelésé-
nek, az egyulttesen hatd jelek feldolgozasanak és
a megdfelel6 sejtvalasz kivaltasanak. E folyamatok
koordinalasaban jelentGs szerepet jatszanak a kis
szamban, de stratégiailag fontos helyeken halmo-
z6do dendritikus sejtek (DS), melyek a kérnyeze-
tikben megjelend részecskék és oldott anyagok
folyamatos felvételével, valamint a membranokban
és a citoplazmaban kifejez6d6 specialis érzékel6
receptoraik segitségével gylijtik és tovabbitjak az
informaciét az immunrendszer végrehajté sejtjei
szamara. Igy ezek a ritka, funkcionalisan sokféle
és rugalmas sejtek a természetes és a szerzett im-
munitas fontos szabalyozdi, és szereplik kiemelt az
immunvalasz 6sszehangolasaban, a kéros immun-
folyamatok megel6zésében, de bizonyos immuno-
I6giai kérképek kialakulasaban is. Az el6adas célja
a DS-ekben miikod6 érzékel6 rendszerek elvének,
molekularis szintl egytttm(ikodésének és a kival-
tott reakcidk sokféleségének 6sszehasonlité bemu-
tatasa a kérokozéok elleni immunvalasz és egyes
immunoldgiai kdrképekben zajlé folyamatok soran.
Példaként a hatékony virusellenes immunvalasz és
a tumorokkal szemben kialakult tolerancia kivalta-
saban résztvev6é mechanizmusok, valamint egyes
autoimmun betegségek soran kisiklott immunolé-
giai folyamatok 6sszehasonlité elemzését mutatjuk
be.

E7-05

A normalis és daganatos 6ssejtek aszimmet-
rikus osztodasanak molekularis szabalyozasa
Uher F.

Orszagos Vérellaté Szolgalat, Budapest

Ossejtnek neveziink minden olyan klonogén sejtet,
amely o6nfenntartasra és egy vagy tobb differen-
cialédott sejttipus, illetve sejtfejlédési sor létreho-
zasara képes. Az Ossejtek — legalabbis populacids
szinten - valtozatlan formaban térténd fenntarta-
sat és egyidejl differencidlodasat aszimmetrikus
sejtosztédas(ok) biztositjdk. Az aszimmetrikus
sejtosztédas(ok) szabalyozasaban - azaz a szo-
veti homeosztazis fenntartasaban - meghatarozé
szerepet jatszanak az Gssejtek specialis mikrokor-
nyezetébdl, az un. Gssejt ,niche”-bél érkezé jel-
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zések. A ,niche"-t alkotd sejtek részben kozvet-
len, elsGsorban a Notch rendszer altal kozvetitett
sejt-sejt-kolcsonhatasok, részben az altaluk ter-
melt szolubilis és/vagy az extracellularis matrixhoz
kotott morfogének (Wnt, Hedgehog, BMP-csalad),
differencialodasi és novekedési faktorok (EGF, FGF,
HGF, IGF), valamint egyéb szolubilis mediatorok
segitségével befolyasoljak - vagy inkabb iranyit-
jak - az Ossejtek sorsat. Ezeknek a jeltovabbito
rendszereknek a hibai sulyos zavarokat okozhat-
nak az Ossejt-kompartment(ek) mukodésében,
ami kilonb6z6 -els6sorban sejtpusztulassal jard,
degenerativ - betegségek kialakulasahoz (szkle-
rézis multiplex, diabétesz?), fokozott éregedéshez
(progeria?), illetve kilonféle daganattipusok kép-
z0déséhez vezethet. El6adasomban azt szeretném
- példakkal is illusztralva - bemutatni, hogy milyen
Osszefliggés talalhatd egyes, ma mar viszonylag jol
ismert, ,rendszerhibak” és a daganatok keletkezé-
se kozott.

E7-06

Cisztas fibrozist okoz6 mutacioé hatasai a
doménfeltekeredésre és domén-domén-
kolcsonhatasokra a CFTR fehérjében

Heged(s T.123, A. W. R. Serohijos?*, L. He?3, A.
Aleksandrov3®,. L. Cui?3, N. V. Dokholyan?, J. R.
Riordan?

1 MTA SE, Membranbioldgiai Kutatdécsoport,
Budapest; 2> Department of Biochemistry and
Biophysics, 3 Cystic Fibrosis Center, * Physics

and Astronomy, ° Department of Biomedical
Engineering, University of North Caroline, Chapel
Hill, NC, USA

A cisztas fibrozist, a kaukazusi populaciéban a
leggyakoribb halalos 6rokl6d6é betegséget, a cisz-

tas fibrozis transzmembran konduktanciaregulator
(CFTR) ABC fehérje génhibdja okozza. A CFTR
két transzmembran doménbdl, két nukleotidkotd
doménbdl és egy rendezetlen régiobdl épul fel. A
kloridcsatornaként miikodo fehérje mutacioi karo-
san befolyasoljak a fehérje expresszidjat és mdi-
kodését, aminek kovetkeztében a hamszovetek
viz- és sohaztartdsa felborul. A betegek tdbbsé-
gében jelenlevd, az N-termindlis nukleotid-kotd
doménben (NBD1) taldlhaté delF508 mutacio
az NBD1 hibas hajtogatédasa és a megvaltozott
domén-domén-kodlcsdnhatasok miatt a CFTR gyors
lebontasat okozza. Az NBD1 feltekeredésének ta-
nulmanyozasa kisérletes mddszerekkel nehéz,
ezért diszkrét molekuldris dinamikat alkalmazva
hajtogatodasszimulacidkat hajtottunk végre an-
nak érdekében, hogy a folyamatban felderitsik a
delécio altal okozott valtozasokat. Olyan aminosa-
vakat azonositottunk, amelyek k6z6tt a hajtogato-
das soran a kolcsonhatdsok a mutans doménben
a vad tipusuhoz képest eltéréek. Ezek felismerése
lehet6vé teszi, hogy a feltekeredés helyreallitasa-
ra specifikus aminosavakat célozzunk meg. Annak
érdekében, hogy az F508 aminosavnak a domén-
domén-kolcsonhatasokban betéltétt szerepét vizs-
galhassuk, elkészitettliik a teljes hosszlsagu CFTR
fehérje homoldgiamodelljét, s segitségével megjo-
soltuk az F508 kolcsonhatdsait mas doménekben
elhelyezked6 aminosavakkal. E koélcsonhatdsokat
cisztein nélkili CFTR-konstrukcidt hasznélva ke-
resztkotéssel ellendriztiik. A feltart domén-domén-
kapcsolédasi fellletek segitenek magyarazni a
delF508 mutdcié hatdsat a fehérje-6sszeszerels-
désére és -mikodésére. (NIH és North American
Cystic Fibrosis Foundation)

P - Poszterek
P1 - Kémiai bioldgia

P1-01

DNS-beli uracil tartalom detektalasa kvanti-
tativ PCR segitségével

Horvath A., Vértessy G. B.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A DNS-ben kétféle Uton jelenhet meg uracil: a DNS
tézis koztes terméke, a dUMP beépllésével. ElGbbi
eltavolitasaért az uracil DNS glikozilazok felelGsek,
utébbi megakadalyozasaért a dUTPaz. Az élGvi-
lagban azonban el6fordulnak olyan specidlis ese-
tek, amikor ezen enzimek mik&dése gatolt, vagy
a citozindezaminacié enzimatikusan serkentddik,
s a genom uraciltartalma emelkedik. Rakellenes
kemoterapia hasonldé hatast okozhat. A DNS-beli
uraciltartalom kvantitativ mérése igy tobb biold-
giai folyamat értelmezéséhez jarul hozza, és te-
rapias indikator is lehet. A DNS uraciltartalmanak
kvantitativ elemzésére a leginkabb elterjedt a
tomegspektrometrias analizis, amely nem szolgal-
tat szekvenciaspecifikus informaciot. Az altalunk

az uracil aranya a hasznalt primerpartdl figg6en
tetsz6leges genomszakaszban is meghatarozha-
t6. A legtobb DNS polimerdz nem tesz kiilonbsé-
get a DNS uracil- és timinbazisai kozott. Az Archea
DNS polimerazok azonban a templatban el6fordu-
I6 uracillal taldlkozva a szintézist nem folytatjak,
és a DNS-szdlon koétédve maradnak, igy felhasz-
nalhatok lehetnek uracil kimutatédsara PCR segit-
ségével. Az uracilérzékeny kvantitativ PCR reak-
cibkhoz a DNS-technoldgidkhoz gyakran hasznalt
Pyrococcus furiosus DNS polimeraza (pfu) hasznal-
hat6é. A vad tipusu pfu enzimmel végzett reakcid
azon a templaton hatékony, amelyben a felszapo-
ritandd szakaszra nem esik uracil. A kisérletekben
a bevitt 6sszes templatmennyiség meghatarozhato
egy olyan pontmutans pfu enzimmel, amely nem
érzékeny a DNS uraciltartalmara. A vad tipusu pfu
enzimmel a reakcid soran az amplifikacidés gérbe
eltolédik az uracilmentes templathoz képest az
uraciltartalomtdl fliggé mértékben. Az eltolédasbol
kiszamithaté a DNS uraciltartalma, amely eredmé-

kidolgozott kvantitativ PCR-teszt 4&ltal azonban  NYek az ismert uraciltartalmi mintak eseteben jo
kozelitéssel adtak a vart értékeket.
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P1-02

A dUTPaz, mint TBC gydgyszercélpont
fajspecifikus szerkezeti elemeinek szerepe az
enzimkatalizisben

Lopata A., Vértessy G. B., Toth J.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A dUTPaz enzim a dUTP hidrolizisét katalizalja
dUMP-vé és pirofoszfatta, ezzel meghatarozza a
sejtbéli dUTP/dTTP-aranyt. A tuberkuldzist okozo
Mycobacterium tuberculosis (MTB) életben mara-
dasahoz valdszinlileg elengedhetetlen a dUTPaz
m(ikodése, mivel a baktérium csak a dUTPaz akti-
vitasat igényl6 metabolikus Utvonalon képes timint
szintetizalni. Az enzim hianyaban un. timinmentes
sejthalal 1ép fel, ezért a dUTPaz igéretes gyodgy-
szercélpont lehet a TBC ellen. Az MTB dUTPazanak
a katalizisben fontos szerepet jatszé aminosa-
vak feltérképezéséhez az enzim C-terminalis
karjan tobb mutacidt hoztunk létre. Az enzimek
aktivitasat radioaktiv dUTP hidrolizissel és a reak-
cioban felszabadulé protonok pH-indikatoros ko-
vetésével spektrofotométerben mértik meg. Az
enzim-szubsztrat-komplex disszociaciés allandojat
cirkularis dikroizmus és fluorimetrias titralas segit-
ségével hataroztuk meg, utébbit az enzimbe beépi-
tett triptofan aminosav tette lehetévé. A kialénboz6
mutansoknal 3-3000-szeres aktivitascsdkkenést
detektaltunk a vad tipushoz képest. Erdekes mo-
don a szubsztrat koordinalasaért felelés egy-egy
H-kotés lehetGségének elvesztése mar jelentbs
hatassal volt a hidrolizis sebességére. A mutan-
sok enzim-szubsztrat-disszociaciés allandoi legfel-
jebb egy nagysagrendbeli névekedést mutattak a
vad tipushoz képest, tehat az enzim-szubsztrat-
kotéser6sség csokkenése nem olyan jelentds, mint
a kinetikai valtozasok. Az eredmények azt mutat-
jak, hogy a dUTPaz enzim C-terminalis karja alap-
vet6 szerepet jatszik a dUTP hidrolizisében, illet-
ve az itt elhelyezkedd, csak a mikobaktériumokra
jellemz6 felszini hurok szintén befolyasolja az en-
zimaktivitast. Mivel a hurok fajspecifikus és kony-
nyen hozzaférhet6 szerkezeti elem, szelektiven ga-
tolhatd lehet az egyébként szerkezetileg homogén
dUTPaz-csaladban. Ha gyogyszerjelolt kismolekula
szelektiven kotédik az MTB C-terminalis karjahoz,
hatékony gyogyszert sikertl eléallitanunk.

P1-03

A kiilonb6z6 alegységekhez tartoz6 konzer-
valt motivumok kapcsolodasa kozremiikodik
a dUTPaz enzimek optimalis katalitikus haté-
konysaganak kialakitasaban

Nagy G. N.!, Takacs E.!, Lopata A.!, Leveles 1.1,
Harmat V.2, Téth 1.1, Vértessy G. B.!

IMTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

2ELTE, MTA Fehérjemodellezé Kutatécsoport, Bu-
dapest

A dUTP3az enzimcsaldd mechanizmusa jérészt is-
mert, azonban a fémion kofaktor katalizisben be-
toltott szerepe még nem tisztazott. Sajat és mas
csoportok altal publikdlt korabbi kristalyszerke-
zeti eredmények szerint a fizioldgidsnak tekintett

Mg?*-kofaktor koordinaldsédban a szubsztrat dUTP
harom foszfatcsoportjdnak egy-egy oxigénatomja
és harom vizmolekula vesz részt. A vizmolekulak
kozul kettét az enzim egyik szigoruan konzervalt
aszparaginsav-oldallancanak  karboxilatcsoportja
koordinalja. Munkank soran vad tipust és olyan
pontmutalt human és mikobakteridlis dUTPazokat
hasonlitottunk Gssze, melyekben a fémion kotés-
ben szerepet jatszd vizmolekulakat koordinald
Asp-oldallancot Asn-re cseréltilk, arra szamitva,
hogy a fémion kotése perturbalddik. A muténsokat
krisztallografiai, kinetikai és ligandumkotési vizs-
galatoknak vetettik ald. Az eredmények nem vart
moddon nem er@sitették meg az Asp-oldallanc dén-
t0 hatasat a fémion kotédésére. A mutans fehérje
3D szerkezetében (PDB kdd: 3H6D) a fémiont ko-
ordindlé harom vizmolekula nincs jelen magas be-
toltottséggel. A szubsztratanaldg ligandum harom
vad tipus esetén, és azonos modon koordinalja a
Mg2+-iont. Igy a Mg?+ a szokdasos aktivcentrumbeli
pozicidban marad a mutans fehérjében is. Ugyan-
akkor az Asp/Asn-mutdcid a katalitikus sebességi
allando tébb nagysagrend(i csokkenését okozta,
és megnovelte a ligandum kétédésében jelentOs
szerepet jatszo oldallancok flexibilitasat. Eredmé-
nyeink ramutatnak arra, hogy a homotrimer aktiv
centrumanak kinetikailag kompetens konformacio-
ja alapvetGen fligg az alegységeken bellli és azok
kozotti, a szubsztratot kdézvetlentl nem érint6 kol-
csonhatasoktal.

P1-04

Fényaktivalhato azidovegyiiletek terve-

zése és szintézise gyodgyszervegyiiletek
interaktom-profiljanak in vitro vizsgalatahoz
Pasztiné Gere E., Képird M., Malnasi-Csizmadia A.
ELTE, Biokémiai Tanszék, Budapest

A gydgyszermolekulak célfehérjékkel torténd, ki-
I6nb6z06 erbsségl interakcidja jelentds mértékben
meghatarozza a hatéanyagok hatas-mellékhatas-
profiljat. Gydgyszervegylletek kolcsonhato fehér-
jepartnereinek azonositasa a vegytletek bioaktivi-
tasi spektrumanak feltérképezésében megbizhatd,
a preklinikai gyogyszerfejlesztés korai stadiuma-
ban elvégezhetd eszkoz lehet, melynek segitsé-
gével lehetévé valik a potencialis mellékhatasok
prediktalasa, a forgalomban |év6 generikumok
kevéssé kiaknazott bioldgiai hatasainak és nem is-
mert célpontjainak felismerése (,second medical
use patent”). Pszichofarmakonok in silico modszer
alapjan kivalasztott csoportjat azidovegyuletekké
modositva a farmakofdr régiok megtartasaval a
kismolekula fehérjeinteraktom-profiljat vizsgaljuk,
mikézben a szerkezeti valtozasbdl eredé farma-
kolégiai hataseltérést multikorrelalt gyogyszer-
profil-adatbazis (MCDP) alkalmazasaval minimali-
zaljuk. Célkitlizéseink kozott szerepel a fenotiazin
és a butirofenonvazas antipszichotikumok aromas
gylr(ih6z kapcsolodd klorid szerkezeti egységé-
nek azidocsoporttal torténé szubsztitlcidja réz- és
palladiumkatalizator jelenlétében, illetve a pri-
mer hidroxilcsoportot tartalmazd neuroleptikumok
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azidobenzoesavas észterezése a gyogyszer eredeti
bioaktivitasi spektruménak mego6rzése mellett. Ha-
logénezett aromas vegylletek réz(I)-katalizator je-
lenlétében mikrohullamu reaktorban, reduktiv ko-
zegben végzett azidalasa jod- és bromszarmazékok
esetében teljes mértékben végbement. A fotoaktiv
termékeket extrahalas és folyadékkromatografias
elvélasztast kovetben vizsgdltuk, az azidocsoport
beéplilését FTIR-mérésekkel ellendriztik.

P1-05

Racionalis hatéanyag tervezés: GLP-1-
receptor ligandumainak atomi szintii vizsga-
lata

Straner P., Perczel A., Farkas V.

ELTE TTK, Kémiai Intézet, Budapest

A glukagonszerl peptid-1 receptora (GLP-1R),
mely a G-fehérje-receptorok B1l-es csaladjaba tar-
tozik, N-terminadlis extracellularis doménjéhez a
GLP-1 és az exendin-4 peptid is képes kapcsolod-
ni. Mig a GLP-1 a receptor természetes agonistaja,
addig az exendin-4 a Heloderma suspectum nya-
labol szarmazod, nem természetes ligandum. Utdb-
bi erG6sebb kotédésre képes, feltételezhetben a
C-terminalisan elhelyezked6 an. Trp-kalitkat alko-
té 9 aminosavnak kdszonhetGen, s az exendin-4 e
motivumanak szekvencidja alapjan megalkottak a
Tc5b nevl minifehérjét. Kutatécsoportunk e fehér-
je D9E variansanak konformacidanalizise soran ugy
talalta, az ellendllébb a hémérséklet destabilizald
hatasanak. Mindkét minifehérje helikalis részében
megvan 4 a receptorhoz valé kotédésben fontos
szerepet jatszé 9 aminosavbdl. Jelen kutatasunk
soran az altalunk tervezett TC5b_D9E minifehérje
N-terminalisat hosszabbitottuk meg a kotddésben
szerepet jatszd tovabbi 5 aminosavval. Célunk az
volt, hogy ezen fehérjék konformacids tulajdonsa-
gainak feltérképezésével megértsiik az agonista és
antagonista hatas konformacids hatterét. Tovabbi
célunk a GLP-1R és ligandumainak génexpresszios
rendszer segitségével torténd °N-jelolt mintainak

el6allitdsa, tovabba a kotédés atomi szintl vizsga-
lata. Ezen exendin-4-szer(i peptidek és a GLP-1R
extracellularis doménjének kélcsonhatas-vizsgala-
ta a receptor mikoédésének mélyebb megértését
segiti eld.

P1-06

Foszfodiészteraz-fokuszalt molekulakonyvta-
rak: tervezés, szelekcid, biologiai értékelés
Tomori T., L6rincz Zs.12, Hajdu, 1.12, Barna L.?,
Dorman Gy.!, Cseh S.2

! TargetEx Kft., Budapest, Dunakeszi; 2 MTA SzBK,
Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A ciklikus nukleotidok (cAMP és cGMP) szintjét a
foszfodiészteraz enzimek (PDE) is szabalyozzak. A
PDE gatlasa szamos terapias terlleten (pulmonaris,
kardiovaszkularis, CNS-betegségek) kedvezd hatast
eredményez., s ennek jelentdéségét felismerve tobb-
szintd kutatasi programot inditottunk el a PDE4B,
PDESA és PDE10A enzimekre fokuszalva. Koézepes
és nagy ateresztOképességl tesztet fejlesztettlink
ki 96- és 384-lyuku talca formatumban az emlitett
altipusokra, majd a mddszert ismert inhibitorokkal
validaltuk, tovabba egyes PDE-specifikus fokuszalt
konyvtarak tervezését és szelekciojat hajtottuk
végre kemoinformatikai modszerek (CADD) segit-
ségével. A PDE célfehérjékre fokuszalt konyvtara-
kat kétlépéses szelekciés modszerrel alakitjuk ki:
el6szor, ligandum alapu 2D hasonldsagi keresést
(JChem, ChemAxon) hajtunk végre a rendelkezés-
re allé kereskedelmi adatbazisokban (megkozeli-
téleg 107 vegylleten), ami el6zetes gyljteményt
eredményez, majd a valogatast megfelel6 szlirdk-
kel sz(ikitjuk tovabb gyodgyszer és vezérmolekula
jellegli csoportokra. A klilonb6zé 2D szelekcidkat
(1000-10000 molekula) tovabb finomitjuk 3D dok-
kolasi modellekkel (Gold, Cambridge CDC, UK) cél-
vegylletre fokuszalt konyvtarakat létrehozva, me-
lyekbdl 100-200 vegytlet megvasaroltunk, és gatld
hatasukat teszteljuk a kifejlesztett in vitro sz(irési
eljarésokkal. (NFU KMOP 1.1.1.-07/1-2008-0029)

P2 - In silico biolégia

P2-01

A foszfoprotein foszfatazok evollciéja Droso-
phila-fajokban

Adém Cs.!, Miskei M.2, Dombradi V.

DE * OEC Orvosi Vegytani Intézet; 2 AMTC-MTK,
Kertészettudomanyi és N6évényi Biotechnoldgiai
Tanszék, Debrecen

A foszfoprotein foszfatdzok (PPP) minden eukariota
szervezetben megtaldlhatd, Gsi és létfontossagu
szabalyozd enzimek. A Drosophila melanogaster
genomjaban 19 PPP katalitikus alegységet kodold
gént azonositottak. 2007-ben 12 Drosophilidae-
csaladba tartozd faj teljes genom-szekvenciajat
k6zOlték, ami lehetGséget adott a PPP kataliti-
sophila melanogaster fajban azonositottunk hat
intronmentes, himspecifikus, 0j tipust foszfatazt
(PpY, PpN, PpD5, PpD6, PP1-Y1, PP1-Y2), s adat-
bazis-kutatdssal igazoltuk, hogy mind a 12

Drosophilidae-fajban jelen vannak, mas rovarfajban
azonban nem. Ennek alapjan a himspecifikus enzi-
mek korllbelal 40 millié évvel ezel6tt jottek létre.
Szekvenalasi eredmények elemzése alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy ezek a retrogének
az Osi PP1-szer( katalitikus alegységekbdl szar-
maznak. Kivételt jelent a CG11597 gén terméke,
ami a PP2A katalitikus alegységhez hasonld, csak a
melanogaster-csoport fajaiban fordul eld, s ennek
alapjan megjelenése korilbelil 10 millio évvel ez-
el6ttre tehet6. Raadasul 6t olyan Uj foszfatazt ko-
dold gént is azonositottunk (PPY-szer(i, PpD5-szer(,
PpD6-szer(i, PP4-szer( és Pp6-szerli) melyek csak
a nagyon 6si Drosophila-fajokban talalhatéak meg.
A PPP gének kromoszdmalis lokalizaciéjanak elem-
zése soran azt taldltuk, hogy az 6si PpD6, PpD6-
szer(, PP1- Y1, PP1-Y2 géncsoport szétesése el6tt
toObbsz6ér atrendez6dott, majd a melanogaster-
alcsoportban a PP1-Y1 és a PP1-Y2 az Y kromoszo-
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mara transzlokalédott. D. ananassae fajan a PpD6
gén az Y kromoszomara kerllt, mig mas fajokban
a II. kromoszéma masik karjara helyez6dott, amit
a gének GC-tartalmanak lecsbkkenése kovetett. A
Drosophila-fajok evollcidja soran a PPP génkészlet
génduplikacioval, delécidval és retrovirdlis transz-
poziciéval dinamikusan valtozott. (OTKA 68754)

P2-02

Kismolekulas kombinatorikus molekula-
konyvtarak dokkolasa és kiértékelése kotési
profil segitségével

Angyén A

ELTE, Szamitégép-tudomanyi Tanszék, Budapest
Az origindlis gyogyszerkutatasban az in silico
modszerek egyre nagyobb teret kapnak a gyégy-
szerjel6lt molekuldk kivalasztasaban és optima-
lizalasaban. Amennyiben egy kismolekularél be-
bizonyosodik, hogy kotédik adott célfehérjéhez,
elkezd6édhet a molekula szerkezeti optimalizalasa
hatékonyabb kot6dés eléréséhez: ilyen eljarasokat
és a kiértékelés megkonnyitésére kidolgozott ko-
tési profilokat mutatunk be. In silico mddszerekkel
az alapvazhoz kiilénb6z6 funkcids csoportok kom-
binatorikus kapcsolasaval tobb tizezer kilénb6z6
szerves molekuladt modelleztiink, a kotési helyze-
teket sajat dokkoléoprogrammal meghatarozva. Az
igy létrehozott kombinatorikus molekulakényvtarak
tagjai kozott talalhatunk a kiindulasi kismolekula-
nal jobb inhibitort vagy aktivatort. Az ilyen mdédon
meghatarozott fehérje-ligandum-komplexek tér-
szerkezeteibdl kiszamoltuk az adott komplex rész-
letes kotési profiljat. A kotési profil azon aminosa-
vak Gsszessége, amelyeknek legalabb egy atomja
a ligandum atomjaival van der Waals tavolsagon
belll helyezkednek el. Tovabba a szerkezet-hatas-
Osszefliggéseket a kotési profilok kilonbozdségét
szamszer(sit6, egyszer(i és specifikus tavolsag-
fuggvénnyel térképeztlk fel. A bemutatott eljaras
tobbek kozott a gyodgyszerjelolt molekuldk opti-
malizalasaban hatékonyan felhasznalhatd, a mo-
lekulakonyvtarak elemeinek kotési tulajdonsagai
jellemezhet6k, ily mddon széles koérl szerkezet-
hatas-0sszefliggések vizsgalatara nyilik lehetdség.

P2-03

A Rho/Rac GTPaz-aktival6 fehérjék szoveti
expresszidos mintazatanak in silico vizsgalata
Csépanyi-Kémi R., Safar D., Ligeti E.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A monomer (kis) G-fehérjék szamos sejtfunkciéban
résztvevo, fontos szabalyozé proteinek. GTP-kotott
formajuk aktiv, GDP-t kotve inaktivva valnak. Ezen
két allapot kozotti atmenet egyik szabalyozédja
a GTPaz-aktivalé protein (GAP), mely serkenti a
kis G-fehérjék GTP-hidrolizisét, ezaltal inaktivalja
Oket. Jelenleg mintegy hetven olyan GAP-domént
tartalmazé fehérjét ismertink, melyek a Rho-csalad
kis G-fehérjéit (Rho, Rac, Cdc42) szabalyozhatjak.

sz

viteli utakban betoltott helyér6l/szerepérdl kevés
az ismeretlnk. In silico moddszerekkel vizsgaljuk
a GAP-ok szbveti megoszlasat és RNS-szinten jel-
lemezziik a fehérvérsejtek, els6sorban a neutrofil
granulocitdk (PMN) GAP-készletét. Irodalmi adatok
alapjan negyvenkét Rho/RacGAP-ot sikerilt azono-
sitanunk. Az ezekre vonatkozo microarray-adatokat
a GEODataSets adatbazisbol nyertlik [http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed], a kisérleteket az
Affymetrix Human Genome U133A Array felhasz-
nalasaval értékeltlik ki. Tizennégy kilonb6zd sz6-
vettipust, valamint PMN-t, makrofagokat, B- és
NK-sejteket vizsgaltunk meg. Ezekben az emlitett
negyvenkét GAP RNS-expresszios szintje jelentds
kllonbségeket mutatott. A legtébb szovet- és sejt-
tipusrol elmondhatd, hogy csak néhany (1-10) GAP
mutatott magas expresszidét. PMN-ben a GRAF, az
OPHN1 és a KIAA0053 GAP-ok esetében taldltunk
kiemelkedd értékeket. Ezek mellett még hét GAP
expresszios szintje volt jelent6s. A szévetekben/
sejtekben mas-mas GAP-ok végzik a kis G-fehérjék
szabalyozasat, az egyes GAP-ok expresszios min-
tazataban vannak atfedések, de talalunk szévet-,
illetve sejtspecifikus GAP-okat is. Tovabbi terveink
kozott szerepel ezen szbvet-/sejtspecifikus GAP-ok
vizsgalata sajat microarray-kisérletekben és RT-
PCR segitségével.

P2-04

A SwissProt adatbazis siirliség alapu
klaszterezése

Ivan G., Grolmusz V.

ELTE Szamitégéptudomanyi Tanszék, Budapest;
Uratim Kft., Budapest

A SwissProt aminosavszekvencia-adatbazis
klaszterezésében alkalmazott modszerek tobbsége
heurisztikakat hasznal a szekvenciaillesztésnél és/
vagy egyedi kotési (single-linkage) tipusu, illetve Un.
moho klaszterezdalgoritmusokat. Poszteriinkén je-
lentésen eltéré megoldast mutatunk be: (1) pontos
szekvenciaillesztést (a Smith-Waterman-algoritmus
optimalizalt valtozataval); és (2) klaszterezést a su-
riiség alapu OPTICS klaszterez6algoritmussal. Ja-
vaslunk tovabba egy eljarast, mellyel a szekvenci-
akhoz szinek rendelhet6k azok NCBI-taxondmiaban
elfoglalt helye alapjan; a szinek segitségével a ka-
pott klaszterek fajonkénti Gsszetétele jol attekint-
het6. A SwissProt 55.5 verzidéjaban megtalalhatd
389046 szekvencia klaszterezése soran kialakitot-
tunk egy, a klaszterezés minGségének mérésére
alkalmas mérG6szamot, melynek segitségével az
OPTICS altal nyert klaszterezés mindsége 0Osz-
szevethet6 valamely referenciaklaszterezéssel. A
meglévd, tobbnyire mohd megkozelitésen és he-
urisztikakat tartalmazd szekvenciaillesztésen ala-
pulé megoldasokkal 6sszehasonlitva az altalunk
javasolt eljaras - a futasi id6t praktikus korlatokon
bellil tartva - precizebb alternativat jelenthet nagy
szekvenciaadatbazisok klaszterezésére.
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P2-05

a~Amilaz enzimek szubsztratkoto zsebének
alhelytérképezése molekularis modellezéssel
Métyan J. A.!, Gyémant Gy.!, Bagossi P.2,

Harangi J.1

DE ! TEK TTK, Biokémiai Tanszék; 2 OEC,
Biokémiai és Molekularis Biolégiai Intézet,
Debrecen

Az a-amildzok vizsgalatat széles kor( ipari alkal-
mazasuk és a human eredetl enzimek diagnosz-
tikai szerepe indokolja. Rontgendiffrakciés méré-
sekkel meghatarozott 3D szerkezetek és kisérletes
enzimkinetikai és termékmintazat-elemzési ada-
tok lehetéséget biztositanak a szerkezet-funkcio-
Osszefliggések vizsgalatasara. Olyan szamitogépes
eljaras kidolgozasat tliztik ki célul, amely segit-
ségével vad tipusu és mutans a-amildaz enzimek
hasitasi preferencidjat tudjuk magyarazni és jésol-
ni. A szamitdgépes eljaras rontgenkrisztallografiai
vagy homoldég modellezésl 3D szerkezeteken ala-
pul, az egyes szubsztratkotd alhelyeken az enzim-
szubsztrat-kolcsonhatasi energiat molekulame-
chanikai moddszerrel szamitva. A moddszert olyan
a-amilaz (human nyal, arpa) enzimeken kalibraltuk,
melyeknek alhelytérképeit és hasitasi frekvenciait
korabban a DE Biokémiai Tanszéken meghataroz-
tak. A modell tesztelésére tovabbi a-amilaz enzi-
mek alhelytérképeinek joslasat végeztiik el. Arpa
amilaz enzime esetében korabban még nem ta-
nulmanyozott aminosavak (V47, S48) mutacidinak
hatasat kivantuk josolni, meghataroztuk ezen enzi-
mek kisérletes hasitasi frekvenciait, s kiszamitottuk
az alhelytérképeket. A hasitasi frekvenciak megha-
tarozasa 2-klér-4-nitrofenil-csoportot tartalmazoé
maltooligoszacharid szubsztratsorozat segitségével
tortént, az alhelyek kotési energiadit a DE Biokémi-
ai Tanszéken kifejlesztett SUMA (SUbsite Mapping
of a-Amylases) szamitdgépes programmal megal-
lapitva. A rontgenkrisztallografiaval meghatarozott
szerkezetek vagy homoldg modellek ismeretében
a kidolgozott szamitdgépes eljaras felhasznalhato
lehet a kilonb6zd a-amilazok mikodésének gyors
joslasara anélkul, hogy hosszadalmas és koltséges

kisérletes folyamatban hataroznéank meg a bontasi
képet és a szubsztratkétd zseb alhelyeinek kotési
energiait.

P2-06

Decomp - PDB felbontas megbizhat6an

Ordég R., Ivan G., Szabadka Z., Grolmusz V.

ELTE, Matematikai Intézet, Budapest; Uratim Kft.,
Budapest

A Decomp [http://decomp.pitgroup.org] protein
adatbazisok (PDB) strukturalis felbontasara szol-
galé eszkoz, mely megbizhatéan valasztja szét a
PDB-ben talalhaté kiilonb6z6 molekulakat, és meg-
kisérli egyes hibatipusok javitasat is. A Protein Data
Bank elsddleges célja kezdetben a krisztallografiai
cikkekhez tartozé adatallomanyok tarolasa volt. A
kisérleti adatokbdl szarmaztatott PDB-adatfajlok
tehat a cikkekkel egy idében kerliltek megosztas-
ra a kulonbozé PDB-gy(jté oldalakon [pl. http://
www.wwpdb.org]. A letétbe helyezett struktirak
hianyossagai (példaul hianyzé atomok) tébbnyire
csak a “megjegyzés” részben, s6t esetenként csak
a cikkben szerepelnek. Tekintettel arra, hogy ezek-
nek nincsen kotott formatuma, ezért a PDB-k au-
tomatikus nagy atereszt6 képességl feldolgozasa
nehézkes. Tovabb neheziti a helyzetet, hogy a HET
atomnak jelolt elemek sem feltétlenll jelentenek
a fehérjéhez nem tartozé atomokat. Igy példaul a
fémes ionok és nem standard - mddosult - ami-
nosavak atomjai is HET atomként lehetnek jeldlve,
tehat egy HETATM bejegyzéseket tartalmazé PDB
fajl sem feltétlentl tekinthet6 fehérje-ligandum-
komplexnek. A Decomp segitségével a fehérje-
ligandum-komplexek konnyen és megbizhato-
an azonosithatéak, majd annak részei kilon PDB
fajlokba csoportosithatéak. A hianyzé atomokat,
aminosavakat és lancokat a program megjeléli, és
hianyzd részlancok esetén is egy lancként azono-
sitja az Osszetartozd lancszakaszokat. A hianyzo
atomoknal a megbizhatdbb szekvencia-informaciot
hasznaljuk - igy nem okoznak hibat a lancbéé hi-
anyzé atomok, melyek ugyan jelen vannak, de a
nem sikerllt pontosan meghatarozni helylket.

P3 - Fehérjegépek

P3-01

Alfavirus proteazok specificitasanak vizsga-
lata

Bozoki B., Bander P., Matuz K., Bagossi P.,

Boross P. T6zsér J.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen

Az alfavirusok nem szerkezeti fehérjéi poliprotein
formaban transzlalédnak a virusgenomrdl. A
poliproteinen harom alfavirus proteaz (nsP2pro)
hasitasi hely biztositja a nem szerkezeti fehérjék
létrejottét, melyek alapvetd szerepet téltenek be a
virus replikacios ciklusaban. Ennek alapjan az alfa-
virus proteazok potencialis antiviralis célpontoknak
tekinthet6k, valamint rekombinans flazids fehérjék
processzalasanak eszkozeként is szolgalhatnak.
Kisérleteinkben ez utdbbit szem el6tt tartva vizs-

galtuk a Sindbis-virus (SINV), a Semliki Forest
virus (SFV) és a venezuelai léagyvel6-gyulladas-
virus (VEEV) nsP2 protedzainak (PR) tulajdonsaga-
it. Vizsgalataink soran az egyes virus-poliproteinek
hasitasi helyei alapjan tervezett oligopeptid szer-
kezetli szubsztratokat alkalmazva felmértik a
protedzok szubsztratspecificitasat, beleértve a nem
ugyanabbdl a virusbdl szarmaztatott enzimek és
a hasitasi helyeket modellez6 oligopeptidek kozti
keresztreakciokat, és Osszehasonlitottuk a hasi-
tasi reakciok hatékonysagat. A hasitdas mértéke a
VEEV PR esetén a SFV-1, a SFV PR esetén pedig a
SFV-1 és a SFV-3 oligopeptideknél volt megfeleld
az enzimkinetikai meghatarozéshoz. A specificitasi
eredményeket molekularis modellezés segitségé-
vel értelmeztik. A kinetikai eredményeket felhasz-
nalva Osszehasonlitottuk az alfavirus proteazok
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katalitikus hatékonysagat a rekombinans flzids fe-
hérjék processzalasara gyakorlatban alkalmazott
potyvirus protedzok kinetikai paramétereivel is.
Azt tapasztaltuk, hogy csak a VEEV PR mutatott
szamottevl keresztreakcids aktivitast, de az SFV
PR sajat szubsztratjain aktivabbnak bizonyult. A
proteazok gyengébb katalizatoroknak mutatkoztak
a potyvirus proteazoknal, ezért valdszinlileg nem
nyujtanak elényt a rekombinans flzids fehérjék
processzalasara hasznalt enzimekkel szemben, am
antiviralis terapiak igéretes célpontjai lehetnek.

P3-02

A DNS-fiiggo enzimaktivacié szerepe a RecQ
helikaz miikodésében

Sarlds K., Gyimesi M., Kovacs M.

ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest

Az él6vilagban minden(tt el6fordulé RecQ-csalad
helikazok esszencialis szerepet téltenek be a DNS
kett6s szaltérések homoldg rekombinacion alapuld
javitasaban. Az Escherichia coliRecQ helikdzahomo-
l6g rekombinacioé beinditasaban, az illegitim rekom-
binaci6 megakadalyozasaban, valamint az elakadt
replikacids villak stabilizalasaban tolt be fontos sze-
repet. A RecQ helikaz funkciéja szamos szempont-
bdl részletesen kutatott, mikédési mechanizmusa
viszont — a csalad mas enzimeihez hasonléan - jo-
részt ismeretlen. Munkank soran géntechnoldgiai,
allandésult allapoti és tranziens kinetikai, valamint
fluoreszcenciaspektroszkopiai vizsgalatok soran
fényt deritettlink az E. coli RecQ helikdz DNS-fliggo
ATPaz mechanizmusanak alapvet6 sajatsagaira, és
létrehoztuk az enzimciklus kvantitativ modelljét. A
DNS-kotés nem befolyasolja a gyors és reverzibilis
nukleotid- (ATP-, ADP-) kotést. A DNS-nek az en-
zimre gyakorolt allosztérikus hatasa viszont dént6
fontossagl az ATP-hidrolizisben, amely DNS-men-
tes allapotban csak rendkivil lassan megy végbe.
Az enzimtermék (ADP és foszfat) komplex magas
DNS-affinitasa arra utal, hogy a hidrolizislépés a
DNS-en valo elmozdulashoz kapcsolt. A DNS-akti-
valt mikodési ciklus sebességmeghatarozoé l1épése
a foszfatfelszabadulas utan, ADP-kotott allapot-
ban végbemend konformacidvaltozads. Az ATPaz
aktivitasat noveli az egyszallt DNS mentén torté-
nd transzlokacié. Méréseink alapjan a RecQ helikaz
az egyszall DNS megkéotését kovetéen processziv
transzlokaciét végez a DNS-szal 5'-végéig, ahon-
nan gyorsan disszocial, elkertilve ezzel a ,folos-
leges” (transzlokaciohoz nem kapcsolt) ATPaz
ciklusokat. A munkank soran kirajzolédd részle-
tes mechanikai és kinetikai modell k&zelebb visz
minket a 2-es szupercsaladba tartozé helikaz enzi-
mek genom-karbantartasban és -evollcidban jat-
szott szerepének megértéséhez.

P3-03

A blebbistatin stabilizalja a miozin erégene-
ralasi lépésének kezdoallapotat

Takacs B.!, N Billington?, Gyimesi M.?, Kintses B.?,
Malnasi-Csizmadia A.t, P. J. Knigjt?, Kovacs M.!

1 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest;

2 Astbury Centre, University of Leeds, Leeds, UK

A sejtosztddas, az izommi(ikédés és sok mas biolo-
giai mozgas alapja a miozin erdkifejté [épése, amely
az aktinfilamentum mentén térténé elmozduldshoz
vezet. Az erfOkifejtés sordn a miozin erdkarja le-
csapodik, és a miozin disztalis része elcsuszik az
aktinfilamentumhoz képest. A motorm(ikédés vizs-
galatat rendkivil megneheziti, hogy az erégenera-
lasi 1épés kozti allapotai rovid életidejik miatt nem
hozzaférhetéek. Egytriptofanos miozinmuténsok
segitségével kimutattuk, hogy ADP és blebbistatin
inhibitor jelenlétében a miozin olyan konformaciot
vesz fel, amely az erdkifejtd |épés kezdGallapotara
emlékeztet: felhGzott er6kard, de erds aktinkotd
allapotot. E konformaciot elektronmikroszkdpos
felvételekkel is megerdsitettiik. Biokémiai és szer-
kezeti sajatsagai alapjan ez az allapot nagyon ha-
sonlit a normal (nem gatolt) erdgereralasi |épés
kezddGallapotahoz, amely blebbistatin tavollétében
révid élettartama miatt nem vizsgalhatd. Adataink
alapjan a blebbistatin - sejtbioldgiai alkalmazasai
mellett - az aktomiozin erégeneralé miikodésének
megértésében is rendkivil hasznosnak mutatko-
zik.

P3-04

A Hsp27 neuroprotektiv szerepe akut és kro-
nikus etanoladalogolas utan

Téth E. M., Gonda Sz., Santha M.

MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A Hsp27 a kis méltomegl hdsokkfehérjék csa-
ladjaba tartozo, ATP-fliggetlen chaperonfehérje.
Legfontosabb feladata, hogy a hibas szerkezet(i
fehérjékhez kapcsolddva megakadalyozza, hogy
azok rendellenes fehérjeaggregatumokat képez-
zenek. Ezen kivll részt vesz az apoptdzis gatla-
saban, a citoszkeleton szervezésében, valamint
megvédi a sejteket az oxidativ stresszel szemben.
Csoportunk célja a Hsp27 neuroprotektiv szere-
pének vizsgalata volt Hsp27 fehérjét taltermeld
transzgenikus egerekben. A transzgenikus egér-
vonalakat pronukleusz mikroinjekcids technikavan
allitottuk el6. A bejuttatott human Hsp27 gén kife-
jezOdését western blot mddszerrel mutattuk ki. A
Hsp27 fehérje eloszlasat a kilonb6z6 agyrégiokban
immunhisztokémiai Uton vizsgaltuk. A transzgén a
kéregben és a hippocampusban is kifejez6dott, de
a legerételjesebb kifejez6dését a kisagyban kaptuk.
A Hsp27 neuroprotektiv szerepét akut és krdnikus
etanolkezelés utan vizsgaltuk. Az akut kezelések
soran az allatok 2 g/ttkg etanolinjekcidt kaptak,
ezutan kilonb6z6 viselkedési teszteket végeztiink
el ataxia, izomer6 és mozgaskoordinacidés képes-
ség vizsgalatara. A forditott racs (inverted screen)
tesztet egyik vad tipusu allat sem teljesitette, mig
a transzgenikus egerek 43%-a sikeresen teljesitet-
te azt (p=2,92593.10%). A rudon torténd haladasi
(beam walking) tesztben a vad tipusu allatok 86%-a
leesett a rudrol, mig a transzgenikus allatoknal ez
az arany 53% (p=0,03139) volt. Ezen kivul a vad
tipusu allatoknak tébb idébe telt végighaladni a ru-
don, mint a transzgenikusoknak (p=2,30296.10+).
A labnyomi (footprint) analizisben kilénbséget
taldltunk a transzgenikus és vad tipusu egerek

BIOKEMIA
XXXIII. évfolyam 3. szam 2009. augusztus

22



Az MBKE 2009. évi Vandorgylilése, Budapest: eléadas és poszter Gsszefoglalok

lépéshossza kozott (elsé lab: p=0,00224, hatséd
ldb: 5,6036.10¢). A kronikus etanolkezelés so-
ran az allatok ivovizét 20% etanololdattal helyet-
tesitettiik 5 hétig, majd agymetszeteken Fluoro-
Jade-C-festéssel vizsgaltuk az neurodegeneraciot.
A transzgenikus egerek agyaban joval kevesebb
elhalt neuron volt lathatd, mint a vad tipusu
allatokéban.

P3-05

Uracilszenzor fehérjék rontgenkrisztallografi-
ai jellemzése

Leveles 1.t, Békési A.t, Konya E.!, Harmat V.2,
Vértessy G. B.!

IMTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest, 2ELTE,
MTA Fehérjemodellezé Kutatécsoport, Budapest

A genetikai integritds szempontjabdl eszencialis
dUTPaz enzimcsaldd mar szamos, csoportunk al-
tal meghatarozott kristalyszerkezettel rendelkezik
a PDB (Protein Data Bank) adatbazisban, tovabbi
- az alkalmazhatésag szempontjabdl jelentés -
mutansok szerkezetmegoldasa folyamatban van,
molekularis helyettesités modszerrel. Legutdbb

annak a MTBDUT H145W mutédnsnak atomi fel-
bontdsu szerkezetmegoldasa tértént meg, mely a
beillesztett triptofan segitségével lehetdvé teszi a
fehérje fluoreszcencids méréssorozatat, anélkdl,
hogy szerkezete és aktivitasa jelentGsen sériilt vol-
na a mutdcié altal. A Mycobacterium tuberculosis
dUTPaz fajspecifikusan tervezett inhibitorok altal a
gydgyszerkutatas érdekes témaja. A masik, felté-
telezett genomi uracilszenzor fehérjérél (UDE) még
nincsenek rontgenkrisztallogréfiai adatok, ennek
kristalyositasa és szerkezetmegoldasa igazi kihivas.
A fehérje, szekvencidja alapjan, egy Uj fehérjecsa-
Iad els6 tagja, nincs olyan hozza jelentésen hason-
6 fehérje, amelynek 3D szerkezete ismert volna.
Jelenleg az UDE fehérje funkcionalis jellemzésével
parhuzamosan dolgozunk a kristalyositas sikeres-
sége érdekében. ElGszor sikerlilt olyan kristalyokat
el6allitani, melyek hamarosan tesztelésre kerllnek
a grenoble-i ESRF szinkrotron réntgensugarforras-
nal. Sikeres mérés esetén tobbszoros és egyszeres
hulldmhosszl anomalias diffrakcié (MAD/SAD) se-
gitségével lehetévé valhat az UDE szerkezetmeg-
oldasa.

P4 - Jelatviteli rendreszerek

P4-01

Allvanyfehérjék szerepe a MAPK jelatviteli
utakban

Alexa A., Gogl G., Lukacs M., Reményi A.

ELTE TTK, Biokémia Tanszék, Budapest

A mitogénaktivalt protein kindz (MAPK) jelatvite-
li palyak koézéppontjdban egy haromszintl fehér-
je kinazokbol all6 kaszkad talalhaté: MAPKKK —
MAPKK — MAPK. A MAPK fajtaja szerint megkulén-
béztetlink ERK, JNK és a p38 MAPK utvonalakat. Az
utébbi évek kutatasainak fontos felfedezése, hogy
jelatviteli utak sokszor allvanyfehérjék segitségével
szervezO6dnek funkcionalis modulokba [Zeke et al.
(2009) TiCB, in press]. Célunk annak felderitése,
hogy allvéanyfehérjék miként jarulnak hozza a jelat-
viteli haldzatok szervezddéséhez és miikodéséhez.
Jelenlegi kisérleteinkben arra vagyunk kivancsiak,
hogy human MAPK allvanyfehérjék (pl. Ksri, Jipl
és Jip2) hogyan befolydsoljdk a harom egymast
kovet6 kinazbol alld MAPK-modulok jelatviteli sa-
jatsagait. Megkozelitéslink Ujszer(i vonasa, hogy
vizsgalataink soran rekombindns, tisztitott fehérjék
segitségével in vitro rekonstrualjuk a megfeleld hu-
man MAPK jeldtviteli modult. Az altalunk el&allitott
és tisztitott kindzok aktivak, a kiilonb6z6 MAPK-
elemek aktivitasat mind radioaktiv kinaz teszt,
mind western blot alapjan kévetni tudjuk. Jelenleg
a modulokon bellli fehérje-fehérje-kdlcsonhatasok
feltérképezése zajlik GST-pull down kisérletekkel. A
tovabbiakban feltérképezziik azokat a kdlcsonhata-
sokat, amelyek a szupramolekularis szervezddésért
felel6sek, és mennyiségileg jellemezziik az egyes
kélcsonhatasok hozzajarulasat a MAPK-modul tel-
jes aktivitasahoz.

P4-02

A protein foszfataz 2A (PP2A) autofagia sza-
balyozasaban betoltott szerepe Drosophila
melanogasterben

Banréti A.!, Sass M., T. Lukdcsovich?, Csikds Gy.!

1 ELTE TTK, Anatomiai, Sejt- és Fejlodésbi-

olégiai Tanszék, Budapest; 2 Department of
Developmental and Cell Biology, University of
California, Irvine, CA, USA

Az autofagia az eukaridta élélényekben altalanosan
jelenlévé sejttani folyamat, mely nélkilozhetet-
len a hibas, funkcidjukat vesztett makromoleku-
vetek atépliléséhez, széls6séges esetekben akar
a pusztuldasdhoz is. Szamos sejtvesztéssel jaro
betegség hatterében az autofagia diszfunkcidja
all. A holometabola rovarok metamorfézisa ide-
jén az autofagocitézis extrém maddon feler6sodik
a larvalis szovetekben, igy az ecetmuslica (Dro-
sophila melanogaster) kitin6 modellként szolgal
az autofagia genetikai, illetve biokémiai mddsze-
rekkel tortén6 szabdlyozasanak vizsgalatara. Mas
rendszerekben leirtdk, hogy a protein foszfataz
2A katalitikus alegység (PP2A/C), PP2A/A scaffold
proteinnel illetve egy eddig azonositatlan PP2A/B
regulator alegységgel alkotott heterotrimerként
serkenti az autofagiat. Ismert tovabba, hogy a
PP2A trimer komplex szervez6dését a TOR kinaz
(target of rapamycin) szabdlyozza. Kisérleteinkben
éheztetéssel illetve rapamycinnel (TOR-inhibitor)
indukaltuk az autofagiat larvalis zsirtestekben.
Okadansavval (a PP2A/C specifikus gatloszeré-
vel) kezelt allatoknal a LysoTracker prébaval jelolt
autolizoszémak szamanak szignifikans csokkenését
kaptuk. A PP2A/B’ génre nézve négy P-elemes mu-
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tans vonalat vizsgaltunk, melyekben az egyedek el-
téré hanyada mutatott autofadgiadefektust. Tobblé-
péses keresztezéssel revertans vonalakat hoztunk
létre, melyek az eredeti (vad) fenotipust mutattak.
A PP2A/B’ regulator alegységének expresszidjat
konstitutiv. RNS-interferencidaval csendesitve a
LysoTracker-pozitiv granulumok szignifikdns csok-
kenését tapasztaltuk. PP2A/B’-GFP riportergént
tartalmazd konstrukciot hoztunk létre, majd pe-
tékbe injektaltuk. A transzgenikus vonal larvaiban,
hésokkmedialt, illetve szovetspecifikus expressziot
kovetéen, a fuzids fehérje az autolizoszomak
membranjahoz asszocialtan jelent meg.

P4-03

MAP kinazok specificitasa - a dokkolo
peptidek szerepe a jeltovabbitasban

Bérkai T., Garai A., Reményi, A.

ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; MTA KK,
Budapest

A mitogén aktivalt protein kinazok (MAPK) a sejt-
membrantdl a sejtmagig tarté jelterjedésben szamos
kolcsonhatast hoznak létre mas fehérje kinazokkal,
foszfatazokkal, allvanyfehérjékkel és célfehérjék-
kel (pl. transzkripciés faktorokkal a sejtmagban).
A MAPK-ok fehérje-fehérje-kélcsénhatasaik ré-
vén jelpalyakba szervezddnek és ezeknek a kol-
csOnhatasoknak egyik széles korben alkalmazott
formaja dokkold peptideken keresztll zajlik [Re-
ményi et al. (2006) Curr. Opin. Struct. Biol., 16:
676-685]. Dokkold kélcsénhatas soran a kinaz egy
aktiv helytdl fliggetlen felszine — az un. dokkold
arok - lép kolcsbnhatasba az interakcids partnerbdl
szarmazo6 révid kb. 10-15 aminosav-hosszUisagu
peptidszakasszal. Human MAPK-ok dokkolé kol-
csbnhatasainak feltérképezésére iranyuld kisérlete-
ink soran eddig karakterizaltunk kb. 30 kilonb6z6
dokkold peptid interakcidjat négy MAPK enzimmel
(ERK2, INK1, p38a és p38b). Meglepetésiink-
re azt tapasztaltuk, hogy ezek a révid kb. 10-12
aminosav-hosszlsagu peptidek specifikus maddon
képesek a kulénb6zé MAPK enzimekhez ko&tod-
ni. A peptideket MAPK-interakcids profiljaik alap-
jan harom csoportra osztottuk: (a) promiszkus,
mindegyik vizsgalt MAPK enzimmel koélcsénhatasra
Iép; (b) specifikus, csak egy MAPK enzimmel lép
kolcsonhatasba; (c) szelektiv, legalabb egy MAPK
enzimmel nem |ép koélcs6nhatasba. Célunk, hogy
rontgendiffrakcids moddszerekkel feltérképezzik a
MAPK-peptid-komplexek kolcsonhatasainak nagy-
fok( specificitasat eredményez6 szerkezeti okokat.
Eddig tucatnyi MAPK-peptid-komplex kristalyosita-
sat kezdtik meg, melyeket Ugy valasztottunk ki,
hogy azok jol reprezentaljak a klilonboz6, fent is-
mertetett fehérje-peptid-kodlcsdnhatasi profilokat.

P4-04

Lenni vagy nem lenni? A hipotetikus 5-opioid
receptor altipusok vizsgalata in vivo és in
vitro

Birkas E.!, Kertész 1.2, Toth G., T. Wen3, J. Pintar3,
Szlics M.1

1 MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged;
2 MTA Atommagkutatd Intézet, Debrecen;
3 University of Medicine and Dentistry of New
Jersey, Piscataway, NJ, US
Korabban meghataroztuk az Uj, proteolitikusan sta-
bil, potens 5-opioid antagonista Tyr-Tic-(2S,3R)-B-
MePhe-Phe-OH receptorialis paramétereit patkany
agyban [Birkas et al. (2008) Neuropeptides, 42:
57-67]. Jelen munkankban azt vizsgaltuk, hogy az
Uj ligandum alkalmas-e a §-opioid-receptorok mai
napig hipotetikus altipus-szelektivitasanak vizs-
galatara. Intrathekalisan adott Tyr-Tic-(2S,3R)-
B-MePhe-Phe-OH szignifikansan blokkolta a &, -
szelektiv agonista DPDPE analgetikus hatasat, mig
hatastalan volt a 5,-szelektiv Ile>°-deltorphin II és
a p-opioid-agonista DAMGO-val szemben egér fa-
rok elrdntasi tesztben, ami az Uj ligandum in vivo
§,-szelektivitasara utal. Human p- vagy §-opioid-
receptorokkal stabilan transzfektalt CHO sejtmemb-
ranokban végzett ligandum-stimulalt [35S]GTPyS
kotési kisérletekben az Uj antagonista hatékonyan
blokkolta mind a DPDPE, mind az Ile®>¢-deltorphin
II altal kivaltott stimulaldsokat, és szignifikansan
nem befolydsolta p-agonistédk hatasat. A TIPP és
Uj szarmazékanak antagonista potencidljat ismert
specifitdsi antagonistak hatasaval Osszehasonlit-
va azt tapasztaltuk, hogy mind a DPDPE-, mind az
Iles¢-deltorphin II-stimulalds gatldsa esetén a ha-
tdssorrend: naltriben (§,-specifikus antagonista)
>> Tyr-Tic-(2S,3R)-B-MePhe-Phe-OH~TIPP > BNTX
(8,-antagonista) DOR-CHO membranban. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy in vitro kisérlete-
inkben nem mutathaté ki §-opioid receptor altipus-
ok létezése. Feltételezziik, hogy az in vivo észlelt
O-opioid receptor altipusok hetero-oligimerizacio
révén jonnek létre. Funkciondlis kisérleteinkben azt
talaltuk, hogy az Uj ligandumnak nemcsak §-opioid
antagonista, hanem p-agonista hatasai is vannak.
Az ilyen ligandumokrdl ismert, hogy nem alakul
ki velik szemben analgetikus dependencia, ezért
klinikailag igéretesek. (NKTH DNT 08/2004, OTKA
TS-049817).

P4-05

A TIMAP és az ERM fehérjék szerepe a
tiildéendotélium gatfunkciéjanak szabalyoza-
saban

Czikora 1., Bécsi B., Erdédi F., Gergely P., Csortos
Cs.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A citoszkeletonhoz ko6t6do fehérjék foszforilacidja
és defoszforilacidja kulcsszerepet tolt be az
endotheliumban a gatfunkcié szabalyozasaban. A
TIMAP (TGF-inhibited membrane-associated prote-
in) fehérje szerkezetébdl adodoédoan a MYPT-csalad
tagja, igy feltételezhetd, hogy a protein foszfataz
1 katalitikus alegység (PP1c) célrairanyitd, regu-
lator alegysége. Mas sejttipusokhoz viszonyitva
a TIMAP expresszids szintje az endotél sejtekben
igen magas. Korabbi munkankban TIMAP depletalt
és kontroll human tldGartériasejtekben (HPAEC)
a TIMAP gatfunkcidjat mutattuk ki. Jelenlegi mun-
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kankban a TIMAP és a PP1c fehérjék kozotti kol-
csonhatast mutattunk ki immunoprecipitacioval,
valamint rekombinans, tisztitott fehérjékkel
feltletiplazmon-rezonancia késziilékkel (Biacore).
A TIMAP plazmamembranhoz asszocialédé fehér-
je, immunfluoreszcencias kisérletekben elsGsorban
a sejtmembranban, a sejtmagban és a mag korli
citoszélban detektaltuk. Immunfluoreszcencias Gton
kolokalizaciéot mutattunk ki a TIMAP és a moezin
kozott, s e kolcsbnhatast immunoprecipitacioval
is meg tudtuk erGsiteni, igy feltételezziik, hogy
a TIMAP az ERM fehérjék foszforilacidés szintjé-
nek szabdlyozasan keresztll fejtheti ki gatfunk-
ciéjat. Az ERM fehérjék akkor aktivalédnak, ha a
C-terminalis treonin-oldalldncukat a PKC-8 vagy a
Rho kindz foszforildlja, igy dimerjeik, oligomerjeik
monomerekké alakulnak, ezdltal képesek lesznek
az aktinfilamentumokat a plazmamembranhoz két-
ni. Rekombinans moezint (vadtipus és trunkalt mu-
tans) Rho kinaz enzimmel foszforilaltunk, melyet
in vitro foszfatazteszt kisérletekben szubsztratként
hasznaltunk. A PP1c aktivitdsa TIMAP hozzdadasat
kovetéen csokkent. Feltételezziik, hogy a TIMAP
szerepet jatszhat a membranbeli PP1c-aktivitas
szabalyozasaban, ERM fehérjék defoszforilalasaban
és az ERM-szabalyozott membranfolyamatokban,
gatfunkcidéban. (OTKA K60620, K68416)

P4-06

Rizsbdl szarmazo6 protein foszfataz 2A B” re-
gulator alegység szerepének vizsgalata rizs-
ben és dohanyban

Farkas I.!, F. Ayaydin?, Kokai E.!, Abraham E.2, P.
Yu?2, Dombradi V.t, Dudits D.2, Horvath V. G.2

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;

2 MTA SzBK Névénybioldgiai Intézet, Szeged

A protein foszfataz 2A (PP2A) enzim fontos szere-
pet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban, amelyben
a retinoblasztémaszerl fehérjék foszforilacids al-
lapota kiemelked6 jelentdéségld. A PP2A holoenzim
egy katalitikus alegységbdl és egy allando A regu-
lator alegységbdl allé dimerbdl épul fel, amelyhez
valtozatos B regulator alegységek egyike kapcso-
l6dhat. A valtozo B alegységek hatarozzak meg a
PP2A szubsztratspecificitasat és sejten bellli loka-
lizaciojat. A novények sejtciklusanak szabalyozasat
és ebben a PP2A szerepét rizs modellnévény segit-
ségével tanulmanyozzuk. Korabbi eredmények sze-
rint a Medicago sativa PP2A B” regulator alegysége
éleszt6kéthibrid-rendszerben erdsen és szelektiven
kolcsonhatott a lucerna MsRBR és a rizs OsRBR1
retinoblasztdomahomoldég fehérjével [Lendvai et
al. (2007) J. Exp. Bot., 58: 1663-1675]. Indo-
koltnak latszott, hogy tovabb vizsgaljuk a PP2A
B” domén szerepét a sejtciklus-szabalyozasban. A
rizs B” alegységet hexahisztidinfizids fehérjeként
expresszaltuk E. coli baktériumban, és Ni**-agaroz-
kromatografiaval tisztitottuk. A rekombinans
fehérje ellen ellenanyagot termeltettiink nyul-
ban. Az antiszérumot NHS-aktivalt Sepharose és
rekombinans rizs B” fehérje felhasznalasaval affi-
nitaskromatografiaval tisztitottuk, majd dot blot és

western blot kisérletekben ellendriztik. Az ellen-
anyag alkalmas a B” fehérjének megfelel6 mole-
kulatémegl protein detektalasara rizs szuszpenzi-
0s sejtek és levelek kivonataban. Az antitest rizs
szuszpenzids sejtekben citoplazmas és sejtmagi
lokalizacidt is mutatoé fehérjét ismer fel, melynek
szintje a sejtciklus fazisaitdl fliiggetlen. Az ellen-
anyag alkalmas expresszidoszint-megallapitasra rizs
eredetl B” fehérjét termeld transzgenikus dohany-
névényekben. (OTKA NK-69227)

P4-07

A retinoidok hozzajarulhatnak a szoveti
transzglutaminaz keletkezéséhez az elhalo
timocitakban

Garabuczi E., Somlai G., Fésis L., Szondy Zs.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen

A timocitdk csontvel6i 8ssejtekbdl szarmazd sej-
tek. Erésik és differencialédasuk a timuszban tor-
ténik meg, melynek soran a timocitak tobb mint
90%-a elhal. Az intézetben folyt korabbi kutatasok
kimutattak, hogy az apoptodzis kivaltasakor (pl.
glukokortikoid oltasat kovetéen) nagy mennyisé-
gl szoveti transzglutaminaz (TG2) termelédik a
timocitakban. A timocitak elhalasat glukokortikoid-
kezeléssel in vitro is el6idézhetjik, de ezzel egy-
idejl TG2-indukaldédast nem tudtuk kimutatni. Arra
kerestink valaszt, mely - a timocitak szoveti kor-
nyezetében megtalalhatoé és a TG2 in vivo termel6-
déséhez szlikséges - anyagok mikodhetnek kozre
a timocitak in vivo apoptdzisa soran. Korabbi ada-
taink azt mutattak, hogy a timocitak elhalasat a
timuszban retinoidok és az apoptotikus sejteket el-
takarité makrofagok altal termelt transzformalé no6-
vekedési faktor B (TGF-B) keletkezése kiséri. Mind
retinsav-, mind TGF-B-kotéhely létezését leirtak a
TG2 promoéterében. Kisérleteinkben a retinsav és
TGF-B hatasat vizsgaljuk a TG2 mRNS-ének meg-
jelenésére, a timocitak glikokortikoid kivaltotta
in vitro apoptozisa soran. Adataink azt mutatjak,
hogy a TGF-B és a retinsav, valamint az apoptozist
kivaltd glikokortikoid egylttes hatasa sziiksé-
ges a TG2 mRNS hatasos indukciéjahoz. In vivo
apoptdézisindukcié soran a TGF-B hatasanak kozém-
bositése vagy a retinsavszintézis gatlasa megaka-
dalyozza a TG2 indukcidjat, tehat a retinsav és a
TGF-p is kozrejatszik az apoptotikus timocitakban
keletkez6 TG2 indukcidjaban. (OTKA 77587, Sanofi
Aventis doktori 6sztondij)

P4-08
Eheztetéssel indukalt génexpresszids valto-
zasok autofagiahianyos Drosophila-mutan-
sokban

Juhész G., Erdi B.

ELTE TTK, Anatémiai, Sejt- és Fejlédésbioldgiai
Tanszék, Budapest

Az autofagia (sejtes 6nemésztés) soran a sejt sa-
jat anyagait a lizoszdmak segitségével lebontja. A
folyamat evollciéosan rendkivil konzervalt, mor-
foldgidja is roppant hasonld az Osszes eddig vizs-
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galt eukariota él6lényben. Ezzel 6sszhangban az
eredetileg az élesztében leirt autofag (Atg) gének
homoldgjai tobbsejtliekben is megtalalhatdéak. Az
autofagia a szlikségtelen és hibas sejtalkotok fo-
lyamatos eltavolitasa révén alapvetd fontossagu a
szervezet tulélése, illetve a folyamatos megujulas
szempontjabodl, de bizonyos kiils6é (pl. éhezés) és
belsé ingerek (pl. hormonalis hatasok) nyoman
gyakran témeges méreteket 6lt. Az autofagia nem
csak a hatranyos kornyezeti korilmények (stressz)
elleni védekezésben jatszik igen fontos szerepet,
hanem szamos patoldgias folyamat soran is fellép
az autofdgia deregulacidja. Az autofag lebontas
mértéke szintén egyre csokken az éregedés soran,
hozzajarulva az eloregedett és hibas sejtalkotok
felszaporodasahoz, melynek kovetkeztében a sej-
tek feladatukat nem tudjak mar normalisan ellat-
ni. A kalorikus restrikcio (csokkent kaldriabevitel)
koéztudottan megnéveli az élethosszt, valdszin(ileg
tobbek ko6zott az autofagia serkentése révén. Az
autofagia szabalyozasanak megértése dontd jelen-
téségli nemcsak alapkutatdsi szempontbdl, de a
fenti patoldgias folyamatokban bet6ltott potencialis
gyogyitd szerepe miatt is. Az ecetmuslica (Droso-
phila melanogaster) genomjaban az emberi beteg-
ségeket okozd gének mintegy kétharmada jelen
van, s emellett a rovar gyors életciklusa, valamint a
rendelkezésre allé genetikai és sejtbioldgiai vizsga-
[6modszerek széles tarhaza kilondsen alkalmassa
teszik ezt az él6lényt alapkutatdsi célokra. Ossze-
hasonlité teljes genomi microarray vizsgalatokat
végeztlink az éheztetés hatdsara bekovetkezd
génexpresszids valtozasokrol kontroll és kiilonféle
autofagiadeficites (Atgl-, Atg7-) mutans larvakon,
s a nyert adatok elemzése és bioinformatikai anali-
zise keril bemutatasra.

P4-09

A sejtmagban lokalizal6dé p30 fehérje gén-
szint( expresszidjat tobb sejtmagi receptor
szabalyozza

Kajdi R., Gyongyosi A.

DE OEC, Biokémiai es Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen

Kutatécsoportunk célja egy transzkripcios faktor,
a PPARy (peroxiszomaproliferator-aktivalt receptor
y) sejtmagi receptor célgénjeinek azonositasa hu-
man periférids vérbdl izolalt monocitakban, illetve
monocitabdl differencialtatott dendritikus sejtek-
ben microarray kisérlettel. Ennek soran szamos
Uj, potencidlis célgén indukcidjat figyeltik meg,
melyekbdl tobb gént valasztottunk ki validalasra.
Az egyik potencialis, PPARy altal szabalyozott gén
a sejtmagban lokalizalédd p30 (mas néven: PRR6,
CENP-V). Legfontosabb szerepeit a centromer-
organizacioban, a kromoszémarendezddésben és
a citokinezisben toélti be. Sejtosztédas soran az
egyes fazisokban eltér6 szintl kifejez6dése figyel-
het6 meg, melynek soran a bels6 centromerhez
és a nuklearis periféridhoz is kotodik. Hianyaban
a mitotikus kromoszdémaszerkezetben abnormalitas
lép fel, emellett az interfazisos nukleoplazmaban
megvaltozik a hiszton H3 9. aminosavanak (lizin)

trimetilacidja (H3K9me3), ami promoterrepresszidt
indukald hatassal jarna. Magas szint(i kifejez6dése
heterokromatikus pericentromer-hiperkondenzaciot
okoz. Ezen gén expresszidjat vizsgaltuk RNS szinten
id6 és dozis (RXR, illetve PPARy-agonistak és PPARy-
antagonistak) fliggvényében, monocita-makrofag
eredetli sejtvonalakban (MM6, HL-60). Igazoltuk,
hogy a p30 gén valamilyen szinten szabalyozott a
PPARy-magreceptor altal, de egy szélesebb kord ki-
sérlettel retinoidutvonal altali szabalyozast is meg-
figyeltiink (RXR, LXR, RAR magreceptorok altali
indukcid) a gén szint(i szabalyozasban. A p30 gén
PPARy-receptor-fliggé szabalyozasat PPARy siRNS
alkalmazasaval is sikertlt kimutatni. Ennek ismere-
tében valdszinlsithet6, hogy a p30 gén szabalyo-
zasa RXR magreceptorral vald heterodimerizacion
(PPAR:RXR, RAR:RXR, LXR:RXR) keresztul torténik,
vagyis tébb RXR heterodimer jatszik kulcsfontossa-
gu szerepet a p30 gén expresszids szintl szabalyo-
zasaban. Tovabbi célunk a p30 fehérje funkcidja-
nak vizsgalata a mieloid eredetl sejtekben, mind a
PPARy-, mind a retinoidutvonalak szerint.

P4-10

A PP2AB regulator alegységek szerepe
tiidéartéria-endotél sejtek citoszkeleton-
szerkezetének szabalyozasaban

Kasa A., Czikora I., Gergely P., Csontos Cs.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

Az endotél sejtek kozott az adherens kapcsolatok
és a sejtek citoszkeletonjanak szerkezete egy-
arant fontosak. A sejtkapcsolatokban az egymas-
sal kolcsénhato fehérjék foszforilacidéjardl és az
abban résztvevd kinazokrdl mar vannak adatok.
Az adherens kapcsolatokban a cadherin Ser/Thr
foszforilacidja szlikséges a B-catenin kotédéséhez.
A foszfatazokat és azok szabalyozasat viszont még
nem vizsgaltak endotél sejtekben. Munkankban ki-
mutattuk, hogy a protein foszfataz 2A katalitikus és
regulator alegységeinek tulzott kifejezOdésével az
endotél sejtekben a PP2A részt vesz a gatfunkcio
szabalyozasaban, valamint emellett a citoszkeleton
Ujrarendez6désében. A PP2A vazat egy 36 kDa mé-
ret(i katalitikus alegység (PP2Ac) és egy 65 kDa
méretl regulator alegység (PP2Aa) alkotja. Eh-
hez a dimerhez egy harmadik alegység is csatla-
kozik, melyet B alegységnek neveziink (PP2Ab),
és tobb egymastdl eltéré formajat ismerjik. A B
alegységek az enzim szubsztratspecificitasat és
a sejten bellli lokalizaciéjat hatarozzak meg. A
B alegység szerepét vizsgaltuk a citoszkeleton-
szabalyozasban és a sejtkapcsolatokban résztve-
v8 fehérjék defoszforilacidjanak szabalyozasaban.
Ugy taldltuk, az endogén PP2Ab és PP2Ab’ alegy-
ségek a citoplazmaban, illetve a citoplazmaban és
a sejtmagban talalhatdéak. Trombinkezelés hatasa-
ra azonban a B alegység jelentGs része a plazma-
membranba transzlokalddik, mig a B’ alegység a
sejtmagban dusul fel. Marhatlid6-artéria endotél
sejteket (BPAEC) PP2Ab- és PP2Ab’-konstruktokkal
transzfektaltunk. A kisérletekben azt mutattuk ki,
hogy a B és B’ regulator alegységek tulkifejez6dése
a sejtekben megfigyelheté6 morfoldgiai valtozast
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okoz. Specifikus siRNS segitségével elvégeztiik a
PP2ABa géncsendesitését, illetve az adherens sejt-
kapcsolatban fontos szerepet betolté B-catenin
lehetséges kapcsolatat vizsgaltuk a B alegység-
gel. PP2ABa siRNS-kezelt sejteken a B-catenin
szintje lecsokkent a sejtmembranban, s emellett
trombinkezelés hataséra tovabbi csokkenést ta-
pasztaltunk. (OTKA K60620)

P4-11

Fehérjefoszforilacios és -defoszforilaciés
folyamatok szerepe a tiidéendotél sejtek
citoszkeletonjanak szabalyozasaban
Kolozsvari B.*, Kiss A.2, Erdddi F.!, Gergely P.},
Bako E.1

DE OEC,! Orvosi Vegytani Intézet 2 MTA Sejtbiolé-
giai és Jelatviteli Kutatécsoport, Debrecen

Endotél sejtekben a citoszkeleton elemeinek atren-
dezG6dése, az aktin-miozin-kdlcsonhatas valtoza-
sai meghatarozzak a vaszkularis gat integritasat.
Gyulladasos folyamatokban bioaktiv agensek ha-
tasara kontrakcio figyelheté6 meg, ezaltal a sejtek
ko6zott hézagok jonnek létre, a gatfunkcid sérdil.
A miozin konny( lancanak (MLC) foszforilaciéjat
a miozin-kénny(lanc kindzok (MLCK), mig a
defoszforilaciot a protein foszfatdz-1 (PP1) tipusu
miozin foszfatdz (MP) katalizalja. A MP holoenzim
regulator alegysége egy 130/133 kDa méret(i fe-
hérje (MYPT1), melynek foszforilacidja a Thr695 és
Thr850 oldallancokon gatolja a PP1c aktivitast. Ke-
veset tudunk azonban, klilondsen endotél sejtek-
ben a foszfo-MYPT defoszforilacidjara vonatkozodan.
A kalcineurin (PP2B) Ca%*-CaM-fligg6é foszfo-Ser/
Thr-specifikus protein foszfataz, mely katalitikus
(CnA) és regulator (CnB) alegységbdl all. A ka-
talitikus alegység mindharom izoformaja («,B,y)
kimutathaté endotél sejtekben. A kalcineurin sze-
repét tanulmanyoztuk az emlésendotél sejtvonal
citoszkeletonszerkezetének szabdlyozasasban.
A kalcineurin gatlészerei (CsA, FK506) jelenlét-
ében, illetve a sejtek CnA/pEGFP-konstruktokkal
torténd transzfekcidja utdn Texas Red phallodin
segitségével vizsgaltuk az aktinfilamentumokat.
Eredményeink arra mutatnak, hogy a kalcineurin
fontos szerepet tolthet be a gatfunkcié helyrealli-
tdsaban, a diszfunkcié megsziintetésében, felte-
hetéen a PP1 szabdlyozdsanak révén. Kimutattuk,
hogy kalcineuringatlé (CsA) kezelés utan névekszik
a MYPT1 foszforilacidja a Thr695 és Thr850 oldal-
lancokon. Tovabba CsA jelenlétében a Thr695 és
Thr850 trombinkezelés hatdsara megnovekedett
szintje fenntartott marad. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a miozin foszfatdz szabdlyozasa-
ban a calcineurin fontos szerepet jatszhat, és ez a
mechanizmus részben magyarazhatja azt a meg-
figyeléslinket, hogy a trombin hatdsara kialaku-
|6 stresszkabelek CsA jelenlétében szamottevéen
hosszabb ideig megmaradnak.

P4-12
Drosophila-fajban az extracellularis
szignalregulalt kinaz szabalyozza a kalpain
B-t
Kovécs L.!, Alexa A.2, Klement E.3, Kokai E.,
Tantos A.2, Gégl G.?, Sperka T.%, Medzihradszky F.
K.3, T6zsér 1.4, Dombradi V.1, Friedrich P.2
1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;
2 MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest;
3 MTA SzBK, Proteomikai Kutatécsoport, Szeged;
4 DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet, Debrecen
A kalpain Ca?+-aktivalt neutralis, citoplazmatikus
Cys-protedz, amely szubsztratfehérjéin limitalt
proteolizist hajt végre. Munkank soran a Drosophila
melanogaster kalpain B enzimét vizsgaltuk. Mivel az
elsddleges szerkezet elemzése szamos potencialis
foszforilacids hely jelenlétét mutatta, in vitro kisérle-
tekkel bebizonyitottuk, hogy a rekombinans kalpain
B foszforilalhaté protein kindz A (PKA) katalitikus
alegységgel, tovabba extracellularis szignalregulalt
kindz 1 és kinaz 2 izoenzimekkel (ERK1 és ERK2)
hatdsa nyoman. Tomegspektrometrids modszerek-
kel azonositottuk a foszforilacidés helyeket: a PKA
a Ser?%- és Sert*>-oldallancot foszforilalja, el6bbi
az I. doménben taladlhaté kozel az autokatalitikus
aktivacios helyhez, mig utébbi a IV. domén maso-
helyezkedik el. Az ERK1/ERK2 enzimek ugyanazon
Thr’#7-oldallancot foszforildljak, ami a III. és IV.
domén kozotti atvive régidban foglal helyet. Ezt
kévetéen harom kilonb6z6 mddszerrel - fluoresz-
cens dipeptidszubsztrattal (LY-AMC) fluorimetrias
mérés, fehérjeszubsztrattal (MAP2c) SDS-PAGE,
valamint autolizis alapjan megvizsgaltuk a
foszforilacié hatdsat az enzim aktivitdsara és akti-
valédasara. Megallapitottuk, hogy kinazkezelés ha-
tasara n6 az enzim aktivitasa és autoproteolitikus
aktivalodasi sebessége. Minden esetben az ERK2
hatdsa bizonyult a legnagyobbnak. A foszforilacio
a protedz Ca?*-érzékenységét is fokozta. Iranyitott
mutagenezissel foszforilaciés helyen maddositott
mutansokat (Thr747Glu, Ser845Glu) hoztunk létre,
melyeknek kinetikai elemzése megerositette korab-
bi eredményeinket. In vivo foszforilacids kisérletben
sikerilt igazolnunk a Thr’#7-oldallanc foszforilacidjat
epidermalis novekesi faktor (EGF) stimuldlta Dro-
sophila S2 sejteken. Eredményeink azt sugalljak,
hogy az extracellularis jel hatasara aktivalédé ERK
utvonal az ecetmuslica kalpain B foszforilacidjat és
ebbdl kovetkez6 aktivalddasat eredményezi. Kisér-
leteinkben tovabba azt is kimutattuk, hogy EGF-
kezelés hatdsara a Ser?? is foszforilalddik in vivo
korialmények kozott, ami feltehetéen nem a PKA,
hanem a kalcium-/kalmodulinfligg6 protein kinaz II
(CaMKII) enzimatikus m(ikodésével magyarazhaté.
(OTKA 60723, 68754, Bolyai Janos Kutatasi Osz-
tondij; az els6 két szerz6 azonos mértékben jarult
hozza az eredményekhez.)
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P4-13

Az ubiquitin-proteaszéma rendszer szerepe
az autofagiaban

Léw P., Varga A., Kocsis Zs., Sass M.

ELTE TTK, Anatomia, Sejt- és Fejlédésbiologia
Tanszék, Budapest

Az eukariota sejtekben két f6 degradacids Utvonal
létezik, az ubiquitin—-proteaszéma rendszer (UPR),
és az autofagoszéma-lizoszOma rendszer. Mig az
UPR els6sorban a rovid féléletidejli és/vagy hibas
fehérjék, addig az autofagia a fehérjekomplexek
és eloregedett sejtorganellumok bontasat, anya-
gaiknak reciklizaciéjat végzi. Kisérleteink célja,
hogy feltarjuk és jellemezziik az UPR autofagiat
irdnyitd szerepét. Vad tipusu ecetmuslica (Droso-
phila melanogaster) larvalis zsirtestében fizioldgias
korilmények kozott a harmadik larvastadiumban
(L3) mutatkozik tomeges autofagia. Ha a larva-
kat e stadium el6tt mesterségesen éheztetjlk, az
autofagia korabban beindul (stressz indukalta
autofagia). Hibas proteaszomat hordozd éheztetett
egyedek zsirtestének morfoldgiaja fény- és elekt-
ronmikroszkdépos szinten is kilénbségeket mutat a
vad tipusuakkal szemben. Ennek alapjan ugy tlnik,
van kapcsolat a két lebontd rendszer kozott. To-
vabbi kisérleteinkben az autofagia azon lépéseinek
felderitése a célunk, amelyekben a proteaszéma,
mint fehérjebontd enzim jatszik szabalyozd szere-
pet. Feltételezhetd, hogy a proteaszéma normalis
kortlmények kozott a sejtekben az autofagia be-
indulasat gatlo fehérjé(ke)t bont. A proteaszéma
kimotripszinszerl enzimatikus aktivitasanak B6-
alegység-RNAi altal torténd csokkentése olyan je-
lentds funkcidcsokkenést okoz, hogy a feltételezett
gatlé fehérjék koncentracidja elég magas marad
ahhoz, hogy megakadalyozza az autofagia bein-
dulasat. A tripszinszer(i aktivitas B3-alegység RNAI
segitségével torténd csokkentése mar nem elégsé-
ges az autofagia teljes gatlasahoz, csakugy, mint
az enzimaktivitast kozvetlentl nem befolyasold
a-alegységek esetében. Az UPR autofagia szaba-
lyozasban betoltott szerepének tanulmanyozasa
nemcsak a sejtbioldgiai alapkutatas szempontjabol
hozhat érdekes eredményeket, hanem az autofagia
szabalyozasi hibaival 6sszefiiggdé emberi betegsé-
gek kezelésében is (j terapias megkozelitésekhez
vezethet.

P4-14

A MASP-1 komplement proteaz aktivalja a

human endotél sejteket: egy Gjonnan felde-

ritett kapcsolat a komplementrendszer és a

proteaz-aktivalt receptor 4 (PAR4) funkcidja

kozott

Megyeri M.!, Mako V.2, Beinrohr L.%, Doleschall Z.3,

Prohaszka Z.2, Cervenak L.2, Zavodszky P.1, Gal P.t

1 MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest;

2 SE, III.Sz. Belgyogyaszati Klinika, Budapest;

3 Orszagos Onkolégiai Intézet, Pathogenetikai
Osztaly, Budapest

A komplementrendszer a természetes immunitds

fontos molekularis komponense. A proteolitikus

kaszkadrendszer aktivacidja gyulladasi reakciot is
okoz, illetve erdsiti a gyulladasos folyamatokat. A
mannodzkoétd lektinhez kapcsolddd szerin proteaz-1
(MASP-1) a komplementrendszer egyik aktivacios
utjanak, az ugynevezett lektinutnak egyik, nagy
mennyiségben jelenlévd protedza. A MASP-1 fizio-
I6giai szerepe a felfedezése 6ta vitatott, annak elle-
nére, hogy néhany potencialis fehérje-szubsztratjat
azonositottak. Els6ként mutattuk meg, hogy a
MASP-1 képes kozvetlenll aktivalni a human kol-
dokzsindérvéna-eredetl endotél sejteket (HUVEC):
Ca?*-jelet generdl, illetve beinditja az NFkB és p38
MAP-kinaz jelatviteli Utvonalakat. Az endotél sej-
tek hatnak a leukociték funkcidjara, és kontrollal-
jak a gyulladasreakciot: megvaltoztatjak az erek
ateresztG- és szlirOképességét, valamint befolya-
soljak a véralvadast. Kisérleteinkben az endotél

. s

. s

MASP-1 proteolitikus aktivitasatél fugg, ami azt
bizonyitja, hogy az endotél sejtek aktivacidja egy
protedz aktivalta receptoron (PAR) keresztll johet
Iétre. A PAR-ok protedzszenzitiv régioit reprezen-
tald peptidszubsztratokat hasznalva megmutattuk,
hogy a MASP-1 hasitja a PAR4 fehérjét. A funkci-
onalisan aktiv PAR4 jelenlétét a HUVEC sejtekben
PAR4 agonista peptiddel, illetve kvantitativ RT-PCR
modszerrel bizonyitottuk. Végil megmutattuk,
hogy a membrankétott intakt PAR4 mennyisége
csokken MASP-1-kezelés hatasara. Az eredmények
eddig még nem ismert kapcsolatra vilagitanak ra
a komplementrendszer aktivacidja, és az endotél
sejtek funkcidja kozott. A PAR4 MASP-1 altali ak-
tivacidja fontos szerepet jatszhat a komplement
aktivalodas altal gerjesztett gyulladasos reakcid ki-
alakulasaban.

P4-15

Human dUTPaz magi transzportjanak szaba-
lyozasa specifikus foszforilacio révén

Réna G.!, Bozoky Z.1, Kérnyei Zs.2, Neubrandt M.2,
Madarasz E.?, Takacs E.t, Vértessy G. B.!

1 MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest;

2 MTA Kisérleti Orvosi Kutato Intézet, Budapest

Az eukariota él6lények, mivel genetikai alloma-
nyukat kilén kompartmentumba, a sejtmagba
kulonitik el - térben és idében rendkivil hatasos
szabalyozasi lehet6séghez jutnak a kilénb6z6 mak-
romolekuldk citoplazma és sejtmag kozotti sze-
feletti makromolekuldk magi transzportjaért azok
sejtmagi lokalizaciés jele (NLS) felel6s. Az NLS-t
az importin receptorcsalad specifikus tagjai isme-
rik fel, melyek kozvetitésével juthat at a fehérje a
maghartya specialis pdrusain. Az NLS-t, valamint
annak kornyezetét érint6é poszttranszlaciés mo-
dositasok befolyasolhatjak az importinokkal vald
kolcsbnhatast: a szallité fehérje mind gyorsabban,
mind lassabban akkumuldlédhat a magba, vagy
akar ki is zarédhat onnan. A human dUTPaz domi-
nans izoformaja jellegzetes NLS-t hordoz. A fehér-
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je mlikodése elengedhetetlen a genomi integritas
megOrzéséhez, mivel hidnydban nagy mennyiségu
uracil épll a DNS-be a replikacié soran, amely vé-
gll a sejt apoptotikus haldldhoz vezet. Ismert volt,
hogy az enzim a sejtmagban foszforilalt formaban
taldlhatd (Ser11-P az NLS-en belil), am ennek le-
hetséges funkcidja mindezidaig tisztazatlan volt. A
vad tipusu enzim, egy hiperfoszforilaciét, valamint
egy hipofoszforilaciot mimikalé mutans forma magi
akkumulaciéjanak dinamikajat videomikroszképos
kisérletekkel hasonlitottuk 6ssze. Igy els6ként mu-
tattuk ki, hogy a dUTPaz NLS-szekvencidjanak e
foszforilacidja esetén kireked a sejtmagbdl. Jelen-
leg a dUTPéaz és az importin rendszer kélcsénhata-
sat és a foszforilacid erre gyakorolt hatasat in vitro
kotédésvizsgalatokkal jellemezzik. A dUTPaz enzim
magi lokalizacidszabalyozasat vizsgalva meghata-
rozzuk, ez a foszforilacido melyik sejtciklus fazishoz
kothet6, és hogy az in silico predikciokkal azonosi-
tott kandidans kinaz gatlasa milyen hatasu.

P4-16

A szoveti transzglutaminaz hianya fo-

kozza az LPS-indukalt gyulladasi valaszt
egérmakrofagokban

Sarang Zs., Kéroskényi K., Fésls L., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, Debrecen

A szoveti transzglutaminaz (TG2) multifunkcids fe-
hérje, amely fehérje-keresztk6t6 aktivitason kivil
rendelkezik GTPaz- és kinazaktivitassal, és mind a
sejten bellil, mind extracelluldrisan megtalalhato.
Részt vesz a programozott sejthalal folyamataban
és az elhalt sejtek fagocitdzis altali eltakaritasa-
ban. Vad tipusd (WT) és TG2 génhianyos (TG2KO)
egerekbdl izolalt rezidens hasiregi és csontvelGi
progenitorokbdl, in vitro differencialt makrofagokat
hasznalva kimutattuk, hogy a TG2KO sejtek foko-
zott TNF-a és IL-6 termeléssel valaszoltak bakteri-
alis lipopoliszacharidos (LPS) kezelésre, ugyanak-
kor a TG2 bejuttatasa gatolta a gyulladasi citokinek
termelését. Az LPS sejtfelszini Toll-like receptor
4 peptidhez kotédve az inhibitor « B-a (IxB-a)
foszforildlédasahoz és lebomlasahoz, és igy a sejt-
magi faktor « B (NF-xB) aktivalasahoz vezet, amely
transzkripcids faktorként felelés a TNF-o és IL-6
megjelenéséért. Ennek megfeleléen a TG2KO sej-
tekben csokkent a IkB-a-szintet és megnévekedett
magi NF-kB-szintet mértink. Laborunkban kimu-
tattak, hogy a TG2 hianyaban a makrofagok fel-
szinén megn6é az integrin-p3-receptor (ITGR3,
vitronektinreceptor) szintje. A receptorrdl leirtak,
hogy az Src tirozin kinaz aktivalasan keresztiil képes
aktivalni az NF-xB-Utvonalat. A TG2 koreceptorként
jelen van az integrin-receptor-komplexben, és iro-
dalmi adatok szerint képes gatolni az Src aktiva-
l6dasat, ugyanakkor, kisérleteink szerint a recep-
tor szolubilis vitronektinnel val6é gatlasaval TG2KO
sejtekben csokkenthet6 volt az LPS-indukalt TNF-a
és IL-6 mRNS szintje. Kisérleti adataink alapjan
arra kovetkeztehetlink, hogy a fokozott gyullada-
si fenotipus kialakitasaban egyrészt a TG2 hianya-
ban megnovekedett ITGB3-szint, masrészt a TG2

hidnydban megnovekedett Src kinaz enzimakti-
vitds vesz részt. (OTKA F-67632, T049445, ETT
100/2003)

P4-17
A sejtfelszini transzglutaminaz 2 az integrin
B3 és a cd36 koreceptoraként miikodve

segiti az apoptotikus sejtek eltakaritasat
makrofagokban

Szondy Zs.!, Téth B.1, Sarang Zs.!, Garabuczi E.t,
Vereb Gy.2, Bécsi B.3, Erd6di F.3, D. Aeschlimann?,
Z. Ailian®

DE OEC, * Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet; 2 Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet;

3 Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen * Matrix
Biology & Tissue Repair Research Unit, University
of Wales College of Medicine, Cardiff, UK;

> University of Edinburgh, Medical Research
Council, Edinburgh, UK

A szoveti transzglutaminaz (TG2) olyan fehérje-ke-
resztkoté enzim, amely sok mas bioldgiai funkciot
is ellat, pl. a sejtfelszinen az integrin B3 koreceptora
is. A korabbiakban mar bemutattuk, hogy a fehér-
je hidnya egerekben in vivo az apoptotikus sejtek
fagocitdzisanak zavarat eredményezi, és SLE-szer(i
autoimmunitdshoz vezet [Szondy et al. (2003)
PNAS, 100: 7812-7817]. Bemutatjuk, hogy a TG2 a
makrofag sejtfelszinén guaninnukleotid-kotott for-
maban segiti a fagocitdzist. Bizonyitjuk azt is, hogy
a TG2 nemcsak az integrin B3-nak, hanem az azt
az apoptotikus sejthez kété MFG-E8-molekulanak
is kapcsolddasi partnere. Mindemellett bemutat-
juk azt is, hogy a makrofagok nem random maodon
veszik fel az apoptotikus sejteket, hanem ehhez
egy vagy két belépési pontot képeznek, amelye-
ket az integrin B3 és a Racl lokalis koncentralo-
dasa jellemez. TG2 hidnyaban elmarad az integrin
B3 koncentraldédasa, jelatviteli Gtvonala pedig za-
varokat szenved. Sem az IP3 kinaz, sem a RhoG,
sem pedig a Racl aktivalédasa nem normalis, és az
aktinszekezet is szokatlan. Ennek eredményeként
az apoptotikus sejteket beléptetd kapuk képzo-
dési és felvevoképességi hatékonysaga szamotte-
vOen lecstkken. Tovabbi fagocitareceptor-mutans
makrofagok analizise emellett azt is sejteti, hogy
a TG2 a CD36-receptorral is egyltttmikodhet az
apoptotikus sejtek fagocitdzisfolyamata soran.
(OTKA 77587)

P4-18

A PRMT1 szerepének tanulmanyozasa egér-
embrionalis ossejtek differencialéodasaban
Simandi Z., Balint B. L.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen

Az embriondlis fejlddés szabalyozasaban fontos
szerepet tdltenek be a magreceptorok, melyek a
ligandumaktivalast kévetden koaktivatorokon ke-
resztll képesek befolydsolni a génexpresszibt.
Tobb magreceptornak ismert koaktivatora a pro-
tein arginin metiltranszferaz 1 (PRMT1). Korabbi
eredményeink arra utaltak, hogy mieloid leuké-
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mia sejtvonalban ezeken a mar leirt receptorokon
tul a PRMT1 befolyasolja a szintén magreceptorok
k6zé tartozo retinoidreceptorok retinsavra adott
valaszat is. Ismert, hogy az embrionalis fejlédés
soran a kialakuld idegrendszer teriletén a PRMT1
magasan expresszalddik, és hogy a retinsav elosz-
ldsa korreldl a neuronalis differenciacidval. Tud-
juk tovabba, hogy a PRMT1 hidnya embrionalis
letalitdshoz vezet a preimplantacié idészakaban,
mely egybeesik a neuroectodermalis differenciacio
kezdeti id6szakaval. Ezek alapjan hipotézisiink az
volt, hogy a PRMT1 szerepet jatszhat a neuronalis
differenciacioban. Vad tipusu és PRMT1-/- egéremb-
rionalis Gssejtek retinoidindukalt neuronalis irdnyu
differencialéodasat hasonlitottuk 6ssze morfoldgiai,
immunhisztokémiai és génexpresszids szinten. A
PRMT1 hianya differenciaciés blokkot nem okoz, az
in vitro tenyészetben megfigyelhetbek differencialo-
do neuronok. Az egyéb differenciacios Utvonalakban
(endoderm-hepatocita, mezoderm-kardiomiocita)
sincs zavar. Jelenleg a PRMT1 hidnya és a DNS fo-
kozott karosodasa kozti kapcsolatot vizsgaljuk a
differencialdodas soran, mely magyarazatul szolgal-
hat a megfigyelt letalis fenotipusnak.

P4-19

Az adenozin a makrofagok A2A receptorain
keresztiil hatva hozzajarul az apoptotikus
sejtfelvétel gyulladascsokkento hatasahoz
Koroskényi K.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, Debrecen

Ismert, hogy a sejtek apoptdzisos elhalasat nem
koveti gyulladasos valasz, s az is elfogadott né-
zet, hogy az apoptotikus sejtek felvétele TGF-p-
termelést valt ki makrofagokban, mely auto- és
parakrin mddon csékkenti a gyulladasi citokinek
termelését. Ujabb cikkek, valamint korabbi ki-
sérleteink azonban megcafoljak a TGF-B kodzponti
szerepét a gatlasban: eredményeink azt mutat-
jak, hogy az apoptotikus sejtekkel kapcsolatba
kerlilt makrofagok valdban kibocsatanak szolubilis
molekula(ka)t, melyek gatoljak olyan makrofagok
LPS-indukalta gyulladasi citokintermelését is, me-
lyek nem taldlkoztak apoptotikus sejtekkel. Mint
lehetséges résztvevd, felmerllt az adenozin - mint
endogén gyulladascstkkenté vegyllet - szerepe
a gatlasban. Makrofagokon megtalalhaté mind a
négy receptoraltipusa, melyek koézul az A2A jat-
szik legnagyobb szerepet a gyulladasi folyamatok
gatlasaban. Azt vizsgaltuk, hogy az A2AR hianya
befolyasolja-e az apoptotikus sejtek gyulladasgatld
képességét makrofagokban. Azt taldltuk, hogy az
A2AR hianya nem modositja az apoptotikus sejtek
kozvetlen gyulladasgatlo hatasat és a gyulladasgatld
faktor(ok) termelddését, de A2AR hianyaban az
apoptotikus sejteket nem latott makrofagok nem
tudnak reagalni ezen faktor(ok)ra az IL-6-termelés
gatlasaval. Emellett az apoptotikus sejtekkel kap-
csolatba keriilt A2AR-hianyos makrofagok ma-
gasabb szinten bocsatjak ki a neutrofilekre haté
MIP-2 kemoattraktanst. Az emelkedett MIP-2-szint

fokozott neutrofilmigraciét eredményez az A2AR-
hidnyos egerekben in vivo. Az adenozin tehat az
apoptotikus sejteket fagocitaldé makrofagok altal
kibocsatott egyik mediator, mely részint citokin-
specifikus mddon részt vesz a gyulladasi valasz
csendesitésében, részint a MIP-2 szabalyozasan
keresztil kozrejatszik tovabbi neutrofilmedialt im-
munvalaszok szikségességének eldontésében.
(OTKA F-67632, T049445, ETT 100/2003)

P4-20
A myoblast city (mbc) gén szerepe az
autofagiaban
Maruzs T.t, Lérincz P.1, T. Lukacsovich?, Kiss 1.3,
Csikés Gy.!, Sass M.!
1 ELTE TTK, Anatémiai, Sejt- és Fejl6désbi-
olégiai Tanszék, Budapest; 2 Department of
Developmental and Cell Biology, University of
California, Irvine, CA, USA; 3 MTA SzBK, Genetikai
Intézet, Szeged
Az autofagia soran a sejtek citoplazmajuk egy ré-
szét lizoszomalis Gton lebontjak. A folyamat rész-
leteit ecetmuslicaban (Drosophila melanogaster)
eddig féleg funkcidvesztéses mutacidk segitségével
térképezték fel, mi azonban Uj megkozelitést al-
kalmazva, funkcidnyeréses mutansok keresésével,
illetve azok jellemzésével foglalkoztunk. Munkank
kiinduldpontjat egy DEP-elemet (Double Enhancer
P-element) hordozé transzgenikus Drosophila-
torzsgyljtemény képezte. Ez a mindkét végén el-
tott transzpozon Gal4 fehérjét kétve képes a vele
szomszédos gének expresszidjat fokozni. Amennyi-
ben a fizioldgidsnal joval korabbi idépontban sikeril
autofagiat kivaltanunk a larvalis zsirtestben, felté-
telezhetjlk, hogy a transzpozonnal szomszédos gé-
nek kozUll legalabb az egyik részt vesz a folyamat
elinditasaban. A mddszer segitségével, a DEP-elem
inzercidés helyét inverz PCR mddszerrel meghata-
rozva olyan géneket azonositottunk, amelyek sze-
repe az autofagiaban eddig ismeretlen volt. A 886d
vonalban a DEP-elem a Nup98 és az mbc gének ko-
z6tt talalhato, mindkét géntdl 5’ iranyd (upstream)
pozicidban, azaz Gal4 fehérje jelenlétében mind-
kettének tulzott expresszidja bekdvetkezhet. Ebbdl
a vonalbdl tébblépéses keresztezés segitségével
olyan térzseket allitottunk el6, melyekben e gének
egymastodl fuggetlentl aktivalhaték. A fenotipus
Ujboli vizsgalataval bizonyitottuk, hogy egyedul
az mbc gén tulexpresszidja a felel6s az autofagia
""" RT PCR maddszerrel kimutattuk,
hogy Gal4 jelenlétében valéban fokozodik az mbc
expresszidja. Egy flggetlen, EP-elemet hordozd
torzs vizsgalataval is megerdsitettiik az mbc gén
tulexpressziéjanak autofagiaindukald szerepét, és
hasonlé eredményt kaptunk az altalunk ASmbc-
Lumio-jelzett transzgenikus vonal vizsgalatakor is.
E lokalizacids vizsgalatokra is alkalmas torzs segit-
ségével bizonyitottuk, az indukalt autofag folyama-
tok nem a tulexpresszié soran feldusult Mbc fehérje
eltavolitasara iranyulnak.
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P6 - Makromolekularis kolcsonhatasok

P6-01

A burgonya SNF1-rokon kinazai a
citoszolikus piruvat kinaz regulatorai

Banfalvi Zs.

Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpont,
G6doll6é

Az SNF1 proteinkindz-csalad minden eukariétaban
megtalalhato. Szerepe sokrét(i, a metabolizmus
szabdlyozdsatél a transzkripci6 befolyasolasa-
ig terjed. Elesztében az SNF1 kinaz glikozéhezés
soran aktivalddik, és lehet6vé teszi az alternativ
szénforrasok hasznositasat. Az éleszté SNF1 kinaz
emlGsortologjai az AMP-aktivalt protein-kinazok
(AMPK-k). Az AMPK-k az energia-homeosztazis
koordinatorai, a lipid- és glikdzanyagcsere sza-
balyozoéi. Az SNF1-rokon kindzok (SnRK-k) a no-
vényekben is hasonld funkcidt latnak el. Korabban
mar bizonyitottak, hogy az SnRK1-alcsalad tagjai
foszforilaljak és igy inaktivaljak a 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-KoA reduktdz, a szachar6z-foszfat szintaz,
a nitrat reduktaz s a trehaldz-foszfat szintaz 5 en-
zimeket. A burgonyaban az SnRK1 két izoformaban
talalhaték (PKIN1, StubSNF1). Elesztokét-hibrid
rendszerben kimutattuk, hogy mindkét izoforma
felismeri és kapcsolodni tud a glikolizis kulcsen-
ziméhez, a piruvat kindzhoz, pontosabban annak
citoszolikus formajahoz (PKc). A felismerési régié
a PKc C-terminalisan helyezkedik el, szekvencia-
ja: ALHRIGSASVI. Az éleszt6 SNF1 és az eml6s6k
AMPK enzimeinek specifikus szubsztratja a SAMS
peptid (HMRSAMSGLHLVKRR). Kimutattuk, hogy
a burgonya mindkét SnRK1 enzime is foszforilalni
tudja ezt a peptidet. Az SnRK1-ek azonban nem-
csak a SAMS, de a PKc-specifikus SAS peptidet
(VALHRIGSASVIKRR) is foszforilalni tudjak. A SAS
iranti affinitdsuk kétszer nagyobb, mint a SAMS
irant. Az SnRK1-ek genetikai mddositassal tortént
gatlasa megvaltoztatta a PK-aktivitast és fény-sotét
periddustdl fiuggld cirkadian ritmusat. Eredménye-
ink tehat arra utalnak, hogy mindkét SnRK1 a PKc
regulatora in vivo. A PKIN1-gatolt és StubSNF1-
gatolt novények PK-aktivitasi gorbéje azonban
eltér6é lefutdasu volt. Ebbdl arra kovetkeztettink,
hogy bar mindkét SnRK1 felismeri és foszforilalja a
PKc-t, funkcidéjuk a burgonyaban mégsem teljesen
azonos.

P6-02

Nascent — Fehérje-fehérje fizikai interakcios
halézatszarmaztato szoftver

Banky D., Grolmusz V.

ELTE, Szamitégéptudomanyi Tanszék, Budapest
Manapsag az interneten tébb adatbazis is elérhetd,
melyek a fehérje-fehérje fizikai interakcidirol tarol-
nak informacidkat. Ilyen adatbazis példaul a DIP,
a MINT, az IntAct vagy a HPRD, melyek laboratori-
umi méréseken alapulnak. Bizonyos modell él6lé-
nyekrdl (pl. Saccharomyces cerevisiae, Drosophi-
la melanogaster, Escherichia coli, Mus musculus,

Homo sapiens) sok adat all a rendelkezésiinkre. Mig
az E. coli baktérium fehérjeinterakciodirdl ezen adat-
bazisok rengeteg informacidval szolgalnak, olyan
fontos fajokérdl, mint példaul a Mycobacterium
tuberculosis, szinte semennyivel. Kidolgoztunk egy
eljarast, melynek segitségével megbecsiilhetd bar-
mely él6lény fehérje-fehérje-interakcids haldzata
egy ,modell” faj felhasznalasaval. Ezt automatiza-
lando, kifejlesztettik Nascent nev(i programcso-
magunkat [http://nascent.pitgroup.org], mely a
Swiss-Prot és az IntAct adatbazisok felhasznalasa-
val egy forrasként hasznalt faj adataibdl general-
ja és megjeleniti egy kérdéses célfaj feltételezett
protein-protein-interakcids grafjat. A prediktalt ha-
I6zat mentheté GraphML, SIF, JPEG vagy akar sz06-
veges fajl formatumban.

P6-03

Mérfoldkovek az elso uracil-DNS nukleaz en-
zim szerkezeti és funkcionalis jellemzésében.
Békeési A.!, Pukancsik M.!, Muha V.!, Leveles 1.},
Hunyadi-Gulyas E. !, Medzihradszky F. K.2, Erdei
A.3, Vértessy G. B.!

MTA SzBK ' Enzimoldgiai Intézet, Budapest;

2 Proteomikai Kutatdcsoport, Szeged; 3 ELTE Im-
munoldgia Tanszék, Budapest

A funkcionalisan és szerkezeti szempontbdl egy-
arant egyedulallé uracil-DNS nukledz (UDE) enzi-
met késdi stadiumu ecetmuslicalarvakbdl (Droso-
phila melanogaster) azonositottuk [Bekesi et al.
(2007) BBRC, 355: 643-648]. Ecetmuslicdban
a kanonikus uracil-DNS-metabolizmus alapveto-
en séril: a larvastadiumokban két kulcsenzim, az
uracil beépulését gatlé dUTPaz [Bekesi et al. (2004)
JBC, 279: 22362-22370], illetve a kivagasért fele-
I6s f6 uracil-DNS glikozilaz [Aravind et al. (2000)
Genome Biol., 1: RESEARCHO007] egyarant hiany-
zik. Munkahipotézislink szerint a larvalis szbvetek
DNS-ében uracil halmozddhat fel, ami a larvasta-
dium végéig neutralis, ugyanakkor az UDE Kkife-
jez6désével a baballapotban hibaként ismerddik
fel, DNS-szaltorésekhez vezet, igy részt vehet a
metamorfozis alatt zajlé sejthaldl-folyamatok el6-
mozditasaban. Kimutattuk, hogy a rekombinans
UDE nagy mennyiség(i RNS-t kot, koztik a sajat
MRNS-ét is. Az RNS-kotés fiziologias relevancia-
jat is megerdsitettik. Limitalt emésztés, gélshift,
thermofluor, cirkularis dikroizmus maddszerek segit-
ségével jellemeztik az RNS- és DNS-kotést, illete
az UDE-ben okozott konformacid- és stabilitasval-
tozast. Az RNS-mentes rekombinans UDE ellen ter-
meltetett antiszérum segitségével azonositottunk
egy rovidebb fizioldgias izoformat, mely eltéré mo-
don szabalyozdédik az egyedfejlodés soran. Jelle-
meztlk a két, izoforma-specifikus ellenanyag altal
felismert dominans epitdpokat, valamint hipotézist
allitottunk fel a két izoforma szabalyozasara, fizio-
I6gias szerepére.

BIOKEMIA
XXXIII. évfolyam 3. szam 2009. augusztus

31



Az MBKE 2009. évi Vandorgylilése, Budapest: eléadas és poszter Gsszefoglalok

P6-04

A Nod szignaloszéma és a Nalp
inflammaszéma egyiittmiik6dése human
dendritikus sejtek antibakterialis valasza
soran

Gregus A., Benks Sz., Rajnavolgyi E.

DE OEC, Immunoldgiai Intézet, Debrecen

A dendritikus sejtek patogénfelismeréséért f6-
ként Toll-like receptorok, intracellularis Nod-like
és RIG-like receptorok felel6sek. Egyes NLR-ok
fehérjekomplex-képzés révén teszik hatékonyab-
ba az immunvalaszt. El6zetes eredmények alapjan
az adjuvansként ismert muramil dipeptid (MDP) és
bizonyos TLR ligandumok szinergistakként fokoz-
zak a természetes immunitas gyulladasi folyama-
tait, amelyben a Nod2-szignaloszoma és a Nalp3-
inflammaszoma kapcsolatan alapuld IL-1B-termelés
fontossagat igazoltak. Munkank soran vizsgaltuk,
hogy az adaptiv immunitas sejtjeinek aktivaldéda-
sa hogyan hat az MDP a&ltal kivaltott valaszra. E
célbél human monocita eredetl dendritikus sejte-
ket (moDS) a gyulladasos Th1 sejtek altal termelt
IFNy hianyaban és jelenlétében MDP-vel aktivaltuk
és vizsgaltuk azok fenotipusos és funkcionalis val-
tozasait. Eredmények szerint az IFNy és az MDP
szinergista hatast fejt ki a gyulladasi citokinek és
kemokinek szintjének (TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12, IL-
tehat a gyulladasos folyamatokat erdsiti. Ezzel el-
lentétben a kaszpaz-1 és a Nalp3 kifejez6dését fo-
kozd hatasért az IFNy felelds, de az MDP-vel nincs
szinergista hatdsa. Ugyanakkor a kaszpaz-1 enzim
hatékony m(ikodéséhez, tehat az IL-1B szekrécio-
hoz az MDP altal kozvetitett szignal is elengedhe-
tetlennek bizonyult. Igazoltuk, hogy MDP hatasara
sem a CCR7 mRNS szintje, sem a receptor sejt-
felszini megjelenése, sem pedig a sejtek spontan
és kemokin indukalta mobilitasa nem valtozik, mig
az alkalmazott IFNy csokkenti a DS-ek MDP altal
kivaltott matrix metalloproteinaz-expresszidjat.
Vizsgalataink azt jelzik, hogy az MDP és az IFNy
egylttes jelenléte migraciora mar nem képes, de
a szinergista hatas kovetkeztében rendkivil haté-
kony citokintermel6 effektor DS-ek képzddéséhez
vezet, ami a gyulladasos immunvalasz tovabbi fo-
kozasat eredményezi.

P6-05

Az ,,optimalis proteaz inhibitor egyenlo6 opti-

malis szubsztrat” elképzelés iranyitott evola-
cion alapulé Gjraértékelése

Héja D., Zboray K., Pal G.

ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest

A szerin proteazok l|étfontossagu életfolyamatok
kulcsenzimei, ezért nem meglep6, hogy a szaba-
lyozasukra szamos eltér6 stratégia is kialakult az
evollcid soran. A protedzok zome inaktiv zimogén
formaban keletkezik, és szabalyozott proteolitikus
hasitds aktivalja. A proteazaktivitas leszabalyoza-
sa is gyakran szelektiv proteolizissel zajlik. A le-
szabdlyozas egy masik gyakori formaja szelektiv
proteazinhibitor fehérjéken keresztll torténik. A

gatlas mechanizmusat tekintve ezek az irrever-
zibilis inhibitorok (szerpinek) és a reverzibilis in-
hibitorok csoportjara oszthaték. Mindketté tag-
jai szubsztratszerlien kotédnek a protedzhoz, és
elhasadnak az ugynevezett P1 és P1’ csoportok
kozotti peptidkotés mentén. A szerpinek hasa-
dadsa egy mozgékony felszini hurokban megy
végbe, nagymérvi konformaciévaltozashoz ve-
zet, és a protedz (a szerpinnel egyutt) stabil
acilenzim-komplexben inaktivalodik. Ezzel szem-
ben a reverzibilis inhibitorokndl a hasitds merev
felszini hurokban megy végbe, nem indukal nagy
konformaciovaltozast, a hasitott inhibitor aktiv ma-
rad, igy a hasitas egyensulyhoz vezet. Széles kor-
ben elfogadott nézet, hogy a reverzibilis inhibitorok
jo modelljei a valddi szubsztratoknak. A jelenlegi
modell szerint, ha a protedz szamara egy optimalis
szubsztratszekvenciat merevitett hurok formajaban
prezentalunk, akkor optimalis reverzibilis inhibitort
kapunk. Az allitas forditva igy szdl: ha egy opti-
malis inhibitor hurkot linearis peptidként talalunk
a protedz szamara, akkor optimalis szubsztratot
kapunk. Ezt a modellt a kovetkezé mddon ellen-
Oriztlik: egy reverzibilis inhibitor felszini hurokré-
gidjat fagbemutatdssal klasszikus modellenzimek,
tripszin, kimotripszin illetve elasztaz gatlasara op-
timalizadltuk. Az igy kapott szekvenciapreferenciak
mindharom enzim esetében Iényegesen eltértek a
szubsztratokra korabban megallapitott preferenci-
aktol. Eredménylink arra utal, hogy a reverzibilis
inhibitorok jelenlegi modellje revizidra szorul.

P6-06

Az S100A4 metasztazishoz tarsult fehérje
protein-lipid-kolcsonhatasainak szerkezet-
funkci6-vizsgalata

Kiss B.!, Kovacs E.?, Liliom K.2, Nyitray L.t,

IELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 MTA
SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A kizarolag gerincesekben el6fordulé S100 csalad
tobb mint 20 human paralégjaval az EF-kéz mo-
tivumot tartalmazé Ca?*-kotd fehérjék szuper-
csaladjanak legnépesebb tagja. Részt vesznek a
differenciacioban, a sejtciklus és sejtmotilitas sza-
balyozasaban. Az S100A4 k6t6 partnerei kozé tar-
tozik a p53 fehérje, a sejtmotilitasért felelés nem
izom miozin-IIA (myo2A), illetve extracellularisan az
annexin-II, melyekkel az interakcié kizardlag Ca%*
jelenlétében valdsul meg. Szamos, metasztazisra
hajlamos tumor emelkedett S100A4 (metastasin)
proteinszinttel jellemezhetdé. A lipid mediator
szfingozilfoszforilkolin (SPC) kompetitiven gatolja
a kalmodulin (CaM) fehérjepartnereinek kotodését
[Kovacs, Liliom (2008) Biochem J., 410: 427-437],
ezért megvizsgaltuk, hogy létrejohet-e specifikus
kolcsonhatas a szerkezetileg CaM-rokon S100A4 és
az SPC, valamint egyéb, bioldgiailag aktiv lipidek
kozott. Szfingozin (SPH), szfingozin-1-foszfat
(S1P), lizofoszfatidilkolin (LPC), lizofoszfatidsav
(LPA) és SPC apo- és holo-S100A4 fehérjére gya-
korolt hatasat vizsgaltuk az S100A4 tirozin, és az
F45W mutans kot6arkanak szélén elhelyezkedd
triptofan fluoreszcenciavaltozasa alapjan. A CaM
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fehérjével kapott eredményekhez hasonldéan az
SPC, és kisebb mértékben az SPH egyértelmi ko6-
tédést mutatott mind az apo-, mind a Ca?+-telitett
S100A4-hez. A lipiddel térténd titralas soran ko-
operativ kotdédést tapasztaltunk a kritikus micella-
képzbdési koncentracio feletti latszélagos Kd érték-
kel, igy valdszinlisithet6, hogy az SPC micellaként
kotédik a fehérjéhez. LPA esetén szintén specifikus
kotést talaltunk, azonban gyengébb kooperativitas-
sal. Mivel a CaM és az LPA koz6tt nincs kélcsénha-
tas, feltételezhetd, hogy az SPC és az LPA mas-mas
mechanizmussal kétodik az S100A4-hez. Jelenleg
vizsgaljuk a specifikusan kolcsonhatd lipidek jelen-
|étében az S100A4 miozin filamentum Osszeszere-
I6désre és disszociaciora gyakorolt hatasat, mely
folyamatok a citoszkeleton atrendezédésén keresz-
tll jelentések a rékos sejtek metasztazisaban.

P6-07

Komplementrendszer-gatlok kifejlesztése
iranyitott evollaciéval

Kocsis A.!, Zavodszky P.1, Gal P.1, Pal G.2

1 MTA SzBK Enzimoldgiai Intézet, Budapest;

2 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest

A komplementrendszer szabalyozatlan aktivaléda-
sa komoly betegségek (pl. Alzheimer-kor, szélltés,
iszkémia-reperfuzids karosodas, reumatoid artritisz)
kialakulasahoz vagy sulyosbodasahoz vezethet. A
komplement harom aktivacios utvonala (klasszi-
kus, alternativ és lektinut) eltéré mértékben vehet
részt egy-egy koros folyamatban, igy diagnosztikus
és terapias szempontbdl egyarant nagy szlikség
lenne Utvonalszelektiv inhibitorokra. Mivel ilyenek
nem ismertek, elhataroztuk, hogy létrehozzuk ezek
elsé prototipusat. A manndzkot6é lektinasszocialt
szerin proteadz 2 (MASP-2) a lektinut kulcsenzi-
me. Amint a szervezetbe jutd patogén jellegzetes
felszini glikdnmintazatat egyes lektinek felismerik,
az ezekhez kapcsoloddé MASP-2 autoaktivalddik,
és beinditja a komplementrendszert. Feltételez-
tik, hogy a MASP-2-szelektiv gatlasaval a lektinut
specifikusan és tokéletesen gatolhaté. MASP-2-
inhibitorok tervezését neheziti, hogy a szérumban
szamos hasonld szerin protedz mukodik (lasd pl.
komplement, véralvadas, fibrinolizis), igy iranyitott
evollciés megkozelitést, fagbemutatasi moddszert
alkalmaztunk. Ehhez a napraforgdbdl szarmazo,
legkisebb természetes tripszininhibitorbol, a 14-
aminosavas SFTI molekulabdl indultunk ki. Hat po-
zicio teljes randomizalasaval tizmilliard varianst tar-
talmazé konyvtarat hoztunk létre, és ezt MASP-1 és
MASP-2 enzimeken szelektaltuk. A szelektalt klonok
konszenzusszekvenciai alapjan két peptidet allitot-
tunk el6. Ezek gatldo hatasat megmértiik MASP-1
és MASP-2 enzimeken, a komplementaktivalédas
harom utjan, és a véralvadas rendszerén. Az egyik
peptid mind a MASP-1, mind a MASP-2 enzimet
gatolja, szelektiven gatolja a lektinutat, de a vér-
alvadasra is hat. A masik peptid szelektiv MASP-
2-inhibitor, a lektinutat szelektiven gatolja, és alig
hat a véralvadasra. Kifejlesztettiik tehat az els6
lektindtra szelektiv inhibitorokat, amelyek mind
alapkutatasi, mind diagnosztikai és terapias szem-

pontbdl igéretesek. (G.P. és P.G. hozzdjaruldsa
egyenérték volt.)

P6-08

A TATA-kotofehérjéhez tarsult faktor

(TAF3) hatasanak vizsgalata p53-fiiggo
promotereken

Ludanyi M. A.!,.Bereczki 0.2, Boros 1.2, Balint E.t

1 BZAKKA, BAYGEN, Szeged; 2 SZTE TTIK, Bioké-
miai és Molekularis Bioldgiai Tanszék , Szeged

A TAF3 a TFIID a&ltalanos transzkripcios faktor
komplex egyik alegysége, mely részt vesz a speci-
fikus és az altalanos transzkripcids faktorok kozotti
kapcsolat kialakitasaban, ez altal szamos transz-
kripciés faktor szamara koaktivatorként mikodik.
Ujabban kimutattdk, hogy izomsejt-differenciacioé
soran a TAF3 fehérje mennyisége megné, tehat
differenciacidspecifikus i6ja
ban funkcionalhat. Tovabba a TAF3 PHD (novényi
homeodomén) doménje segitségével kotédni tud
a hiszton H3 trimetildlt lizin 4-hez, igy szerepe
lehet bizonyos promoéterek epigenetikai szabalyo-
zasaban. Kutatocsoportunk a korabbiakban a p53
kot6partnereként azonositotta a TAF3-t. Kimutat-
tunk in vito és in vivo mddszerekkel, hogy a kol-
csbnhatas evoluciésan konzervalt, mert mind Dro-
sophila melanogaster TAF3 és p53, mind human
TAF3 és p53 kozott fennall. Megallapitottuk, hogy
érdekes maddon, a TAF3 nem hat koaktivatorként
a p53-ra, hanem erdsen cstkkenti annak transz-
kripcids aktivitasat. A tovabbiakban megvizsgaltuk
a TAF3 hatasat kulénb6z6 p53-figgd promodtereken
luciferaz-riporter aktivitdsméréssel. Azt talaltuk,
hogy a vizsgalt sejtvonalakban a TAF3 nem gatolja
a BAX (BCL2-asszocialt X-fehérje) promoter aktivi-
tasat. Az IGFBP3 (inzulinszerl novekedési faktort
koté protein 3) promoter és a mesterséges, p53-
fiuggé PG13 promodter aktivitdsat oszteoszarkéma-
sejtekben gatolja, de emlbkarcindmasejtekben
nem. A TAF3 er6sen represszalja az mdm2 promoter
aktivitasat minden vizsgalt sejtvonalban. Jelenleg a
represszioért felelés promoéterelemek azonositasat
végezzlk, és megvizsgaljuk, hogy a TAF3 befolya-
solja-e a promoéterek UV-indukalhatésagat.

P6-09

A szoveti transzglutaminazzal kolcsonhato
fehérjék keresése differencialédott NB4 sej-
tekben

Német I., CsGsz E., Fésus L., Balajthy Z.

DE OEC, Biokémia és Molekularis Bioldgia Intézet,
Debrecen

A szoveti transzglutaminaz (TG2) enzim meg-
taldlhatd a sejtek citoszéljaban, sejtmagjaban,
mitokondriumaiban és az extracellularis matrixban.
Intracellularis fehérjeként rendelkezik Ca2+-fliggé
keresztk6td6, membranfelszini GTP-dz és szerin/
treonin kinazaktivitdssal, extracellulasi térben
integrinreceptorok koreceptoraként is hathat, s az
betéltétt szerepe is ismert. All-transz retinsavas
(ATRA) kezelés hatasara az NB4 sejtek neutrofil
granulocita iranyba differencialédnak. Munkacso-
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portunk kimutatta, hogy a human promielocita
NB4 sejtvonal neutrofil granulocita irdnyba torté-
né differenciadlodasakor a TG2 kifejez6dése mind
gén szinten, mind fehérje szinten jelentésen fo-
kozodik, és modositja egyes gének (pl. GP91)
expresszidjat [Balajthy et al. (2006) Blood, 108:
2045-2054]. Munkahipotézislink szerint a TG2
fehérje-fehérje-kolcsénhatésok segitségével s
részt vesz ebben a folyamatban. Irodalombdl eddig
a TG2 néhany partnere ismert, ezért célul tliztik
ki Uj kolcsonhatd partnerek azonositasat. A diffe-
rencialddott sejtek lizise utan monoklonalis vagy
poliklonalis TG2-ellenes, illetve izotipus-azonos
kontroll antitesttel immunprecipitaciot végeztink.
A precipitalddott fehérjéket egy- vagy kétdimen-
ziés poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk
szét, majd Coomassie Brilliant Blue, vagy Sypro
Ruby festést kovetéen a specifikus fehérjesavo-
kat szoftver segitségével azonositottuk. A kivagott
fehérjesav gélben torténd emésztését kovetden
tomegspektrometriaval kapcsolt nagyhatékonysa-
gu folyadékkromatografias (HPLC-MS-MS) anali-
zissel azonositottuk a fehérjéket. A kisérleti ered-
mények validalasa céljabdl az azonositott fehérje
elleni antitesttel immunprecipitaciot végzink.

P6-10

Az LC8 dinein-konnylilanc (DYNLL) kétémo-
tivumanak in vitro evolicidoja fagbemutatas
segitségével: egy kompetitiv gatloszer fej-
lesztésének elsé lépése

Rapali P., Nyitray L., Pal G.

ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest

A DYNLL konzervativ, homodimer, eukariéta cso-
moponti fehérje. Tébb tucat fehérje szabalyoza-
saban jatszik szerepet, az esetek tobbségében a
kolcsonhaté partnerek dimerizacidjat eldsegitve.
Szamos bioldgiai folyamatban (pl. intracellularis
transzport, apoptoézis, tumorogenezis) érintett. A
DYNLL dimerizacids felszinén kialakulé két arok-
ba kotédnek a partnerfehérjék rendezetlen régi-
d6inak X(D/S)KXTQT(D/E) konszenzusmotivumai.
Megvizsgaltuk, hogy in vitro evoluciéval létrehoz-

haté-e a természetes szekvencidaknal nagyobb
affinitdsi  DYNLL-kot6é peptid. Fagbemutatassal
hétaminosavas naiv peptidkényvtarat hoztunk

létre. A konzervativ centralis GIn aminosavat (0.
pozicid) valtozatlanul hagytuk, a tébbi poziciéban
megengedtik mind a 20 aminosav beéplilését. A
kényvtar mérete 2,1x1010 volt, igy csaknem a tel-
jes szekvenciateret lefedtik. A peptideket leucin-
cipzar segitségével bivalens formaban mutattuk
DYNLL dimer jellegébdl adédé aviditast. Négy sze-
lekcids ciklus utan 25 klont azonositottunk. A ter-
mészetes szekvenciamintazattdl a leglényegesebb
eltérés a -4. poziciéban lév6 konzervalt Asp hianya
és az -5. pozicidban Iév6 Val magas aranya. Mono-
és bivalens természetes és szelektalt konszenzus-
peptidek kinetikai és termodinamikai tulajdonsaga-
it hasonlitottuk 6ssze. A természetes DYNLL-ko6t6
peptideknél a monovalens és bivalens ligandumok
K,-értéke 1-10 uM és 3-40 nM. Az in vitro evolici6-

val ezeknél két nagysagrenddel nagyobb affinitasu
szekvenciat tudtunk el6allitani. A DYNLL egyik funk-
cidja, hogy képes egyes proapoptotikus fehérjéket
(Bim, Bmf) a sejtvazhoz szekvesztralni, ezaltal
sejttulélést kivaltani. Ez a jelenség allhat egyes tu-
morok MAP-kindz-inhibitorokra mutatot reziszten-
ciajdnak hatterében, amit a DYNLL-Bmf-interakcio
gatlasaval ki lehet kliszobolni. Jovébeni kisérletek
fogjak eldonteni, hogy a nagy affinitasu szintetikus
DYNLL-kot6 peptidekkel tumor sejtvonalakban fo-
kozni tudjuk-e a természetes sejthalalt.

P6-11

Mval, egy kettés specifitassal rendelkezé
restrikcios endonukleaz

Stier 1., Kiss A.

MTA SzBK, Biokémia Intézet, Szeged

Az Mval restrikciéos endonukledz a Micrococcus
varians RFL19 torzs (ma Kocuria varians) Mval
restrikcids-modifikacios rendszerének része.
Az enzim a CC/WGG (W = A vagy T) szekvenci-
at ismeri fel, és a '/’ jelnek megfelelé helyen ha-
sitja. A keletkez6 DNS-fragmentumok egyetlen
nukleotidbdl allé 5'-talnyuld véget hordoznak. Az
enzim monomerként m(ikédik, és a DNS-duple-
xet két, egymastdl fliggetlen, egyszalu vagassal
hasitja. A két szal hasitasanak sebessége jelents-
sen eltér. Kimutattuk, hogy az Mval azzal a kulén-
leges tulajdonsaggal rendelkezik, hogy az ismert
szubsztrathely (CCWGG) mellett képes a CCCGG
szekvenciak egy részének hasitasara is, amennyi-
ben a megfelel6 (alahlzassal jelolt) citozin metilalt
(5-metil-citozin), s a hely szekvenciakdrnyezete
megfeleld. A szubsztratszekvenciak kérének pon-
tos meghatarozasa folyamatban van. Eddigi ered-
meényeink szerint az Mval legjobban a CCCCGGGC
és a TCCCGGGC helyeket emészti, el6bbit kb. tiz-
szer lassabban, mint a CCWGG helyeket. Joval
alacsonyabb, de kimutathaté sebességgel vagja a
GCCCGGT helyeket is. A CG szekvenciaknal in vitro
metilalt, majd Mval-emésztett DNS-fragmentu-
mok szekvenalasaval kimutattuk, hogy a hasitas a
metilalt citozin 3'-oldalan térténik, azaz tompa végu
fragmentum keletkezik: CCC/GGG.....GGG/CCC Tu-
domasunk szerint az Mval enzim az elsé olyan rest-
rikciés endonukledz, amelyrdl kimutattak, hogy a
kanonikus metilalatlan felismerGhelye mellett egy
masik, metilalt szekvenciat is hasit.

P6-12

A hisztonacetilaciés mintazat vizsgalata a
tobbszords gyodgyszer-rezisztenciat okozé
MDR1 gén szabalyozo régidiban

Toéth M., Molnar 1.2, Boros 1.3, Balint E1

1 BZAKKA, BAYGEN, Szeged; 2 SZTE AOK, Orvosi
Mikrobiolégiai és Immunoldgiai Intézet, Szeged;

3 SZTE TTIK, Biokémai és Molekularis Bioldgiai
Tanszék, Szeged

A kemoterapia sikertelenségének oka gyakran a
tObbsz6ros gyogyszer-rezisztencia (MDR), me-
lyet kivalthatja az MDR1 gén amplifikaciéja és/
vagy epigenetikus valtozas miatti megemelke-
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dett expresszidja. Célunk a hisztonacetilacio és a
hiszton acetil-transzferazok (HAT) szerepének vizs-
galata az MDR1 gén expresszidjanak szabalyoza-
saban. Megvizsgéltuk az MDR1 gén és az mRNS
szintjét QRT-PCR technikaval a doxorubicinérzékeny
MCF7 emlGkarcindma szll6i sejtben és annak
hosszi idejli doxorubicin-kezeléssel eldallitott
doxorubicinrezisztens MCF7-KCR lednysejtjében.
Az MDR1 gén szintje 15-szeresére, expresszidja
30-ezerszeresére nétt a gydgyszer-rezisztens sej-
tekben az érzékenyekhez képest. Ez arra utal, hogy
a rezisztencia kialakuldsaért nagy részben az MDR1
megemelkedett transzkripcidja lehet a felelGs.
A sejtvonalak altaldnos hiszton-acetildltsdganak
0sszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a H3 hiszton
acetildltsagi szintje megemelkedett a gydgyszer-
rezisztens lednysejtekben a sziil6i sejtekhez ké-
pest. A tovabbiakban az MDR1 gén szabdlyozd
és egyéb régidihoz kotédo hisztonok acetilaciojat
vizsgalva kromatin--mmunprecipitaciot végez-
tink acetil-lizin-specifikus ellenanyagokkal (H3K4,
H3K9, H3K14, H4K8, H4K12). Az MDR1 3’ irdnyu

Srar

TP

szorosara novekedett az MDR1 gént expreszalo
MCF7-KCR sejtekben az MDR1-expresszioju MCF7
sejtekhez képest. A hisztonacetilacios mintazat
modositasa céljabdl a sejteket trichostatin A (TSA)
hiszton-deacetildz-gatléval és HATi II hiszton-
acetil-transzferaz-inhibitorral kezeljuk.

P6-13

Human kimotripszin C elleni inhibitorok Iét-
rehozasa iranyitott evoluciéval

Zboray K.!, Héja D.!, P. Medveczky?, M. Sahin-
Téth?, Pal G.!

1 ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest;

2 Department of Molecular and Cell Biology, Bos-
ton University, Boston, USA

Korabbi in vitro kisérletek alapjan a kimotripszin C

P7 - Human betegségek

P7-01

Az ABCC6 gén, mint rizikofaktor a szivkoszo-
ruér megbetegedés kialakulasaban

Aranyi T.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Az ABCC6 génben el6forduld funkcidvesztéses mu-
taciok egy pseudoxanthoma elasticum (PXE) nevi
ritka (1:25.000-1:150.000), recessziven 6roklodd
genetikai betegséget okoznak, melynek vezets tu-
nete a bér, az erek és a szem elasztikus rostjainak
kalcifikacidja. A kezdeti bOrgydgyaszati tlinetek
utan latasromlds, és a keringési rendszert érinté
sulyosabb korképek jelentkeznek. A szivkoszoruér-
megbetegedés (CAD) és a stroke megemelkedett
el6fordulasat irtak le a PXE betegek korében. A be-
tegek mutaciét hordozd egészséges rokonaiban is
megfigyeltek enyhébb szubklinikai tlineteket, pél-

s

a bérben. Egy korabbi tanulmanyban mar leirtak

(KimoC) fontos szabdlyzé enzim, amely a f6 trip-
szinforma, a kationos tripszin aktivalédasanak és
lebomldsanak Utemét befolyasolja. A KimoC en-
zim inaktiv proenzimként termelédik a hasnyal-
mirigyben, csakligy, mint a tobbi pankreatikus
proteolitikus enzim (kationos és anionos tripszin,
mezotripszin, kimotripszin B1 és B2, elasztaz 2A, 3A,
3B, karboxipeptidaz A1, A2 és B1). A vékonybélbe
kerul6 proenzimek kozll els6ként a tripszinogének
aktivalddnak az enterokinaz altal, majd a tripszinek
aktivaljak a tobbi proenzimet, kéztliik a még nem
aktivalt tripszinogéneket. A tripszinaktivalt KimoC
szelektiven hasitja a kationos tripszinogént, és ez
a hasitott forma gyorsabban aktivalhaté kationos
tripszinnel, mint az intakt, s ezen pozitiv visszacsa-
tolas miatt a kationos tripszin keletkezése felgyor-
sul. A folyamat csak a vékonybélre jellemz6 magas
Ca%*-koncentracié mellett szelektiv. Az alsébb bél-
szakaszokra jellemz6 alacsony Ca?*-koncentracion
megjelenik a KimoC merében mas aktivitasa is: sze-
lektiven hasit egy peptidkotést a kationos tripszin
Ca%*-ionoktdl megfosztott kalciumkotéhelyén. Ez a
hasitas - pozitiv visszacsatolas modjan - gyorsitja
a tripszin 6nemésztését, ami egyfajta védo funkcidt
tolthet be, hiszen a vastagbélbe lejutd, funkcionél-
kili protedzok karosithatjak a bélfalat. Az in vitro
mérésekre alapozott kévetkeztetéseket nehéz in
vivo ellen6rizni, mivel a KimoC-nek nincs ismert,
szelektiv inhibitora. Elhataroztuk, hogy iranyitott
evollcioval létrehozunk ilyen inhibitorokat. M13
fagon kifejeztlink az SGPI-2 proteazinhibitort, és 6
poziciét randomizaltunk a proteazkotdé hurokban. A
tobbmilliard varianst tartalmazé kényvtérat KimoC
enzimmel szelektaltuk, a klénok konszenzus-szek-
venciaja szamos ponton jellegzetes egyezést mutat
az emlitett in vivo szubsztratok megfelel6 szekven-
cidival. A konszenzusszekvencia alapjan elGallitott
és kinetikailag jellemzett variansokat in vivo kisér-
leteinkben, valamint a human KimoC szerkezeté-
nek felderitésére fogjuk hasznalni.

molekularis bioldgiaja

a CAD és a leggyakrabban (20-30%) el6forduld
€.3421C>T mutacié kapcsoltsagat. A vizsgalatot
azonban a mai napig nem ismételték meg, annak
ellenére, hogy a mutacié a vartnal jéval magasabb
el6fordulast mutatott a kontroll populacioban. Ez az
eredmény ellentmond a PXE irodalmi gyakorisaga-
nak, ezért a tanulmany megbizhatésaga megkér-
dGjelezhetd. Munkankban a mar leirt 6sszefliggést
kivantuk igazolni, tovabba az ABCC6 génben el6-
forduld c¢.3421C>T funkciovesztést okozd muta-
cid és az ischaemias stroke kozotti kapcsoltsagot
is vizsgaltuk. Kontrollként 749 egészséges véradd
genomialis DNS-ét hasznaltuk 363 ischaemias
stroke-ban szenvedd, és 361 CAD-os beteg vizs-
galatdhoz. A c.3421C>T mutacid jelenlétét vagy
hidnyat a kérdéses nukleotidot tartalmazé PCR-
termék olvadaspont-analizisével hataroztuk meg. A
kontroll csoportban 1 hordozdt azonositottunk, ami
megfelel ezen mutacid széles korben elfogadott
el6fordulasi gyakorisaganak. Nem tapasztaltunk
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szignifikans Osszefliggést a hordozo statusz és a
stroke kozétt, ezzel szemben szignifikans 6sszeflg-
gés mutatkozott a CAD esetében (5/361 hordozo
p=0,016 OR=10,5). Jelen munkankkal megerdssit-
juk, hogy a c.3421C>T hordozé statusz rizikdfaktor
a szivkoszoruér megbetegedésekben.

P7-02

PARP-1 és PARP-2 szerepe kontakt
hiperszenzitivitasi reakcioban

Brunyanszki A.!, HegedUs Cs.!?, Szanto M.!, Ger-
gely P.12, Virag L.1?, Bai P.12

DE OEC ! Orvosi Vegytani Intézet; 2 MTA Sejtbiolo-
giai és Jelatviteli Kutaté Csoport, Debrecen

A poli-(ADP-rib6z) polimeraz-1 és -2 (PARP-1,
-2) aktivacidjuk soran NAD*-ot hasznalnak
szubsztratként kilonb6zd hosszusagu poli-(ADP-
ribdz) (PAR) polimerek kialakitdsahoz, amelyeket
kovalensen kotnek kiilonb6zd akceptor fehérjék
glutamatcsoportjahoz. Kiemelked6 szerepik van
a geénexpresszid szabalyozasaban transzkripcids
kofaktorként (pl. NFxB) gyulladasi folyamtokban,
igy a kontakt hiperszenzitivitasi reakcidoban (CHS).
A CHS T-sejt-medialt, kés6i hiperszenzitivitasi
reakcié, amely allatmodelleken lipofil &genssel
(esetiinkben oxazolon) valthaté ki. A CHS reak-
ci6 két szakaszra bonthatd: szenzibilizaciéra és
elicitaciora. EI6bbi soran az immunrendszer el6szor
talalkozik az allergénnel és kialakul az aktiv immu-
nitas, utébbiban az immunrendszer Ujbdl talalkozik
az vegyllettel, amely aktiv immunvalaszt indukal,
és 24 ora elteltével megjelennek a jellemz6 ti-
netek, gyulladas, 6démaképzbédés. Célkitlizésiink
volt a PARP-1 és -2 enzimek szerepének vizsgalata
és molekularis szerepiik pontos meghatarozasa a
hiperszenzitivitasi reakcié soran. Kisérleteinkben
vad tipusu, illetve PARP-1-/- és PARP-2-- egereket
hasznaltuk fel. A szenzibilizacié soran oxazolonnal
(4-etoxi-metilén-2-feniloxazol-5-on) kezeltik az
egerek borotvalt hasbdérét, majd egy héttel kés6bb
az elicitacio soran a gyulladast az egerek fiilén val-
tottuk ki. Az oxazolon okozta gyulladas mértékét
fulvastagodas meghatarozasaval és mieloperoxidaz
(MPQO) enzimaktivitdas mérésével hataroztuk meg.
Az eredmények egyértelmlien azt mutattak, hogy
CHS-ben a PARP-1 enzim hianya nagymeértékben
befolyasolja a gyulladast, mig a PARP-2 hianya egy-
altalan nem okoz valtozast, ezért a tovabbiakban
csak a PARP-1*/* és a PARP-17/- egereket vizsgal-
tuk. Hematoxilin-eozin festéssel és génexpresszids
vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az oxazolonkezelt
PAPR-1---mintakon alacsonyabb az infiltralédé sej-
tek mennyisége, és ezzel egyltt a kemokinek, az
adhézios molekulak és a matrix metalloproteinaz-9
expresszios szintje is csokken az oxazolonindukalt
PARP-1++ egerekhez képest. A gyulladas soran je-
lentés mennyiségli peroxinitrit képzédik 6sszhang-
ban az iNOS fokozott expresszidjaval, melyet a
gyulladas soran infiltralédé sejtek expresszalnak.
A PARP-1-- egerekben mind az iNOS expresszidja,
mind a gytktermel6dés csokkent mértékl a vad ti-

pushoz képest. Kimutattuk a gyulladt fllekben a
gyoktermel6dés altal kivaltott PARP-1-aktivaciot
PAR immunfestéssel, amely a PARP-1-/- egerekben
elmaradt. A PARP-1 enzim tehat fontos résztvevé a
CHS folyamataban, illetve a CHS PARP-inhibitorokkal
befolydsolhatd. Irodalmi adatok alapjan feltételez-
zlik, hogy az NF«kB transzkripcids faktor miikodési
zavara allhat az altalunk leirt valtozasok mogoétt,
igy tovabbi kisérleteink ennek bizonyitasara ira-
nyulnak. (Bolyai 6sztondij (BP), OTKA NFF 78498,
K60620, K60780, Mecenatura DE-OEC Mec-1/2008,
Egészségligyi Minisztérium ETT 12/2006)

P7-03

A poli-(ADP-rib6z) polimeraz-1 (PARP-1)
szerepének vizsgalata a kontakt
hiperszenzitivitas gyulladasos folyamataiban
Heged(s Cs.!?, Bai P.l2, Szabd E.3, Virdg L.}

1DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;
2MTA DE, Sejtbioldgiai és Jelatviteli Kutatécso-
port; 3 Bérgydgyaszati Klinika, Debrecen

A poli-ADP-ribozilacié a fehérjék poszttranszlacids
modositasanak egy formaja, melyet a poli-(ADP-
ribéz) polimeraz (PARP) enzimek katalizalnak. A
PARP enzimcsalad legismertebb tagja a PARP-1,
mely f6leg DNS-térés hatasara aktivalddik,
homodimereket alkot, és a DNS-torésekhez kap-
csolédik. Az aktivalt PARP a NAD*-ot ADP-ribdzra
és nikotinamidra hasitja, majd az ADP-ribdz részt a
megfeleld akceptorfehérjék glutamat-oldallancahoz
csatolja. A PARP-1 - az NFkB transzkripciés faktor
koaktivatoraként - citokinek expresszidjat szaba-
lyozza kilonb6z6 gyulladdsos modellekben. Tulzott
okozhatja, ami sejt-diszfunkciéhoz vagy a sejtek
pusztulasahoz vezet. A kontakt hiperszenzitivitas
(CHS), késO6i tipusl hiperszenzitivitasi reak-
cio, két részre oszthatd: szenzitizaciés fazisra és
effektor fazisra. Utdbbiban fontos szerepet jat-
szik a proinflammatorikus citokinek termel6dése,
limfocitak és granulocitak infiltracidéja, melyhez erds
oxidativ stressz tarsul. Irodalmi adatok alapjan a
PARP gatlasa vagy a PARP-1 gén kilitése jelent6-
sen csOkkenti a gyulladasos reakciokat (kolitisz,
arthritisz, uveitisz). Jelen vizsgalataink arra ira-
nyultak, hogy feltarjuk a poli-ADP-ribozilacié szere-
pét CHS-ben. Vizsgalatainkat oxazolonnal kivaltott
CHS egérmodellen végeztiik. Eredményeink alap-
jan a PARP szerepet jatszik a CHS soran kialaku-
16 6démaképzbdés és neutrofilinfiltracid, a citokin
expresszidjanak és a matrix metalloproteinaz
(MMP) aktivaciojanak folyamataiban. A PARP
irritativ dermatitisben is befolyasolja a duzzanat és
neutrofil infiltracié mértékét. Tehat a PARP mind az
antigén altal kivaltott, immunmedialt gyulladast,
mind a nem antigénspecifikus altalanos gyullada-
sos Utvonalakat modulalja. (Bolyai 6szténdij (BP,
ESz), OTKA NFF 78498, K60620, K60780, Mecena-
tura DE-OEC Mec-1/2008, Egészségigyi Minisztéri-
um ETT 12/2006)
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P7-04

A metabolikus szindréma arginin-
anyagcsereutakra gyakorolt hatasainak
vizsgalata patkanyokban

Hrabak A.!, Bajor T.2, Kérner A.3

1SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldégiai és
Pathobiobiokémiai Intézet, Budapest; 2 Spinner
Hungary Kft., Szekszard; 3 SE, I. sz. Gyermek-
gydgyaszati Klinika, Budapest

A metabolikus szindroma az elhizas kovetkez-
tében kialakuld tlinetegylttes, amely elsGsor-
ban kardiovaszkularis rendellenességekkel, va-
lamint szénhidrat- és lipidanyagcsere-zavarokkal
jar. A szindréma kilonb6z6 tlineteinek hatteré-
ben az arginin-anyagcsere, ezen belll f6éleg az
NO-szintézis zavarat is sikerilt kimutatni. Vizs-
galatainkban sovany kontroll és elhizott Zucker-
patkanyok kilénb6zd szerveiben és szdveteiben
mértik a NOS izoenzimek és az arginaz aktivita-
sat és expresszidjat. A kovér allatok testtémege és
vércukorszintje szignifikdnsan magasabb a kontroll
allatokénal. A NOS I aktivitdsa az agy és kisagy
esetében csokkent, vese, sziv és zsirszovet esetén
magasabb volt a kovér allatokban. A NOS II az agy-
ban magasabb, a tiidében alacsonyabb volt a kovér
allatokban. A NOS III esetén a kilonbségek nem
szignifikansak, az aktivitasok igen alacsonyak vol-
tak. Az arginaz a kovér allatok kisagyaban, veséjé-
ben és zsirszovetében volt magasabb, a szivizom-
ban alacsonyabb a kontrollhoz képest. Az enzimek
expresszidja az aktivitassal szinkronban valtozott,
tehat a kulonbségek az enzimszintézis modosula-
saval magyarazhatdk. A kovér patkanyok vérében
és vizeletében a nitrit+nitrat-szint emelkedett, va-
lamint n6tt a makrofagok nitrittermelése, a NOS
II aktivitasa és expresszidja is. Szignifikansan n6tt
a kovér allatok makrofagjainak fagocitdzisa is. A
kovér allatok vérében az adiponektin szintje ala-
csonyabb, a leptiné és rezisztiné magasabb volt, az
IL-6 nem valtozott. Eredményeink arra mutatnak,
hogy a metabolikus szindréma hatasara az arginin-
anyagcsereutak viszonya tobb szervben (elsGsor-
ban az agyban) megvaltozik.

P7-05

Human konny proteomikai karakterizalasa
tomegspektrometrias médszerrel

Labiscsak P., Boross P., T6zsér J.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, Debrecen

A konny a a szem felszinét boritd és kulénboz6
funkciokat ellato folyadékréteg. A klinikumban al-
talanosan elterjedt kénnydiagnosztikai mddszerek
altalaban figyelmen kivil hagyjak a kénny fehér-
je-Osszetételében torténd valtozasokat. Az elmult
években kulonb6zé proteomikai technikak fel-
hasznalasaval végzett konnyvizsgalatok soran ko-
zel 500 fehérjét azonositottak. Célunk egy olyan
tomegspektrometrids analizisen alapulé maddszer
bedllitdsa volt, melynek segitségével a nem invaziv
madon gydjtott konnymintakbdl minél tobb fehérje
kimutatdsa valhat lehetségessé, és kiindulasi ala-

pot biztosithat a tovabbi 6sszehasonlité proteomikai
vizsgalatokhoz. Egészséges Onkéntesektdl (28 o)
kapillaris technika segitségével gyUjtott, egyesitett
(pool) kdonnymintékat vizsgaltunk. A mintak egy ré-
szét tripszinnel oldatban emésztettiik, masik részét
SDS-PAGE-elvalasztas utan a gélbdl kivagtuk és
tripszinnel emésztettiik. Az oldatban emésztett és
a gélbdl kinyert peptideket a 4000 QTRAP LC-MS/
MS tomegspektrométerre injektaltuk. Az adatok ki-
értékeléséhez a Protein Pilot és a Mascot keress-
szoftvereket alkalmaztuk. A két technika és a két
keresGprogram segitségével Gsszesen 47 fehérjét
sikerilt azonositani. A kovetkez6kben ezen adatok
felhasznalasaval, a talalt fehérjék mennyiségi ana-
lizisét tervezzik. Célunk a nem invaziv mintavétel-
nek koszonhetéen egy tomegspektrometrian ala-
puldé pontos és gyors eljaras kivitelezése, mellyel a
betegségekre specifikus biomarkerek megtalalasa
és a betegségek korai és gyors diagndzisa valna
lehetové.

P7-06

A B2-mikroglobulin amiloid képz6édésének

j kinetikai modellje és a torés szerepe az
elongacioban

Micsonai A.!, Karsai A.2, H. Yagi?, Kellermayer M.?,
Y. Goto?, Kardos J.*

!ELTE TTK, Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 PTE
AOK, Biofizikai Intézet, Pécs; 3 Institute for Protein
Research, Osaka University, Osaka, Japan

Az amiloidképz6dés mechanizmusardl, annak mole-
kularis hatterérél ma még keveset tudunk. A polime-
rizacios reakcié elemi |épéseinek vizsgalata és kvan-
titativ jellemzése nehéz feladat. A B2-mikroglobulin
(B2m) az MHC-I kénnyl lanca, de monomer for-
maban is megtaladlhaté a vérben. Vesedializises be-
tegekben a monomer fehérje koncentracidja jelen-
tésen megnd, ami amiloid-lerakddasokhoz vezet.
Munkank soran atomerd-mikroszképos (AFM) és
elektronmikroszképos (EM) technikat alkalmaz-
tunk a B2m amiloidszalak szamanak és hosszanak
meghatarozasahoz, melybdl az elongacié kinetikai
paramétereire lehet kovetkeztetni. A polimerizacio
teljes kinetikajat thioflavin-T-fluoreszcencia segit-
ségével kovettik. Alacsony monomerkoncentraciot
alkalmazva (ezzel kizarva a spontan nukleacio lehe-
t0ségét) magindukalt reakcidk soran vizsgaltuk az
elongacid sebességét befolyasold tényezoket. (1) A
szalak névekedési sebessége a monomerkoncentra-
ci6 fliggvényében telitési gorbét mutat, amelyre jol
illeszthetd a Michaelis-Menten-kinetika, és megha-
tarozhatok a K, és k , értékek, ahol k , azid6egység
alatt beéplil6 monomerakegységek szamanak felel
meg. Ez arra utal, hogy az amiloidszalak hosszabbo-
dasa tobblépéses folyamatként zajlik, amelyben a
monomerek gyors kotddését egy sebesség-megha-
tarozo, lassu lefolyasu konformacidvaltozas koveti.
(2) A kevés maggal indukalt polimerizacio kezdeti,
linearis lefutdsu szakasza utan tapasztalhato hir-
telen sebességnovekedési szakasz a hosszu szalak
spontan fragmentalédasanak eredményeképpen
mutatkozik. Ennek in vivo jelent6sége az lehet,
hogy a betegség korai szakaszaban kialakulo kevés
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nukleaciéos magbol névekvd szalak eltérnek, ami-
nek kovetkeztében az amiloid-képzddés sebessége
rohamosan megnd, valamint metasztazisok, atté-
tek keletkezhetnek.

P7-07

A lizofoszfatidsav szerepe a B2-mikroglobulin
amiloidképzésében

Pal-Gabor H.!, Gyimesi G.!, Gombos L.%,. Kovacs
J.3, Liliom K.t, Kardos J.2

IMTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest;
2ELTE TTK 2 Biokémiai Tanszék, 3 Anatémiai, Sejt-
és Fejlédésbioldgiai Tanszék, Budapest

A vesedializishez ko6tott amiloiddzis soran a B2-
mikrolobulin (B2m) amiloidszalak formajaban lera-
kddik a betegek szervezetében, slilyos mozgasszervi
problémakat okozva. Mindmaig nem tisztazott, mely
tényezdk jatszanak szerepet az amiloidképz6désben
fiziologids korulmények kozott. Mivel a megemel-
kedett fehérjekoncentracid 6nmagaban még nem
elég a szalak kialakulasahoz, egyéb, a vérben je-
len 1évé faktorok szerepét valdszindsitik. Munkank
soran a vérben el6forduld lizofoszfolipid mediator,
a lizofoszfatidsav (LPA) szerepét vizsgaltuk a f2m
szkdpiaval, valamint DSC-mérésekkel kimutattuk,
hogy az LPA koélcsénhat a nativ, monomer B2m-
molekuldkkal, és destabilizalja azok szerkezetét.
Ezaltal a fehérje amiloidképzésre hajlamos alla-
potba kertl, és amiloidmagok jelenlétében szalno-
vekedés lép fel. ITC-mérésekkel vizsgaltuk a mo-
nomer B2m és az LPA-micelldk kdlcsonhatasat: a
meért 520 nM egyensulyi disszociacids allandd erds
kotédésre utal. Megallapitottuk tovabba, hogy az
LPA képes stabilizalni az amiloidszalak szerkezetét,
megvédve Oket a depolimerizaciotol. A tovabbiak-
ban célul tlztuk ki az LPA kotShelyének meghata-
rozasat a fehérje felszinén. Feltételezzlik, hogy a
lipid és a fehérje kozo6tt elektrosztatikus koélcson-
hatas jon létre, amelyben az LPA negativ feji cso-
portjai és a B2m pozitiv lizin- és argininoldallancai
vesznek részt. A lehetséges kotGhelyek meghata-
rozasara in silico dokkolasos kisérleteket végez-
tink. A dokkolas eredményeit felhasznalva egyes
lizin- és argininoldallancokat alanin aminosavra
cseréltiink le, és vizsgaltuk a mutaciok hatasat a
szalképzddésre. Eredményeink hozzajarulhatnak a
B2m mikrotubulin amiloidképzésének jobb megér-
téséhez.

P7-08

Sleeping Beauty transzpozon ala-

pu génbevitel: GFP-cimkézett ABCG2
multidrogtranszporter-variansok karakteri-
zalasa stabil sejtvonalakban

Schamberger A.!, Kasza I., Homolya L., Sarkadi

B., Orban T.

MTA -SE, Membranbioldgiai Kutatécsoport, Buda-
pest

Az ABCG2 féltransztporter  megndvekedett
expresszioja tumorsejtekben multidrogrezisztencia-
fenotipus kialakulasahoz, ezdltal a kemoterapias

kezelések sikertelenségéhez vezethet. Kimutattuk,
hogy a fehérje N-terminalisan GFP-cimkézett forma-
ja (GFP-G2) meg6rzi mikodoképességét, és a fuzi-
0s fluoreszcens fehérje tranziens expresszids rend-
szerekben jol hasznalhaté a multidrog-transzporter
tobbszoros tesztelésére. Felmerllt azonban az
igény stabil, GFP-G2 proteint expresszalé sejt-
vonalak irant, amelyekben a gén kifejez6dése a
sejtdifferenciacio kilonb6zd stadiumaiban is vizs-
galhaté. Sleeping Beauty (SB) transzpozon alapu
rendszert hasznaltuk stabil sejtvonalak létrehoza-
sara. Ennek el6nye a viralis génbeviteli rendszerek-
kel szemben, hogy az integracié soran nem mutat
preferencidt az aktivan atiroddé gének iranyaba.
HEK293 és MDCKII sejtvonalakban igazoltuk, hogy
a transzpozonos konstrukciok megfeleléen mikod-
nek, és FACS-levalogatassal, szelekcid nélkul stabil
sejtvonalak hozhatok létre. A vad tipusi GFP-G2
fehérje funkcionalis (pl. mitoxantrontranszport)
tesztekben jol mlkodott, és differencialt polarizalt
sejtekben megfelel6 lokalizaciot mutatott. Két vizs-
galt fehérjevarians GFP-cimkézett formaja azonban
a vad tipustdl eltér6 lokalizaciot adott, s az egyik
mutans nem volt alkalmas GFP-pozitivitason ala-
puld FACS-levalogatassal stabil MDCKII sejtvonalak
létrehozasara. Vizsgalataink tovabbi célja felderite-
ni, mi okozza a kiilonb6z6 mutansok sejtvonal-spe-
cifikus tulajdonsagait.

P7-09

Coeliakias fagkonyvtarbél transzglutaminaz
2- és deamidalt gliadinpeptid-specifikus egy-
lanca variabilis fragmentek szelekcidja
Simon-Vecsei Zs.!, Kiraly R.t, F. Ziberna?, F.
Florian3, D. Sblattero*, Fésls L.!, Korponay-Szabd
I. R.56

1DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai In-
tézet, Debrecen; 2 Pediatric Medicine Laboratory,

3 Department of Biology, University of Trieste,
Trieste, Italy; + Department of Medical Sciences,
IRCAD, University of Eastern Piedmont, Novara,
Italy; > DE OEC, Gyermekklinika, Debrecen; ¢
Heim Pal Gyermekkdrhaz, Budapest,

A coelidkia a vékonybél malabszorpciés szindro-
maja, kivaltd faktora a taplalékkal bevitt glutén,
mely a szbveti transzglutaminaz (TG2) enzim ellen
autoimmun reakciot provokal. A betegekben TG2-
specifikus, illetve az enzim altal deamidalt gliadin
peptidek (DGP) ellen diagnosztikus érték( antites-
tek termeldédnek. A betegek antitest-repertoarjanak
vizsgalatara alkalmas modszer a fagkonyvtar készi-
tése, melyben az egyes fagok egy-egy monoklonalis,
variabilis fragmentumot (scFv) tartalmaznak felszi-
nikoén. A TG- és DGP-specifikus klonok szelekcidja
fagbemutatd technikaval valdsul meg. Vizsgalataink
soran feln6tt coeliakias beteg vékonybél-biopszias
mintajabdl készitett fagkonyvtarbdl szelektaltunk
TG2- és DGP-specifikus scFv-ket. A konyvtar 10°
klont tartalmazott, majd az els6 szelekcios kor vé-
gén mindkét antigénre 107 klon maradt, a masodik
kérben a TG-re szelektalt klénok szama 10¢, mig
a DGP-re szelektaltaké 10% volt. Tovabbiakban a
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TG-re szelektalt klénok kozll a vizsgalt 79-bdl 12
bizonyult ténylegesen TG2-pozitivhak (15,2%),
mig a DGP-re szelektdlt 28 vizsgalt klénbdl csak
1 volt DGP-pozitiv (3,5%). Kett6 TG2-re és kettd
DGP-re szelektalt kldn is keresztreakciét adott a
masik antigénnel. Az altalunk korabban készitett
TG2-muténsokkal ELISA modszerrel vizsgaltuk
a klonok TG2-epitopjait. Kisérleteink alapjan el-
mondhatjuk, hogy a coelidkias betegekben TG2- és
DGP-specifikus antitestek is termel6dnek, de a DGP
elleni klénok szama alacsonyabb. A szelektalt pozi-
tiv klénok egy része keresztreakciét mutat a masik
antigénre, mely aldtdmasztja a két antigén tér-
szerkezeti hasonldsdgat. A keresztreagald klonok
epitopspecificitdsa azonban eltér a csak TG2-vel re-
agald, a tipikus coelidkias epitéphoz kétédé klonok
epitopjatol.

P7-10

Coeliakia rizikdcsoportba tartozo6 endotél sej-
tek adhéziéjanak vizsgalata

Téth B.1, Simon-Vecsei Zs.!,. Kirdly R.!, Fésls L.12,
Korponay-Szabé I. R.3

DE OEC ! Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, Debrecen; 2 MTA DE, Sejtbioldgiai és Jelatviteli
Kutatdcsoport, ° Gyermekklinika, Debrecen

A coelidkia (gluténszenzitiv enteropatia) a vé-
konybél leggyakoribb krénikus, malabszorpciéhoz
vezetd betegsége, melyet genetikailag fogékony
egyénekben az étkezéssel bevitt glutén idéz el6.
A betegség csaladi halmozddast mutat, a bete-
gek gyermekei 20-30%-ban érintettek. A coelidkia
HLA-asszocialt betegség, mely szoros kapcsolat-
ban all az MHC II. osztalyba tartozé 2 alléllel: a
DQA*0501 és a DQB*0201 allélekkel, melyek a
DQ2 fehérjét kédoljak. A betegek 95%-ara a HLA-
DQ2, a fennmaradd esetek nagy részére pedig a
HLA-DQ8 fehérje jellemzd, mely szlkséges, de
nem elégséges feltétele a betegség kialakulasa-
nak. A magyar populaciéban a DQ2-hordozas kb.
25%-ban fordul eld, ezért feltehetden ezen allélek
mellett mas, egyelére ismeretlen gén(ek) is részt
vesz(nek) az antigénprezentaciéban és az immun-
valaszban. Vizsgalatainkban coeliakias csaladok uj-
szllottjeinél HLA-DQ-tipizalast végeztink, koldok-
zsinorbdl endotélsejteket izolaltunk, majd ezeket
prospektiv mddon, az antigéninger el6tt vizsgaltuk
sejtszintl eltérések keresésére. Igy potencidlisan
4 csoport alakithatd ki a jelenleg rendelkezéstink-
re alldo 25 sejtvonalbdl: DQ2- vagy DQ8-hordozé
betegek, egészséges DQ2- vagy DQ8-hordozdk,
akiknél nincsenek jelen coeliakiagének, olyan gyer-
mekek, akiknél nincs DQ2/8, de coeliakiagéneket
hordoznak, valamint egészséges DQ2/8-negativ
gyermekek. Vizsgaltuk az endotél sejtek adhé-
zidjat, és a DQ2-re homozigdta sejtek letapada-
si hajlandésaga 50%-kal csokkent a kontrollhoz
képest. Ennek alapjan a tovabbiakban kiilonb6z6
extracellularismatrix-molekulakkal fedett felszinen
az adhézio, illetve mioblasztok és fibroblasztok se-
gitségével az endotélsejtek érképzési hajlandosa-
ganak részletes vizsgalata indokolt.

P7-11

A pseudoxanthoma elasticum (PXE) oroklodo
betegség hatterében all6 ABCC6 fehérje vizs-
galata homolélogiamodellek segitségével
Fulop K., Barna L., O. Symmons, Zavodszy P.,
Varadi A.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest
Szamos ABC (ATP Binding Cassette) fehérjét koé-
dold gén mutacidéja okoz 6roklédd betegséget. A
pseudoxanthoma elasticum (PXE) betegség geneti-
kai hatterében az ABCC6 gén mutacidit azonositot-
tak. A PXE szisztémas kotGszOveti rendellenesség,
amelynek soran az elasztikus rostok kalcifikacio-
ja figyelheté meg. A betegség molekularis biold-
giai hattere, valamint az ABCC6 fehérje fizioldgi-
as szubsztratja nem ismert. A PXE kialakuldsaért
deléciok és inszerciok mellett igen nagy szamu
pontmutéacio tehetd felel6ssé. A pontmutacidkat
3D szerkezeti képbe helyezve szerkezet-funkcio-
Osszefliggésekre vilagithatnak ra. A Sav 1866 bak-
terialis ABC-transzporter és két masik fehérje ABC
doménjeinek kristalyszerkezeti adatait alapul véve
elkészitettilk az ABCC6 fehérje homoldgiamodelljét
[Fuldp et al. (2009) BBRC, 379:706-709]. A ka-
pott 3D szerkezetben elhelyezve 119 PXE-t okozd
pontmutacidkat, azt talaltuk, azok szignifikdnsan
nagyobb aranyban fordulnak el6é az ATP-hidrolizis
szempontjabdl fontos ABC-ABC- domének kontakt
felszinein, valamint az ABC fehérjék legujabb kris-
talyszerkezeti adatai alapjan azonositott szerkeze-
ti régidk, a TM-hélixeket 6sszekotd intracellularis
hurkok és ABC-domének altal kialakitott kontakt
felszineken, mint a fehérje mas régidiban. Ez az
elsé genetikai természetl(i bizonyiték az Ujonnan
azonositott funkcionalis doméninterakcios felszinek
fontossagara. 2009-ben a human ABCB1 fehérje
krisztallografiai adataival az els6 eukaridta fehérje
kristalyszerkezeti koordinatai valtak elérhetévé. A
szerkezet a Sav 1866 esetében kristalyositott kon-
formaciotdl eltérd allapotban régzitett intermediert
mutat. Az ABCB1 molekulaszerkezeti adatai alap-
jan is elkészitettliik az ABCC6 fehérje feltételezett

e

delljét.

P7-12

Az ecetmuslica multidrog-rezisztenciahoz
tarsult fehérje (DMRP) az emberi homolég
fehérjék nagykapacitasi modellje

Szeri E.!, Ilids A.1, S. Robinow?, Liliom K., Varadi A.
1MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest;

2 Department of Zoology, University of Hawaii,
Manoa, USA

Az ABC transzporterek tevékenysége élettanilag
tobb szempontbodl is kiemelt fontossagu. A hu-
man genomban jelen lévé uUgynevezett "hosszu”
multidrog-rezisztencidhoz (MDR) tarsult fehérjék-
nek — az emberi MRP fehérjéknek — ecetmuslicdban
egyetlen ortoldgja van, a Drosophila MRP (DMRP).
Ezt a fehérjét Sf9 sejtekben fejeztik ki és aktivitasat
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0sszehasonlité vizsgalatokban jellemeztik. Kimu-
tattuk, hogy a DMRP az emberi homoldgok jo mo-
dellje, mivel szubsztratspecificitasa, inhibitorprofilja
és kinetikai jellemz6i atfednek azokkal, és kiemel-
kedéen magas transzportkapacitas jellemzi fon-
tos modellértékli human szubsztratokra (LTC4,
Osztradiol-glikuronid, calcein, fluo3 and CDCF). A
DMRP kiugréan magas vanadatszenzitiv alap ATP-
az enzimaktivitassal rendelkezik, amely NEM-GS
és probenecid jelenlétében fokozhatd, ugyanakkor
meglepé modon a transzportalt szubsztratok ezt
az aktivitast gatoltdk. Ezen eredményeink alapjan
feltételeztiik, hogy a jelenség hatterében egy az
Sf9 sejtekben endogén maddon jelenlévo ismeretlen
DMRP szubsztrat vagy allosztérikus aktivator all. A
DMRP kiemelkedd aktivitasat alapul véve termodi-
namikai szempontbdl jellemeztik a fehérje ATP-az

ciklusanak atmenti allapotat. Kisérleteinkben jol
elkllonithetéen kilonb6z6 sebességmeghatarozo
Iépést tapasztaltunk az alapaktivitas és a modulalt
aktivitasok esetében, ugyanakkor mindkét esetben
azonos aktivacios szabadenergia-valtozast hata-
roztunk meg. Mivel az emberi MRP-k alacsony akti-
vitasa hasonlo vizsgalatokat nem tesz lehet6vé, ki-
sérleteink a modellérték(i ecetmuslica tesztallatbdl
szarmazd DMRP fehérjén az els6k az MRP-tipusu
ABC transzporterek kérében. Eredményeink jelen-
t0sége, hogy vizsgalati adataink alapjan a MDR- és
MRP-tipusU transzporter proteinek katalitikus ciklu-
sanak atmeneti allapota termodinamikai szempont-
bél hasonlénak bizonyult, annak ellenére, hogy a
két fehérje katalitikus ciklusa ismert modon eltér
egymastol.

P8 - Egyéb témak

P8-01

A 2-es tipusi transzglutaminaz neutrofil
granulocita differencialédasaban betoltott
szereének vizsgalata

Csomés K., Balajthy Z., Fésis L.

DE-OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen

A szOveti transzglutamindz (TG2) fehérjék
poszttranszlaciés mddositasat katalizalé enzim; ki-
I6nb6z6 fehérjék kozotti y-glutamil-g-lizil izopeptid
kotés létrejottét, ill. aminok, poliaminok fehérjék-
be torténd beépitését végzi. Mindemellett az enzim
GTPaz aktivitassal is rendelkezik és G-fehérjeként
mikodhet. A neutrofil granulocitak fejlédésik kezde-
ti stadiumaban, promielocita allapotban nem tartal-
soran azonban az enzim nagymértékben indukalo-
dik. A TG2 megtalalhato a citoplazmaban, de bejut a
sejtmagba is, ahol szintén jelent6s keresztkotd akti-
vitdsa mutathato ki. (Balajthy et al. Blood. 2006). A
szoveti transzglutaminaznak a neutrofil granulocita
differencialéodasban betéltétt szerepe egyel6re tisz-
tazatlan. Korabbi vizsgalataink soran kimutattuk,
hogy a TG2 bizonyos neutrofil granulocita funkci-
Oban szerepet jatszd gének expresszidjat befolya-
solja (NADPH oxidaz gp91 alegység), valamint TG2
szamos neutrofil funkcié hidnyzik vagy csokkent
mérték( (szuperoxid-gyok termelés, fagocitdzis,
vandorlas) (Balajthy et al. Blood. 2006). Ezekbdl
az eredményeinkbdl kiindulva célul tlztuk ki, hogy
teljes génexpresszids vizsgalatot végzink annak
felderitése érdekében, hogy mely gének kifeje-
z0dését modulalhatja a széveti transzglutaminaz.
Kisérleteinkhez az NB4 promielocita sejtvonalat
hasznaljuk, melybdl all-transz retinsavas (ATRA)
kezeléssel a természetes neutrofil granulocitdhoz
kozeli, TG2-t expresszald alak differenciatathato.
Normal NB4 sejtvonalbdl lentivirus alapd shRNS
vektor felhasznalasaval létrehoztunk egy stabil TG2
knockdown sejtvonalat, valamint random shRNS

szekvenciat expresszald, stabil kontroll sejteket.
A szoveti transzglutaminaz csokkent kifejez6dése
miatt bekovetkez6 génexpresszids valtozasokat
DNS microarray technika segitségével vizsgaltuk
a normal és a TG2 knockdown NB4 sejtek ATRA-

differenciacioja soran.

P8-02

Kiilonb6z6 moédon nekrotizalt neutrofil
granulocitak és eliminalasanak vizsgalata
egerekben

Doro Z., Buchan Gy., Madi A., Fésls L.

DE-OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, Debrecen

A szervezetlinkben naponta atlagosan minden 6t-
szazadik-ezredik sejt kicseréldédik. Az el6regedett
vagy haszontalan sejtek természetes sejthalallal
elhalnak. Bar az elhal6 sejteket a kornyezd sejtek
is felvehetik, klilonleges szerep jut ebben a feladat-
ban a mononuklearis fagocitdknak, a dendritikus
sejteknek és a makrofagoknak. A természetesen
elhalé sejtek hatékony eliminalasa rendkivil fon-
tos, mert a szbvetekben a fel nem vett apoptotikus
sejtek masodlagosan nekrotizalhatnak, amely
gyulladasos folyamatokat indit el. A szamos gyak-
ran hasznalt sejthaldl modellek ko6zil a neutrofil
granulocitdk a legigéretesebbek, melyeket egér
csontveldbdl izoladltunk slrlséggradiens centrifu-
galassal. A neutrofil granulocitak révid életl sejtek,
kb. 24 6ra alatt mar spontan apoptotizalnak, igy
nekrozisra valé hajlamuk is nagyobb. Vizsgalata-
ink soran az irodalombdl ismert modszereket alkal-
mazva harom eltér6 nekrdzis modellt allitottunk be.
Az els6 a szérum megvonasara lejatszédd spontan
nekrotikus folyamatnak t(in6 sejthaldlforma az un.
nekroptozis volt. A nekroptdzis programozott mo-
don végbemen6 nekrdzis, mely a nekrozistol elté-
réen molekularisan szabalyozott folyamategydittes,
nekrézisra jellemz6 morfoldgiaval. A nekroptdzis
egyszerlen kivalthatdé a kaszpazok gatlasaval.
Nekrosztatinnal specifikusan gatolhatd, mert ez az
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anyag a nekroptotikus folyamat egyik kulcsenzimé-
nek, a RIP-1 kinaznak az alloszterikus gatlészere.
Kisérleteink soran leirtuk és részletesen jellemez-
tiik az egér neutrofil granulocitak nekrotikus elha-
lasi folyamatait, kiilonos tekintettel a nekroptotikus
formara, melyet eddig még csak mas sejttipusok
esetén kozoltek le. Tanulmanyoztuk a kulonb6z6
mddon elhalt sejtek makrofégok altali fagocitdzisat.
Megvizsgaltuk, hogy ezek hogyan eliminalédnak,
ha egyutt adjuk 6ket a makrofagokhoz a fagocitdzis
mérések soran (un. koinkubacidés mérések), illetve
amikor a nekrotikus formakat apoptotikus maddon
elhalt neutrofil granulocitédkkal kombinaljuk. Ezen
folyamatok molekuldris vizsgélatai hozzajarulhat-
nak majd kilénb6z6 gyulladasos, autoimmun-és
neurodegenerativ kérképek kialakulasanak megér-
téséhez.

P8-03

Epigenetikus valtozasok vizsgalata tumor-as-
szocialt miofibroblasztokban

Hulidk 1.1, Kiricsi M., Czepan M.2, Rakonczay Z.2,
Hegyi P.2, Boros I.!

1 SZTE TTIK Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Tanszék, Szeged

2 SZTE AOK 1. sz. Belgydgyészati Klinika, Szeged
Az utobbi években bizonyitast nyert, hogy a tumo-
rok kotGszoveti allomanya fontos szerepet jatszik
a daganatok fejl6désében. A tumor mikrokdrnye-
zetében nagyszamu miofibroblaszt talalhatd; ezen
sztromasejtek fokozottan expresszalnak olyan
extracellularis proteazokat, melyek segitik az at-
tétek képzodését. Mindemellett a daganatok ki-
alakuldasanak hatterében megbljé epigenetikai
valtozadsok - azaz a nukleotidsorrend moddosulasa
nélkdl bekdvetkez6 génexpresszi6 valtozasok - is
egyre inkabb el6térbe kertilnek. Igy kisérleteink-
ben 6ssze kivantuk hasonlitani tumorokbol (tu-
mor-asszocialt) és a tumor altal nem érintett kor-
nyez6 szovetbdl (kontroll) izoldlt miofibroblasztok
epigenetikus mintazatat, kivancsiak voltunk, van-e
kulénbség a genetikai anyag csomagolasat biztosi-
tdé hisztonok modositadsaiban. Emellett vizsgalni ki-
vantuk a kollagénbonté matrix metalloproteinazok
(MMP) expresszidjat és aktivitasat is. A hiszton H3
és H4 fehérjék N-terminalisanak poszttranszlacios
modosulasait (acetilacid, metilacio) specifikus an-
titesteket alkalmazva immuncitokémiaval tesz-
teltik, az eredmények megerdsitéséhez western
blot-ot végeztink. A hiszton acetilacidban részt
vevl fehérjék expresszidjat RT-QPCR-ral kovettik.
Az MMP-k kozll kisérleteinkben a zselatinaz akti-
vitdsi MMP2-t és MMP9-et vizsgaltuk; az mRNS
mennyiséget RT-QPCR-ral, mig a fehérjék akti-
vitdsat zimografidval hataroztuk meg. Az eddigi
eredmények arra utalnak, hogy a tumor-asszocialt
miofibroblasztokban valtozik a hiszton H4 acetilacidé
szintje a kontrollhoz viszonyitva. A tovabbiakban
ezt a globalis H4 acetilacié valtozast szeretnénk
specifikalni; a tumorfejlédésben szerepet jatszd
gének promoterének analizisét tervezzik kromatin

immunprecipitacié médszert alkalmazva. Az ered-
mények varhatéan olyan epigenetikai valtozasok
felismerését jelentik, amelyek jellemezik a tumor-
asszocialt miofibroblasztokat, ezaltal a jévoben te-
rapias célpontok lehetnek.

P8-04

A CTD foszfatazok vizsgalata Drosophila
melanogasterben

Juhasz 1., Tombacz 1., Boros I. M.

SZTE, TTIK Biokémiai és Molekularis Biolégiai Tan-
szék

Az RNS polimeraz II foszforilaltsagi allapota dina-
mikusan valtozik a transzkripcié soran. A polimeraz
promoterr6l vald elindulasdhoz hiperfoszforilalt
forma kialakulasa szlikséges, mig ahhoz hogy az
enzim (j transzkripciét kezdhessen a CTD-nek
defoszforilalodni kell. Ezért a CTD foszfatazoknak
és kinadzoknak fontos szerepiik van a génexpresszio
szabalyozasaban.MunkdmsoranaCTDfoszfatazokat
(Fcpl, Scp) tanulmanyozom, modellszervezetként
a Drosophila melanogaster -t valasztottuk, mely
jol kidolgozott genetikai hattérrel rendelkezik. Cso-
portunk kimutatta, hogy a fehérje tultermelése és
csendesitése is letalis hatasu, mely bizonyitja, hogy
az Fcpl elengedhetetlen funkcidval rendelkezik.
Célul tliztlk ki a fehérje tisztitasat és aktivitas vizs-
galatat. A munkahoz olyan transzgenikus vonalakat
hasznaltam, amelyekben egy fuzids jel6lést tartal-
mazd Fcpl fehérje termelédik hésokk hatasara. Op-
timalizaltam Drosophila fehérjekivonat készitésé-
nek modjat, és Superdex200-as gélszliré oszlopon
frakcionaltam a fehérjekivonatot. A fuzids jelolés
segitségével (FLAG) western blottal azonositot-
tam az Fcpl-et tartalmazd frakcidkat. Az aktivitas
vizsgalatokat spektrofotometridsan mesterséges
kromogén szubsztrattal (para-nitro-fenil-foszfat)
végeztem. Nyalmirigy oridskromoszémakon kimu-
tattuk az Fcpl jelenlétét immunfluoreszcenciaval,
ami arra utal, hogy az Fcpl az RNS polimeraz II
CTD foszfataza. Az Fcpl kromatinhoz valdé kotédé-
sét kromatin immunprecipitacidéval (ChIP) a hsp70
génen vizsgaltuk. Human modellrendszerben leir-
tak az Fcpl-hez hasonld foszfatazt, mely az Scp
nevet kapta. Ezért azonositani kivantuk az Scp fe-
hérjét Drosophila-ban, illetve meghatarozni funk-
cionalis szerepét. In silico homoldgia vizsgalatokat
végeztem, meghataroztam 5 lehetséges DmScp
ortoldgot. A géneket kldnoztam, flzids jeltléssel
lattam el a fehérjéket, mely segitségével tovabb
vizsgalhato, tisztithatd illetve nyomon kovethet6 az
Scp kifejez6dése.

P8-05

Retinoidok hatasa a timocitak apoptoézisaban
Kiss B., Toth K.A., Sarang Zs., Fésus L., Szondy
Zs.

DE-OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen

A természetes retinsavak (9-cisz- és all-transz-
retinsav) az A-vitamin aktiv metabolitjai, melyek a
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sejtmagi receptorok csaladjaba tartozé retinoid re-
ceptorokon keresztll gének atirodasat szabalyoz-
zak. Az intézetben folyd korabbi kutatémunka kimu-
tatta, hogy a retinsavak az RARgamma receptoron
keresztll sejthalalt valtanak ki egér timuszsejteken.
Periférias T-sejteken és T-sejt hibriddmakon pedig
az RARgamma ligdldsa fokozta a Nur77 transz-
kripcios faktor kifejez6dését. A Nur77 a DNS-kotd
domén szekvencia homoldgia alapjan a szteroid/
tireoid/retinoid sejtmag receptor szupercsaladba
tartozd transzkripcids faktor, melynek ligandja is-
meretlen. A Nur77 transzkripcids faktorrdl ismert,
hogy kulcsszerepet tolt be a timocitak negativ sze-
lekcids elhalasa soran, szelektiv tlultermelése egér
timuszsejtekben pedig kalonféle sejthalal gének
indukcidjan keresztlil apoptdzist valt ki. Kisérlete-

inkben azt vizsgaltuk, indukaldodik-e a Nur77 egér
timocitédk retinoid kivaltotta sejtelhaldsa soran.
Ha igen, szerepet jatszik-e a Nur77 a sejthalal in-
dukcidéjaban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
Nur77 indukalddik mind mRNS, mind fehérje szin-
ten a retinoid kivaltotta timocita sejtelhalds soran.
A Nur77 indukcidja meghatarozo, mert Nur77 hi-
anyos egerekben a retinoidok nem valtanak ki
apoptozist. Megdfigyeltiik, hogy retinoid kezelések
hatasara Nur77 fliggé sejthaldl gének indukaldd-
nak. Emellett a Nur77 mitokondrialis transzlokaci-
ojat figyeltik meg. Adataink alapjan a retinoidok
ugy programozzak at a timuszsejteket, hogy azok
a sejthaldl receptorokon keresztiil, a mitokondrium
részvételével zajlé apoptozist hoznak létre. (OTKA
77587)

TE - Technoldégiaismerteto eloadasok

TE-01

QCM - A tool for molecular analysis

A. Kovacs

Attana AB, Stockholm, Sweden

Attana AB is a world leading company in molecular
interaction applications using the Quartz Crystal
Microbalance (QCM) technology. Established in 2002
in Stockholm, Sweden, and selling instruments since
2003, Attana has now launched its 5% generation
of QCM instrument platforms. The instruments are
today employed in the pharmaceutical industry as
well as the academia, with customers in the US as
well as throughout Europe. This presentation will
discuss the solutions, applications and benefits
of Attana’s label-free and real-time QCM analysis
technology and addresses how to get high quality
data in pure and crude samples and affordable
analysis of molecular interactions. Except for
applications such as off-rate screening, detailed
kinetics and concentration determination, the
technology also, due to its excellent temperature
control, enables challenging experiments such as
thermodynamic studies, all at an affordable price.

TE-02

Feliiletiplazmon-rezonancia (SPR) késziilé-
kek bimolekularis kolcsonhatasok valés idejl
vizsgalatara

Szakacs T., Szepesi I.

ABL&E-Jasco Magyarorszag Kft., Budapest

Az 1902-ben felfedezett fellletiplazmon-rezonancia
(SPR) jelenség tudomanyos gyakorlatban alkalmaz-
hat6 felhasznalasi lehetdségének els6 demonstra-
lasdra 1983-ban keriilt sor, az els6é kereskedelmi

forgalomazasl SPR-készilékek pedig az 1990-es
évek elején jelentek meg. Az elmult 20 év soran
bekovetkezett technikai fejlédésnek koszénhet6-
en ma mar nagy pontossagu, gyors és konnyen
kezelhetd analitikai berendezések &llnak rendel-
kezésre bimolekularis kolcsonhatasok valds idejl
vizsgalatara. Az SPR-spektrométerekkel a vizsgalt
molekuldk kémiai moddositasa nélkll lehetséges
megklilonboztetni a kdlcsonhatast [étrehozni képes
molekuldkat az inaktivaktoél, vizsgalhatjuk a fellép6
kblcsbnhatasok kinetikajat, meghatarozhatjuk az
affinitdsi allandékat és a kolcsonhatast létrehozo
ismertetésétdl indulva bemutatjuk, hogyan lehet
bimolekuldris koélcsOnhatasok vizsgalatara hasz-
nalni ezt a jelenséget. Az Autolab SPR-készlilékek
bemutatasan keresztil megvizsgaljuk milyen rész-
egységek szikségesek ahhoz, hogy példaul egy
sikeres antitest-antigén-vizsgalatot el tudjunk vé-
gezni. Osszehasonlitast végziink a bimolekuldris
vizsgalatokra széles korben elterjedt ELISA mod-
szerrel. Mivel a sikeres SPR-vizsgalatok feltéte-
le, hogy a koélcsbnhatasban részt vevé molekuldk
kézul az egyik a fellileten immobilizalva legyen,
ezért egy példan keresztil megmutatjuk, hogyan
lehet a kereskedelmi forgalomban kaphato fell-
leteken kivil néhany |épésben létrehozni a sajat
céljainkra megfelel6t, az aranylemez felliletének
kémiai moddositasaval. Az Autolab potenciosztatok
és SPR-késziilékek kombindlasaval elektrokémiai
vizsgalatokat is végezhetink, munkaelektrédként
a modositott aranyfelliletet hasznalva. A fellle-
ten polimerfilmet képezve pedig biokompatibilitasi
vagy letapadasvizsgalatokra is alkalmassa tehetjuk
az SPR-késziilékiinket.
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~Béta-redd”. Németh Andrea, szamitégépes grafika.

Németh Andrea képzémlivész 1965-ben a Képz6- és Iparmlivészeti Gimnaziumban érettségi-
zett. Ezutan egy évig az Offset nyomdaban litografikus gyakornokként dolgozott. 1970-ben vég-
zett a Magyar Iparmliveészeti FGiskola Grafika Tanszékén. Mesterei Baska Jozsef, Ernyei Sandor
és Finta Jozsef voltak. Edesapjat, Németh Jozsef fotomdvészt tekinti példaképének. Munkaira
négy alkalommal kapott nivddijat. Tizenkét egyéni kiallitasa volt és szamos csoportos kiallitason
vett részt. Reklamfotokat, plakatokat és kataldgusokat készitett. Kilenc kdnyvet illusztralt. Je-
lenleg mUivészekrdl készit portréfotdkat és riportokat készit vellk.

~Protein folding”. Sz616gydkér Dérgicsérél, Graf LaszIo gyljtése.

Graf Laszlé akadémikus, az ELTE egyetemi tandra, a protedz enzimek és gatloszereik nemzet-
kozi szint( kutatasan tul kivalo fotografus és a természet készitette ,mUlalkotdsok” szenvedélyes
gy(ljt6je. Sajat ars poeticdja szerint a tudomanyos kutatas nem all tavol a mlivészi tevékenység-
tol, rdadasul 6 maga évtizedek ota ,fehérjeszobraszkodik”, amely kifejezéssel a fehérjemérnok-
ség szaraz terminus technikusat emelte m(ivészi szintre (,Fehérjeszobraszat: az alkotds 6rome
és haszna” cimmel tartott el6adast a Mindentudas Egyetemén 2005-ben). Nagy sikert aratott az
ELTE ldgymanyosi kampuszan ,Hajnali részegség” cimmel megtartott fotokiallitasa. 2000-ben az
alsédorgicsei evangélikus templomban allitottak ki képeit. A vildg minden tajardl 6sszegy(jtott
természeti alkotasok professzori irodajat mlivészi galéridva varazsoljak.
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