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EO - Plenaris eloadas és dijazottak eloadasai

A ,,Bio-Science Dij”
EO-01
Génkodlcsonhatasok rendszerbiolégiaja: az
éleszt6 anyagcserehalézati modelljének kiér-
tékelése és automatizalt fejlesztése nagylép-
téki génkolcsonhatasi adatok felhasznalasa-
val

1SZAPPANOS Balazs, 'Kovacs K., 'Szamecz B.,
'Honti F., 2Costanzo M., 2Boone C., 3Jelasity M.,

1pal C., Papp B.

IMTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; 2University
of Toronto, Terrence Donnelly Centre for Cellular
and Biomolec, Canada; 3SZTE, Mesterséges Intelli-
gencia Kutatécsoport, Szeged

Két gén genetikai kolcsonhatast mutat, ha a ben-
nik fellépd mutacidk hatasai nem fiiggetlenek egy-
mastol. Habar az utébbi idében egyre tébb génkol-
csbnhatdsi adat [atott napvilagot, mégis, viszonylag
kevéssé értjlik, milyen molekuldris mechanizmusok
magyarazzak Oket. Mennyire tudjuk példaul el6re
jelezni biokémiai ismereteink alapjan, hogy mely
gének mutatnak egymassal génkoélcsdnhatast? Es
hogyan tudunk Uj bioldgiai ismereteket kinyerni a
nagyléptékl génkolcsdnhatdsi adatsorokbdl? A sej-
tek anyagcseréjének mikodését realisztikusan leird
rendszerbioldgiai modellek segithetnek e kérdé-
sek megvalaszoldsaban. E célbdl a Saccharomyces
cerevisiae élesztégombaban kisérletesen lemértik
kb. 185000 anyagcsere génpar kilitésének hatasat
és ezt Osszevetettiik egy anyagcserehaldzati model-
lel, hogy /) megértsiik a genetikai kdlcsOnhatasi ha-
l6zatok szervezOdésének alapelveit, ii) megallapit-
suk, milyen mértékben képes a modell elérejelezni
a génkolcsénhatasokat, és iii) az adatok segitségé-
vel tovabbfejlessziik a modellt. Az in vivo génkél-
csbnhatdsi térkép tobb tulajdonsagat is sikeresen
visszaadja az anyagcserehdlézat modell, valamint
mechanisztikus magyarazatot nyujt a genetikai kol-
csbnhatdsok szama és a gének nélklilozhetdsége
kozotti kapcsolatra. Habar azt tapasztaltuk, hogy a
modell altal prediktalt er6s génkodlcsonhatasok nagy
tobbsége a kisérletes adatsorban is lathatd, az in
vivo kolcsénhatasok tobbségét a modell nem taldlja
meg. Tovabba statisztikai modellekkel 6sszehason-
litva az anyagcseremodellt azt kaptuk, hogy bar a
statisztikai modellek predikcidés sikere nagyobb, a
kélcsbnhatdsok tobbségét ezek a moddszerek sem
képesek kielégitéen el6re jelezni. Mivel ismereteink
az anyagcserehaldzatrél nem tekinthetdk teljesnek,
ezért koOvetkezl l|épésben a metabolikus modell
predikcids sikerét kiséreltilk meg novelni. E célbdl
kifejlesztettiink egy heurisztikus optimalizalason
alapul6 algoritmust, mely automatikusan finomitja
a haldzatot a kisérletes génkdlcsdonhatasi adatsor
alapjan. Mddszerlink tébb valtoztatast is javasolt a
modellen, melyek kozll néhdnyat kisérletesen is el-
lenériztlink. Ennek eredményeként szamos javitast
végrehajtottunk a NAD bioszintézis Gtvonalban,
amelyek az irodalmi adatokkal is 6sszhangban all-
nak.

nyertesének el6adasa

A ,MBKE El6adéi Dij” nyertesének el6adasa
EO0-02

Transzkripcios faktorok kdlcsonhatasa: a
STAT6 hatasa a PPAR-gamma miikodésére
makrofagokban és dendritikus sejtekben
SZANTO Attila, Nagy L.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Intézet,
Debrecen

A PPAR-gamma (Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) egy lipid molekuldk altal aktivalt
transzkripcios faktor, mely a lipidanyagcsere és a
gyulladasos folyamatok szabalyozdsaban vesz részt
makrofdgokban és dendritikus sejtekben. E két
sejttipus a kulonféle gyulladasos kornyezetre el-
téréen viselkedik, megvaltozik a génexpresszié és
végsl soron Uj, jellegzetes funkcioval rendelkez6,
eltér6 sejtaltipusok jonnek létre az egyes feladatok
ellatasara. Arra kereslk a valaszt, hogy a gyulladas
kilénb6z6 medidtorai hogyan befolyasoljak PPAR-
gamma miikodését ezekben az eltérd sejtallapo-
tokban. Erdekes mddon azt talaltuk, hogy a PPAR-
gamma aktivitdsa a gyulladasos koérnyezet szoros
kontrollja alatt all. Eredményeink szerint a gyulla-
daskelté molekuldk gatoljdk, mig a gyulladasgatld
interleukin-4 (IL-4) el6segiti a PPAR-gamma m-
kodését. Ez utébbi hatds mechanizmusat vizsgélva
megmutattuk, hogy az IL-4 a STAT6 transzkripcids
faktoron keresztiil fokozza a PPAR-gamma aktivita-
sat. Ehhez szlikséges a két transzkripcids faktor koél-
csOnhatdsa a PPAR-gamma célgének promoterén.
A STAT6 tehat elOsegiti a PPAR-gamma DNS-hez
kotodését és aktivitasat, aminek eredményeképpen
tobb gén transzkripcidja magasabb szinten indu-
kalédik. Eredményeink szerint a STAT6 sziikséges
a PPAR-gamma mi(ikodéséhez, nélkile elmarad a
PPAR-gamma altal indukalt génexpresszids valasz.
Ez a szabalyozas egyiranyl, forditott esetben a
PPAR-gamma nem szlikségszer(i az IL-4 altal kival-
tott STAT6 valasz létrejottéhez. Ezek alapjan ugy
tlinik, hogy egy Uj mechanizmust talaltunk, ami le-
het6vé teszi két szignalut kélcsénhatdsan keresztiil
a magreceptorok aktivitdsanak szabalyozasat. Ez-
zel lehetdvé valik, hogy megmagyarazzuk, hogy az
egyik transzkricios faktor fizikai kélcsénhatason ke-
resztlil hogyan teszi lehetévé a masik m(ikodését,
és végsl soron a koérnyezeti hatdsoknak megfeleld,
adott sejttipusra jellemz6 génexpresszios szabalyo-
zas létrejottét.

E0-03

Rare diseases in the 7th EU Framework
Programme for Research and Technological
Development

DOBIRTA Gratiela

European Commission, Brussels, BELGIUM
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E1l - Genom instabilitas és karcinogenezis

E1-01
Kemoszenzitivitas genetikai alapjainak vizs-
galata ecetmuslicaban

DEAK Péter
SZTE, Genetikai Tanszék, Szeged

A kemoterapias kezelések célja a daganatos szo6-
vetek szelektiv eliminaldsa. Ez az eljaras azokon
a tapasztalati tényeken alapszik, hogy rdkos sej-
tek érzékenyebbek DNS-t karositd szerekkel szem-
ben, mint a daganatokat koriilvevé normalis tes-
ti sejtek. Sajnos azonban ezek a szerek hatassal
vannak a nem daganatos sejtekre is, és éppen ez
okozza a kemoterdpias kezeléseket kisérd toxikus
mellékhatasokat. A kemoterdpia specifitasat és ha-
tékonysagat jelentésen névelné az egyes tumorok
kemoszenzitivitdsdnak elGrejelzése. Feltételezhe-
t6, hogy a sejtciklus ellenérzési mechanizmusa-
iban (checkpoint) és a DNS-hibajavitasban részt-
vevl géneknek szerepe lehet a tumorsejtek eltérd
kemoszenzitivitdsdban. Egyrészt egyre nyilvanva-
I6bb, hogy az ellendrzési folyamatok karosodéasa
altalanos jelenség a tumorgenezis soran. Masrészt
pedig az ellenérzési mechanizmusokban és DNS-
hibajavitasban résztvevd gének mutansai az eddig
vizsgalt kisérleti fajokban fokozott érzékenységet
mutattak DNS-t karositd szerekkel szemben, koztlk
olyanokkal szemben is, amelyeket kemoterapiaban
alkalmaznak. Ebben a projektben ismert Drosophila
checkpoint és DNS-hibajavitasi mutansok érzékeny-
ségét hatarozzuk meg engedélyezett kemoterapias
szerekkel szemben. A mutansok azonos genetikai
hattérrel rendelkeznek, ezért a mutansok kozott
medfigyelhetd érzékenységbeli kiilonbség kozvet-
lentl kapcsolhaté az érintett gének funkciéjahoz.
Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy a kilon-
b6z6 checkpoint mutansok jelentés érzékenységbe-
li kilénbséget mutatnak az alkalmazott szerekkel
szemben. Ez annak lehet a kdvetkezménye, hogy
az egyes gének eltérdé mértékben jarulhatnak hozza
az ellend6rzési mechanizmusok mikodéséhez, illet-
ve pleiotropok. Kiugrd toxicitasi értékeket kaptunk
bizonyos drog - mutéans kombinaciokban, amelyek
jelentOs szelektivitdsra utalnak. Mivel a legtébb
homozigéta mutans érzékenyebbnek bizonyult bi-
zonyos szerekkel szemben, mint a heterozigotak,
feltételezhetl, hogy az egyes checkpoint és DNS-
hibajavitasi gének mutacidi azok, amelyek alapve-
t6en meghatarozzak a sejtek genotoxikus hatasokra
adott valaszat. Mivel mind a checkpoint, mind pedig
a DNS-hibajavitasi gének jelentds evollcios konzer-
valtsagot mutatnak az éleszt6ktél az emberig, azt
gondoljuk, hogy a kisérleteink hasznos informaci-
oval szolgalnak a checkpoint mutaciok szerepérdl
a tumorok kemoszenzitivitdsdanak kialakitdasaban,
valamint hatékonyabb klinikai tesztek és tumorra
szabott kemoterapia kidolgozasaban.

E1-02

A transzlézios DNS polimerazok szabalyozasa
SzUTS Dévid

St George’s, University of London, London, United
Kingdom

A DNS-replikacié gyakran sérlilt szakaszokba ut-
kozik a templat szalon. A replikacioé tovabbhalada-
sanak biztositdsahoz sziikséges folyamatok egyike
a transzlézids szintézis (TLS), melynek keretében
a replikacidés polimeraz helyét ideiglenesen atveszi
egy specialis polimerdz, amely képes a karosodott
templatot felhasznalva Uj DNS-szdlat szintetizalni.
A TLS folyamat mutacidk kialakuldsahoz vezethet,
mig a sérilt szakaszok garantaltan hibamentes
zalt szalat felhasznald templatvalté mechanizmusok
segitségével van lehet6ség. Ezen folyamatok vizs-
galata alapvetd fontossagl a tumoros betegségek
megértésének és kezelésének szempontjabdl. Mu-
tans DT40 csirke sejtvonalakat felhasznalva meg-
folyamatok, elsé sorban a TLS, szabalyozasat. A
TLS polimerazok a PCNA replikacids fehérjéhez kot-
ve kerilhetnek a megfelel6 poziciéba a templaton.
A TLS polimerazok a PCNA-hoz kétféle mdédon kot-
hetnek; vagy a PCNA monoubikvitildlt formajahoz
kapcsolédva, vagy az Y polimerazcsaladba tartozé
REV1 fehérjén at. Nem ubikvitildlhaté PCNA, illet-
ve REV1 mutdns sejtekbe bejuttatott, szintetikus
vizsgalatadval megmutattuk, hogy a kétféle mecha-
nizmus egyarant sziikséges, nem redundans szere-
pet tolt be a TLS szabdalyozasaban. A T-T ciklobutil
pirimidin dimer léziokon a PCNA ubikvitiladciéo a
polimeraz n, mig a REV1 a polimerdz ¢ funkciéjat
segiti. Ennek megfelel6en ultraibolya |ézidkon a két
mechanizmus eltéréen befolyasolja a mutagenikus
replikacié gyakorisagat. Tovabba a PCNA ubikvitilacié
hidnyaban a sejtekbdl kinyert plazmid molekuldkon
posztreplikaciés hézagokat mutattunk ki, melyek-
nek jelenléte a DNS-replikacié és a TLS térbeli és
esetleges idObeli elklilonithetdségére utal.

E1-03
Az ubikvitilacio szerepe a human DNS-hiba
tolerancia Gtvonalban

BALOGH David, Juhasz Sz., Burkovics P.,
Haracska L.
MTA SZBK, Genetikai Intézet, Szeged

A sejtjeinkben talalhatd 6rokitéanyagot folyamato-
san kllénboz6 karositoé hatasok érik. Ide tartozik az
UV sugarzas, a dohanyfust, az alkohol, kemikalidk
és anyagcsere folyamatok soran keletkezett reak-
tiv oxigén gyokok, amelyek megvaltoztatjak a DNS
szerkezetét. Ennek kivédése érdekében szamos
DNS-hibajavité Utvonal alakult ki. Ezek a mecha-
nizmusok folyamatosan helyredllitjdk a DNS lanc
eredeti strukturajat, mégis akadnak olyan hibak,
amik nem kertilnek kijavitasra a sejtciklus S fazisa-
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ig. Ekkor a replikacids villa ledllasat, ennek kovet-
keztében kromoszomatoréseket, végsé esetben a
sejt halalat okozhatjak. Ennek elkerlilésére alakult
ki a DNS-hiba tolerancia Utvonal, amely kiilonbo-
z6 mechanizmusok révén képes a replikacios villa
mentésére. Az Utvonal elsé |épése a polimerazok
processzivitasi faktoraként azonositott PCNA mole-
kula 164-es lizinjének monoubikvitilalasa a Rad6/
Rad18 komplex altal. Ennek kovetkeztében a
replikativ polimeraz lecserélédhet egy, a hiba at-
irésara képes alternativ polimerazra. Egy masik,
hibamentes atirast biztositd mechanizmus soran a
monoubikyvitilalt PCNA molekuladt az Mms2/Ubc13/
HLTF komplex az ubikvitin 63-as lizinjén keresztil
poliubikvitildlja, aminek kovetkeztében a HLTF fe-
hérje a replikaciés villat képes visszaforditani. Az
igy létrejott DNS szerkezeten a hibaval szemben
lévé szal a mar Ujonnan szintetizalt utdd szalrdl
irédhat at. Harmadik lehet6ségként a hiba alterna-
tiv templat valtas révén is athidalasra kerilhet. Ku-
tatdsaink a DNS-hiba tolerancia Utvonal m(ikodésé-
nek és szabalyozasanak pontosabb megismerésére
iranyulnak, melyek fokuszaban az ubikvitin fehérje
all. Célunk, hogy megismerjlik az egyes kulcsen-
zimek ubikvitildlasanak pontos szerepét, hatasat a
résztvevo fehérjék aktivitasara, és kolcs6nhatasai-
ra. Végso célunk a DNS-hiba tolerancia Utvonal mo-
lekularis mechanizmusanak megértése.

E1-04
A dUTPaz enzimmiikodés valamint az enzim-
ligandum kélcsonhatas elemzése

LEVELES Ibolya, Pécsi 1., Vértessy B., Téth J.
MTA Enzimoldgiai Intézet, Genom metabolizmus és
DNS javitas csoport, Budapest

Eszencialitasat tekintve az uracil DNS-bdl vald kiza-
rasaban kulcs szerepet jatszé dUTPaz (dezoxiuridin-
trifoszfat-nukleotidohidrolaz) csoportunk egyik f6
kutatasi alanyat jelenti. A kézelmult kisérletei a re-
akcidmechanizmusnak olyan részleteire deritettek
fényt, amely a hasonlé miikodési nukleotid hidrolaz
enzimek tanulmanyozasa soran is érdeklddésre tart-
hat szamot. Az aromas atlapolas masfajta értelme-
zést is nyert, mely szerint a pi-pi kélcsGnhatas nem
csupan a konformacid stabilizaciéjaban, valamint
egyes fehérjék esetében az aktiv koézpont kialaki-
tasaban vehet részt, hanem a katalizis k6zpontjatdl
viszonylag tavol elhelyezkedve, finomhangoldként
az atmeneti allapot stabilizalasat célozza. A két-
érték(i fémionok kulcsszerepet jatszanak egyes az
enzimek mechanizmusaban. Az enzimek m{ikodé-
sének vizsgalataban gyakran hasznalatos az EDTA
(etilén- diamin-tetraecetsav), mely kelatorként koti
meg ezen ionokat, ezaltal lehetévé valik az enzimek
vizsgalata fémmentes kérnyezetben. A dUTPaz ese-
tében a fémek hianya nem okoz drasztikus csok-
kenést az enzim aktivitasaban. A kézelmultban, az
el6zetes irodalmi adatokkal ellentétben, a dUTPaz
teljes inaktivitast jelezték EDTA jelenlétében. Ezen
ellentmondasok feloldasara az enzim fémfliggését
részletes elemzésnek vetettlik ala, mely szerint az
EDTA a ligandum potencialis kompetitoranak bizo-

nyult a nukleotid két6helyén. Csoportunkban tanul-
manyozott uracil-DNS degradald faktor is Ujszeri-
nek bizonyul, mivel nem létezik ismert szerkezetl(
homoldg fehérje. Szerkezetét tekintve két kiilon-
b6z6 nukleotidtartalmi konformaciéban van jelen,
mely inhomogenitasat tekintve jelentésen megne-
heziti a fehérje kristalyositasat és szerkezetmeg-
oldasat. A hasznalt mddszerek jelentés hanyadat
részletes rontgenkrisztallografiai elemzés jelenti.

E1-05

Bloom-szindroma helikaz: egy DNS-atalakit6
motorfehérje funkcionalis anatomiaja

Gyimesi M., Harami G., Sarlés K., Roy D.,

KOVACS Mihaly

ELTE, Biokémiai Tanszék, Budapest

A human Bloom-szindréma (BLM) helikaz a genom-
karbantartas kozponti szerepl6je: valtozatos DNS-
szerkezetatalakitd aktivitasai nélkllozhetetlenek
a homolég rekombinaciéon (HR) alapulé DNS-hi-
bajavitas soran. A BLM-helikaz egy legalabb hat
doménbdl allé komplex fehérje, amely 6nmagaban
képes egyszall DNS-en torténd transzlokacidra, a
kétszall DNS szalainak szétvalasztasara és parosi-
tasara, komplex DNS-szerkezetek atalakitasara és
nukleoprotein filamentumok lebontasara. Részletes
mechanizmus-vizsgalatot hajtottunk végre rovidi-
tett BLM-helikaz konstrukciok sorozatan, és arra a
meglep6 eredményre jutottunk, hogy az enzimnek
a két RecA- és a Zn-koté doménbdl allé minimalis
magja dnmagaban képes a fenti aktivitasok elvég-
zésére. A helikaz oligomerizaciéjahoz viszont, amely
a komplex DNS-szerkezetek altal allosztérikusan
indukalt modon jon létre, az N-terminalis domén
jelenléte is szlikséges. Eredményeink a minimalis
funkcionalis motor-mag azonositasa mellett annak
megértését is segitik, hogy az egyes domének illet-
ve alegységek kozott milyen egylttmikédés szlik-
séges az egyes mechanokémiai aktivitasok soran.

E1-06

Az interfazisos kromatin allomany topolégiai-
lag elkiiloniilt R-loop- és nick-gazdag matrix,
illetve 30-200 kbp méreti hurkokat tartalma-
206 szuperhelikalis doménekre tagolodik

FENYOFALVI Gydrgy, Székvolgyi L., Hegedis E.,
Imre L., Doan X.Q.M., Szabo G.

DE OEC, AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet,
Debrecen

Korabbi munkaink soran ugy talaltuk, hogy mind a
nyugvd, mind az osztddd emlbs- és éleszt6 sejtek
genomikus DNS allomanya egyszal-toréseket (un.
nick-eket) tartalmaz, amelyek koértlbelll kromatin
hurok méretl (30-200 kbp) tavolsagonként kovetik
egymast. Ezek az egyszal-torések izolalt sejtmag-
okban a hisztonok eltavolitdsa utan - 4n. nuklearis
»halo” preparatumon - jdl jel6l6dtek DNS polimeraz
I holoenzimmel (nick-transzlacié), ellenben nem
voltak kimutathatdak exonukledz aktivitdssal nem
rendelkez6 Klenow-fragmentummal vagy termi-
nalis transzferazzal, csak ribonukledz A vagy -H1
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kezelés utan, ami RNS/DNS hibridek jelenlétére
utalt a nick-ek kozelében. Valéban, RNaz H1 ke-
zelésre érzékeny, RNS/DNS hibrid specifikus anti-
testtel jel6lheté helyeket taldltunk a sejtmagban
halo preparatumon. A transzkripcié gatlasa, a hib-
ridek mennyiségének jelent0s csokkenését okozta,
a csokkenés (teme azok révid féléletidejére utalt.
A hibridek R-loop-oknak felelnek meg, hiszen fluo-
reszcensen jelzett rekombinans SSBP fehérjék koto-
dési helyeivel (vagyis egyszali DNS szakaszokkal)
kolokalizalédnak, s6t, azokkal FRET - vagyis mo-
lekuléris - tavolsagon belll taldlhatéak. Nuklearis
halo prepardatumon mind az immunfluoreszcensen
jelolt R-loop-ok, mind a nick-transzlaciéval detek-
talt egyszal-torések foként a centralis részre, az
un. matrixra lokalizdlédnak, mig az ezt kérilvevo
»~halo” - azaz a kromatin hurkok - alig jel6l6dnek.
Kvantitativ mikroszkdpos analizissel (CLSM, LSC)
ugy tlnik, hogy a nick-ek és az R-loop-ok is egymas
kornyezetében foglalnak helyet. A kromatin hurkok

szuperhelicitdsdnak és méretének tanulmanyoza-
sara kifejlesztettiink egy igen érzékeny méré mod-
szert, mellyel kimutattuk, hogy a matrixban jelenlé-
v0 egyszal torések ellenére a kromatin hurkok DNS
szalainak szuperhelikalis feszlltsége megdrzétt,
mivel a ,halo”-ba kitiremked6 negativan tultekert
DNS interkalatorokkal relaxalhaté és pozitivan tul-
tekerheté maradt, a sejtciklus Gsszes fazisaban. A
RNS/DNS hibridek szintjének valtoztatasa, a sejtek
RNS- és DNS-polimeraz, illetve topoizomeraz I és II
gatloszeres kezelése jelentds hatassal voltak a DNS
hurkok szuperhelicitdsédra és a hurkok méretére.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy az interfazisos
kromatin allomany R-loop- és nick-gazdag matrix,
illetve 30-200 kbp méretli hurkokat tartalmazo
szuperhelikalis doménekre valé tagoldédasa szigo-
rian szabalyozdédik mind a transzkripcidval, mind
a replikacioval Osszefliggésben. Grantok: OTKA
72762, TAMOP 4.2.2-08/1-2008-0015, TAMOP
4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0007 project.

E2 - Biokémiai analitika

E2-01

Fehérjék azonositasa és kvantitativ meghata-
rozasa 1D- és 2D-PAGE elvalasztast kovetden
~label-free” tomegspektrometrias modszerrel

Szab6 Z., Szeliné Szomor J., Foldi I., JANAKY
Tamas
SZTE, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged

Fehérje-expresszids klilonbségek meghatarozasara
a proteomikaban legelterjedtebb eljaras a vizsgalati
mintak 2D-poliakrilamid gélelektroforézis képeinek
Osszehasonlitasa, majd az eltérd intenzitasu foltok-
ban taldlhatd fehérjék tripszines emésztést kove-
t6 tomegspektrometrids (LC-MS vagy MALDI-MS)
azonositasa. A legtobb esetben azonban egy foltban
tobb fehérje is azonosithatd, jelentésen megnehe-
zitve ezaltal a szinintenzitason alapulé mennyiségi
informacié hozzarendelését az egyes fehérjékhez. A
probléma megoldasara ,jelzés-mentes” (label-free)
tomegspektrometriat (LC-MSE) alkalmazva kifej-
lesztettlink egy eljarast, melynek segitségével egy-
részt 0sszehasonlithatd egy fehérje két minta (pl.
kontrol és kezelt) azonos gél-savjaban (1D-PAGE)
vagy azonos foltjaban (2D-PAGE) |év6 mennyisége,
masrészt meghatarozhatd az egy savban/foltban
léve fehérjék egymashoz viszonyitott aranya. Meg-
felel6 tomegspektrometrids mérési és kiértékelési
technika alkalmazasaval moddszeriink rutinszerU-
en alkalmazhatd, s alternativaja lehet a fehérje-
expresszios valtozasok immunoblott technikan ala-
pulé meghatarozasanak.

E2-02

Biomarker keresés human mintakban II-es
tipusu diabétesz és Crohn betegség esetén
tomegspektrometria és kapcsolt technikak
segitségével

ITAKATSY Aniké, 1Béddi K., 2Wittmann 1.

PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet,
Pécs; ?PTE AOK, Il.sz. Belgydgydaszati Klinika és
Nephrolégiai Centrum, Pécs

Szamos glikolipidet és glikoproteint azonositot-
tak biomarkerként, mely Uj terdpids és diagnosz-
tikus technikdk kifejlesztését teszi lehetové. A
nem-enzimatikus glikaciés folyamatokban (pl. di-
abétesz) képz6d6 Amadori termékek és glikacids
végtermékek tehetdk felel6ssé tobbek kozott a cu-
korbetegség komplikacidi kozétt szereplé diabéte-
szes nephropatia és retinopatia kialakulasaért. Az
1970-es évek ota a hemoglobin Alc-t hasznaljak
markerként rutinszerlien a klinikai diagnosztikaban
a cukorbetegek 4-6 hetes glikdz kontrolljaban.
Specifikusabb és informativabb fehérje biomarkerek
feltérképezése a glikémias statusz jobb felmérését
és a glikacid diabéteszes komplikacidokban betdl-
tott szerepének jobb megértését teszi lehetdvé. A
Crohn betegség az emészt6 traktusban jelentkezé
autoimmun betegség, mely a szajtol a végbélig a
teljes emésztorendszert tamadhatja. Miutan jelen-
leg nincs sikeresen alkalmazhaté kezelés, a terapia
az aktiv fazisok kikiszobélésére és az inaktiv fazis
fenntartasara korlatozodik. A betegség egyes sta-
diumainak azonositdsa még manapsag is kihivas-
nak szamit. Munkank soran Uj biomarkerek azono-
sitasat tlztiuk ki célul, melyek egyszerl és gyors
diagnosztizalast tesznek lehetévé. Ehhez forditott
fazisu és boronat affinitds kromatografias eljaraso-
kat hasznaltunk melyet tomegspektrometrias azo-
nositas kovetett. Az alkalmazott matrix segitette
lézer deszorpcids ionizaciés témegspektrométer,
replilési id6 analizatoros detektorral pontos megha-
tarozast tett lehetévé széles tomegtartomanyban.
E technikak segitségével két potencidlis biomarkert
azonositottunk II-es tipusu diabétesz esetén és két
fehérjét, melyek ko6zll az al-savas-glikoprotein
overexpresszidja, illetve a Zn-a2-glikoprotein meg-
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jelenése csak a Crohn betegség aktiv fazisara jel-
lemz6.

E2-03
Tomegspektrometria és bioszimilaritas

HEVER Helga
Richter Gedeon Nyrt., Budapest

A rekombinans technoldgiaval eldallitott fehérjék
lik. A Richter 2007-ben hozta meg azt a stratégiai
dontést, amely szerint (a magyar gyogyszeriparban
els6ként) belép a biotechnoldgia terlletére mind
biotechnoldgiai kutatas-fejlesztés, mind gyartas
tertiletén. Célunk bioszimilaris fehérjék elballitasa
és gyartasa. Bar a Richter tobb évtizede alkalmaz
kulénféle biotechnoldgiai eljarasokat kismoleku-
las gyogyszerhatdéanyagok gyartasa soran, human
gyogyaszati felhasznalasra alkalmas rekombinans
fehérjék baktérium és emlds sejtekben torténd
termeltetésével eddig még nem foglalkozott. A ku-
tatas-fejlesztés palettajanak ilyen iranyud kiterjesz-
tése az analitikusok szamara is hatalmas kihivast
jelent. A tobb évtizedes kismolekulas gyakorlattal
szemben egy teljesen Uj szemléletmoddot kell el-
sajatitani a fehérjék karakterizdlasahoz. Hogyan
kell kezelni egy fehérjét? Milyen komplementer
analitikai modszerekkel maximalhatdé a fehérje
egy kérdéses sajatsaganak teljes feltérképezése?
Az el6adas egy rovid attekintés ad arrdl, hogy a
tomegspektrometrianak milyen szerep és milyen
kihivasok jutnak egy bioszimilaris fehérje fejleszté-
se soran, miel6tt a hatéanyag human gydgyaszati
felhasznalasra alkalmassa valik.

E2-04
Bioszimilaritas és NMR

KISS Rébert
Richter Gedeon Nyrt., Budapest

A biotechnoldgiai kutatasok és ezen bellil a fehérje
alapu hatéanyag gyartasa, a vildgon megfigyelhetd
tendencidkkal 6sszhangban, egyre jelent0sebb te-
ret nyer. A biotechnolégia célja, hogy él6 szerveze-
tek felhasznaldsaval allitsunk elé szamunkra fontos
vegylleteket. Ezen folyamatok Osszetettsége (j ki-
hivasok elé allitjdk az gydgyszer-analitikat, koztik
az NMR spektroszképiat. El6adasunkban szeret-
nénk bemutatni az NMR spektroszkdpia lehetésége-
it Bioszimilaris analitika tertletén, kiemelve az un.
Diffusion Ordered Spectroscopy (DOSY) modszer
alkalmazhatésagat a kismolekulds szennyezések
azonositasa soran, valamint a fehérje alapu gyogy-
szerhatéanyagok szerkezeti Gsszehasonlitasanak
lehetOségét.

E2-05
Bels6 molekularis mozgasok és funkcionalis
szerepiik a human epesav-koté fehérjében

TOKE Orsolya
MTA KKK, Budapest

A vékonybél tavoli szakaszaban termel6dé human

epesav-koto fehérje (I-BABP) kulcsszerepet tolt be
az epesavak metabolikus célbajuttatasaban, és ez-
altal a zsirsavak, a koleszterin, és a zsirban oldodo
vitaminok felszivédaséban. A fehérje két kétbhely-
lyel rendelkezik, amelyek koz6tt trihidroxi-epesavak
esetén er0s, dihidroxi-epesavak esetén mérsékelt
pozitiv kooperativitas mlkodik (Téke et al., 2006).
Kinetikai vizsgalatok (Téke et al., 2007) valdszin(si-
tik, hogy a ligandumok kotédését egy lassu konfor-
macios valtozas kiséri, amely stabilizélja a fehérjét.
Az I-BABP-epesav kolcsdnhatas szerkezeti és dina-
mikai aspektusainak feltarasa érdekében nagyfel-
bontaslt magneses magrezonancia (NMR) spektro-
szkodpiai vizsgalatokat végeztiink, amelynek soran
feltérképeztiik a szabad és az epesavval komplexalt
I-BABP fehérjében kiilénb6z6 idéskalan zajloé belsé
molekularis mozgdasokat. A dinamikai vizsgalatok
eredményei megerdsitik korabbi elképzelésinket,
miszerint az epesav-kotodést jellemzd pozitiv ko-
operativitasban alloszterikus tényezék szerepe va-
I6szinlsithetd. Irodalomjegyzék: Téke O, Monsey
JD, DeKoster GT, Tochtrop GP, Tang C, Cistola DP.
Determinants of cooperativity and site selectivity in
human ileal bile acid binding protein. Biochemistry
45: 727-737 (2006); Téke O, Monsey 1D, Cistola
DP. Kinetic mechanism of ligand binding in human
ileal bile acid binding protein as determined by
stopped-flow fluorescence analysis. Biochemistry
46: 5427-5436 (2007). Koszénetnyilvanitas GVOP-
3.2.2.-2004-04-0210/3.0 és OTKA F68326.

E2-06
Az EDTA, mint a dUTPaz enzim inhibitora

ILOPATA Anna, 'Takacs E., 2Jéjart B., Leveles 1.,
2Viskolcz B., Vértessy G.B., 'Téth J.

IMTA Enzimoldgiai Intézet, Genom metabolizmus
és DNS-hibajavitas Kutatocsoport, Budapest;
2SZTE, Kémiai Informatika Tanszék, Szeged

A dUTPaz enzim, amely a DNS integritasaért felelGs,
tobb organizmusban is bizonyitottan esszencialis
(éleszt6: Gadsden et al. 1993, mikobaktériumok:
Pécsi et al., publikalas alatt). Ezen enzim tartalmaz
egy Mg?+ kofaktort, amely a szubsztrat dUTP-hez
kotodik. A Mg?* kofaktor nélkdli katalitikus tulajdon-
sagok vizsgalatdhoz legtébbszér a hatfogu kelator
EDTA-t (etiléndiamin-tetraecetsav) adagoljak az
enzimhez. Noha az altalanos vélekedés szerint az
EDTA csak a fémionokkal valé komplexképzéssel
befolyasolja az enzim aktivitasat, méréseink so-
ran azt tapasztaltuk, hogy a feleslegben 1év6 nagy
mennyiségl EDTA az enzimhez kotddik és kozvet-
lenll is gatolja annak miikodését. Az EDTA altal
kifejtett gatlo hatast részletesen megvizsgalva azt
tapasztaltuk, hogy e kelator vegyes tipusu inhibi-
cidval gatolja a dUTPaz mikodését, kompetitiv és
nemkompetitiv karakterrel egyarant. Az enzim aktiv
centrumaban elvégzett dokkoldsi szamitasaink azt
mutatjak, hogy az EDTA képes k&étédni az enzim-
hez, hasonlé helyet foglal el az aktiv centrumban,
mint a fizioldgias szubsztrat dUTP és ugyanazok-
hoz a konzervativ kélcsonhatasi pontokhoz kotédik,
mint a dUTP cukor és foszfat részei. A szamitasokra
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alapozva az enzim-EDTA komplex kristalyositésaval
is probalkoztunk, amely kisérletek soran két, jol
diffraktalo, 2 A kordli felbontasu kristalyszerkezetet
kaptunk. Az EDTA-nak megfeleltethetd elektron-
sliriség mindkét szerkezetben megtaladlhaté volt.
Kisérleteink, szamitasaink és kristélyszerkezeteink
egyértelmden alatamasztjak, hogy az EDTA kotédik
a dUTPaz enzim aktiv centrumaba, ezzel kézvetlenul
is gatolva a nukleotid hidrolizist. Mivel a nukleotid
kot oldallancok a legtébb nukleotid hidroldzban ha-
sonldak, feltételezhetjik, hogy a dUTPaz enzim ese-
tében tapasztalt gatlas mas nukleotid hidrolazoknal
is felléphet. Ezért eredményeink alapjan a fémmen-
tes korllmény elGallitdsdhoz javasolhatdé a lehetd
legkisebb mennyiségl EDTA haszndlata, amelyet a
fém-EDTA komplex disszociacios allandéjabol lehet
megbecsiilni.

E2-07

Membran-permeabilis enziminhibitorok
kiilonb6z6 szovetekbdl kivont lipidekkel

valo kdlcsonhatasanak vizsgalata feliileti
plazmon-rezonancia (SPR) elvén alapulé mé-
rési technikaval

BECSI Bélint, Gergely P., Erdddi F.
DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A membranpermeabilis enzim inhibitorok hatas-
mechanizmusaban fontos szerepe van a mole-
letve e kolcs6nhatas asszociacios-disszociacios
kinetikdjanak. Az SPR elvén alapulé méréstechni-
kak lehetGséget nyujtanak membran asszociacios
vizsgalatok kivitelezésére is. Borju agy-, sziv- és
majsejtekbdl kinyert liofilizalt teljes lipid kivonat-
okbdl preparalt micellakat megkézelitéleg azonos
meértékben a szenzorchip feliletén immobilizaltunk.
Vizsgaltuk a proteinfoszfatazinhibitorok (okadansav,
mikrocisztin, ciklosporin A, tautomicin, cantharidin,
epigallocatechin-3-gallat), valamint az endotelialis
nitrogén-monoxid szintdz leghatékonyabb gatlé-
szerének (Nitro-L-arginine methyl-ester) asszoci-
A cantharidin és az L-NAME kot6dését a kilonbozd
eredet( lipidekhez hasonld szenzorgramok jellemzik
és az illesztett gorbékbdl szamolt egyensulyi allan-
dok csak kis mértében térnek el. Ezzel szemben a
OA, MC-LR, CsA és EGCG nagyobb affinitassal kot6-
dik a sziv- és majszovetbdl kinyert lipidekhez, mint
az agyéhoz. A tautomicin lipidekkel valé kolcson-
hatasa nagyon gyenge, kilén6sen a szivbdl kivont
lipidekkel. A rezonanciajel maximumok koncentra-
ci6 fliggésébdl arra kovetkeztettiink, hogy az EGCG
raciofliggést mutat, mig ez a mikrocisztinre csak
alacsonyabb koncentracié-tartomanyban jellemzo.

..........

meglehetésen gyors, ami 6sszhangban lehet azzal
a feltételezett mechanizmussal, hogy az enzimek
hatasos gatlasahoz nem csak a membrannal valé
asszociacids készség, hanem a membranrol torté-
nd viszonylag gyors disszociacio is szikséges. Az
SPR technikan alapulé moédszer hozzajarul kilénbo-

z6 inhibitorok membranpermedcids sajatsagainak
vizsgalatahoz, illetve alkalmas az inhibitorok ezen
tulajdonsagainak ésszehasonlitasara. A kutatasokat
az OTKA K68416, CNK80709 és TAMOP 4.2.2.-08/1-
2008-0019 DERMINOVA projektek tdmogattak.

E2-08

Neuropeptidek vizsgalata nagyfelbontasu
tomegspektrometrias képalkoté modszerek-
kel

IMadsz G., ?Pirger Zs., Bona A., 2Jdmbor E., IMARK
Laszld

1pTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet,
Pécs; 2MTA Balatoni Limnoldgiai Kutatdintézet,
Kisérletes Allattani Osztaly, Tihany

A tomegspektromerian alapulé képalkotasi (IMS)
technikak alkalmasak biomolekulak széleskord,
nagy érzékenységl, kozvetlenll a széveti metszet-
bl torténd feltérképezésére, valamint nagyszer(ien
kapcsolhatok egyéb, rutin képalkotasi és proteomikai
modszerekkel. A legelterjedtebb IMS scanning tech-
nika a matrix-segitette |ézer deszorpcids/ionizacids
tandem repuilési id6 analizaros témegspektrometria
(MALDI TOF/TOF MS). Az eljaras kivaléan alkal-
mazhatd kilénb6z6 eredetl szoveti mintak széles
spektrumu molekularis vizsgalatara, amelyhez hoz-
zajarul a moddszer reprodukalhatésaga, jé tomeg
felbontdképessége, gyorsasaga és kivald térbeli fel-
bontasa (ca. 5-10 mikrométer). A mddszer segitsé-
gével egyarant vizsgalhatok normal idegrendszeri
folyamatok (pl. hosszu tavu, asszociativ memoria),
valamint klénb6z6 neurodegenerativ elvaltozasok
soran tapasztalhaté molekularis valtozasok is. Mun-
kank soran puhatestl modellszervezetek (éti csiga
- Helix pomatia; nagy mocsari csiga - Lymnaea
stagnalis) paraformaldehid fixalt idegrendsze-
ri mintainak nagyfelbontasd (par mikrométeres)
biomolekularis feltérképezésére MALDI TOF/TOF és
MALDI LTQ Orbitrap képalkotasi technikat alkalmaz-
tunk. A fixalt mintak szovet-el6készitése soran az
Ujonnan kifejlesztett, magas reprodukalhatésagu,
kombinalt, matrix (CHCA) - zselatin (10%) be-
agyazasi technikat alkalmaztuk. A kifejlett allatok
agydulcabdl, valamint kéthetes Lymnaea embridk-
bol 8-10, illetve 15 pm-es kriosztat metszeteket
készitettink, majd azokat ITO-bevonatu specialis
lemezekre gyUjtottik. A specidlis lemezekre gyUj-
tott csiga mintak feldolgozasa soran, szamos, ko-
rabbrdl jol ismert neuropeptid (mint pl. PACAP-38,
PACAP-27, FMRFa, PMSMLRLa) nagy felbontasu,
sejten bellli, térbeli feltérképezését végeztik el az
alkalmazott IMS mddszerekkel.

E2-09

Agilent 1260 Infinity Bio-inert Quaternary
System

ROOS Natascha

Kromat Kft., Budapest

The Agilent 1260 Infinity Bio-inert Quaternary LC

system is a dedicated solution for large bio-molecule
analysis. The design of new metal-free components
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in the sample flow-path and the absence of iron and
steel in solvent delivery ensures the integrity bio-
molecule, minimizes unwanted surface interactions
and increases column life-time. This is ideal when
working under harsh solvent or pH conditions. The
power ranges from lowest pressure for traditional

bio-purification columns up to high pressure STM
analytical bio-columns. Together with the new Bio-
HPLC column portfolio for SEC and IEX and 10 x
higher sensitivity, highest resolution per time is
achieved for protein and NBE characterization.

E3 - Membran és citoszkeleton

E3-01
Lipidomika: membranok, stressz, betegségek

BALOGH Gabor, Péter M., Torok Zs., Gombos I.,
Glatz A., Gungor B., Crul T., Horvath 1., Vigh L.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A lipidomika, az ,omika” korszak e gyorsan fejl6-
mennyiségi informaciét adni a lipidek Osszessé-
gérél, képzddéslikrél és lebomlasukrdl, valamint
metabolikus és transzportfehérjéik m(ikodésérdl a
sejtorganellumok, sejtek, szervek, illetéleg a teljes
szervezet szintjén. Ezen tlulmenden szamba veszi,
hogy milyen kélcsénhatasban allnak a lipidek a gé-
nekkel vagy fehérjékkel, és ezen keresztll hogyan
szabalyozzak a sejtek mlikodését. Vizsgalatainkban
a sejtszint(i stresszvalasz kutatasat a lipidomika esz-
koztaraval kombinalva kimutattuk, hogy a hé vagy
membranfluidizalé szer altal eldidézett membran
moddositasok specifikus valtozédsokat eredményez-
nek a lipidosszetételében. Legljabb eredményeink
szerint nemcsak a membranlipidek, hanem a korab-
ban puszta raktarozé szereppel felruhazott zsircsep-
pecskék, ‘lipid droplet’-ek, is aktiv részesei lehet-
nek a stresszelharitdé apparatusnak. Ezt tdmasztja
alad az a tobbféle organizmusra (hasadoé éleszté, kii-
[6nb6z6 emlds sejtek) is érvényes medfigyelésiink,
miszerint azok hiperfluidizacios stresszre triglicerid
szintjik novelésével véalaszolnak. A stresszkutatas
és a lipidomika Uj utakat nyit a betegségek felis-
merésében és kezelésében, hiszen szamos beteg-
ségrél tudjuk, hogy azokban a lipidek ,elromlasa”
szoros kapcsolatban all a patoldgids allapot kifejl6-
désével. Cukorbeteg patkanyok széveteinek lipid-
molekulaspeciesz szintl elemzésébdl nyert ered-
ményekkel mutatjuk be, hogy a lipidomon hagyott
egyedi ujjlenyomatok alapjan hogyan lehetséges az
egészséges, a beteg, vagy éppen a gyogyszerkezelt
allatokra jellemz6é biomarker mintazatok felisme-
rése. A lipid diagnosztika, a lipidterapia, valamint
a bioinformatika parhuzamos fejl6dése révén val-
nak osszekapcsolhatéva az ,omikai” irdnyvonalak,
jelentésen &tstrukturdlva szemléletiinket. Még a
~Klasszikus” biokémiai kutatasokban is Uj kérdés-
felvetési, kisérlettervezési elveket inicial majd a
kvantitativ, nagy atereszt6képességl lipidomikai
modszerek elterjedése.

E3-02

Az ICAM3 szerepe a makrofagok és az
apoptotikus neutrofil granulocitak kozotti
kapcsolatban

KRISTOF Endre Karoly, Zahuczky G., Doré Z.,
Fésus L.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Intézet,
Debrecen

Naponta tobb szazmilliard fizioldgids modon elpusz-
tult sejt komplikacidmentes eltavolitdsat elsésorban
a mononuklearis fagocita rendszer végzi. A hidkép-
z6 molekulak és receptorok - melyek felismerik az
elhald sejteket - nagyfoklu redundanciat mutatnak
és szamos jelatviteli atvonallal kapcsolatban allnak.
Korabbi ,TagMan Low-density array” mérés szamos
(ADORA2A, FPRL1, ICAM3, THBS1) gén szerepét va-
I6szinUsitette a fagocitdzis folyamatanak fontos ele-
meként, mivel ezen gének kifejez6dése a fagocitdzis
folyamata alatt jelent6sen fokozddott. RNS interfe-
rencia (RNAI) jelenségén alapulé lecsendesitést ko-
vetben — melyet transzlacié szintjén Western-blottal
és felszini immunfestéssel ellendriztik — kizardlag
az ICAM3 gén kifejez6désének gyengllése okozott
szignifikans fagocitézis cs6kkenést. Célunk volt az
ICAM3 fehérje szerepének és lehetséges kolcson-
haté partnereinek vizsgalata mindkét sejt oldalardl.
Vizsgalatainkhoz human vérbdl izolalt monocitakat
Ot nap alatt makrofdgokka differencidltattuk és
human vérbdl szepardlt apoptotikus neutrofil
granulocitdkkal mértik fagocitdzis képességiiket. A
fagocitdzis mérését a sejtek fluoreszcens festésé-
vel és a fagocitalt sejthanyad aramlasi citometriaval
torténé6 meghatarozasa alapjan végeztik, mely
el6tt kozvetlenll gatld antitestekkel el6kezeltik az
elhalt és a bekebelez6 sejteket. A fagocitdzis ké-
pesség szignifikans csokkenését az ICAM3 (CD50)
blokkolasat kovetéen mindkét irdnybdl észleltik.
Az LFA-1 heterodimer CD11a alegységének gatla-
sa csak a makrofagok oldalan cstkkentette szigni-
fikdnsan a fagocitézist, mig a DC-SIGN blokkolasa
nem befolydsolta a fagocitdzis képességet. Mindkét
transzmembran fehérje az ICAM3 ismert nagy affi-
nitdsu receptora. A fagocitézis folyaman az ICAM3
glikoprotein szerepe ismert volt az elhald sejt olda-
larél, de bizonyithatd jelent6sége a makrofédgokon
kifejez6d6 adhézids fehérjéknek is. Az ICAM3 kol-
csbnhatdsainak pontos feltérképezésére még to-
vabbi vizsgalatok szilikségesek.

E3-03

A TIP47 fehérje a mitokondrium membran
stabilizalasaval részt vesz a mitokondrium
medialta sejthalal szabalyozasaban

Cseh A., HOCSAK Eniké, Racz B., Szabd A., Szigeti
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A., Sumegi B.

PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
A TIP47 (Tail-interacting protein, mas néven PP17) a
PAT fehérjecsalad tagja, amely a manndz-6-foszfat
receptornak az endoszomabdl a trans-Golgiba torté-
né transzportjahoz sziikséges. Szamos irodalmi adat
utal arra, hogy részt vesz a lipid dropletek metabo-
lizmusaban, viszont a mai napig nincs adat arrol,
hogy milyen szerepet jatszhat a sejthalal folyamatok
szabalyozasaban. NIH3T3 sejteket transzfektaltunk
TIP47 cDNS-t tartalmazé pcDNA vektorral, a sejte-
ket H202-vel kezeltliik, végul MTT-teszttel mértik
a tulél6é sejtek szamat. A TIP47 kiUtéséhez Dicer-
Kit-tel készitett dsiRNS-t hasznaltunk Hela sejt-
vonalon. A transzfekcié és a kilités hatékonysagat
Western-blottal ellendriztik. Mitokondridlis memb-
ran potencialt (MMP) in vitro patkany majbdl izolalt
mitokondriumokon mértiink spektrofotométerrel, in
vivo pedig TIP47 overexpresszalt és kezelt NIH3T3
sejteken JC-1 festést alkalmaztunk fluoreszcens
mikroszkopia soran. Az aramlasi citometrids vizs-
galathoz FITC-konjugalt annexin V-tel és propidium
jodiddal jeldltik a kezelt sejteket. Igazoltuk, hogy
TIP47 jelenlétében megné a tuléld NIH3T3 sejtek
szama H,0, indukalta sejthalalban. A fehérje siRNS
technikaval térténé kilitése tulélési hatranyt jelen-
tett a sejtek szamara. Western blottal kimutattuk,
hogy az eredetileg citoplazmatikus fehérje kezelés
hatdsara a mitokondriumban is megjelenik, mikoz-
ben a citoszélban a mennyisége csokken. In vitro és
in vivo kisérletekkel is bizonyitottuk, hogy a TIP47
a mitokondrium membran hiperpolarizaciéjat okoz-
za és csokkenti a Ca** altal indukalt mitokondrium
membran depolarizaciét. Tekintettel arra, hogy a
mitokondriumnak szerepe lehet mind az apoptotikus,
mind a nekrotikus sejthaldlban aramlasi citometrias
vizsgalatot végeztiink azok elkiilénitésére. Az ered-
mények egyértelmlen a TIP47 fehérje véd6 sze-
repét igazoltak. Az eredmények fliggvényében Ugy
gondoljuk, hogy a korabban mar leirt funkciok mel-
lett, a TIP47 a mitokondrium membran kdzvetlen
stabilizélasaval részt vesz a mitokondrium medialta
sejthaldl szabalyozasaban.

E3-04
Lizofoszfatidsav és gelsolin kdlcsonhatasanak
jellemzése

BAKSA Attila, Varga A., Besztercei B., Liliom K.
MTA Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A jelatviteli folyamatokban szamos, a sejtmembran-
hoz kot6éd6 komplex vesz részt, amelyek modularis
szerkezet( fehérjéket, valamint lipideket tartalmaz-
nak. A jelatviteli fehérjék modularis felépitése teszi
lehetévé a tobbkomponensil fehérje-lipid komple-
xeket 6sszetarté domén-domén illetve domén-lipid
kolcsonhatasok létrejottét. Jelenleg is szamos evo-
liciésan konzervalt lipidkt6 domén ismert, ame-
lyek altaldnosan elterjedtek az eukaridtak korében.
Egy fizioldgiai szempontbdl jelentbs lipid mediator,
a lizofoszfatidsav (LPA) specifikus sejtfelszini recep-
torokon hat. Emellett képes aktivalni a PPARy nuk-
leéris receptort, valamint szdmos sejtmembranban

zajlo folyamatot befolyasol eddig nem azonositott
célfehérjéken, mechanizmusokon keresztiil. Korab-
ban kimutatték, hogy az LPA kot6dik a gelsolinhoz,
amely a sejtek egyik aktin-filament darabold fe-
hérjéje, és interferal a gelsolin foszfatidilinozitol-
biszfoszfat (PIP2) kotésével. A kélcsdnhatas mole-
kularis részletei azonban nem ismertek. Feltevésink
szerint az LPA a gelsolin pleckstrin homoldgia (PH)-
doménjéhez képes kotédni és ezaltal befolyasolni
a fehérje aktin-filament darabold hatasat, ezen ke-
resztll a sejtmozgast és sejtalakot. Munkank soran
jellemezni akarjuk a LPA gelsolinhoz valo kot6dését
és annak funkciondlis kdvetkezményeit. Fluoresz-
cencia-spektroszkoépiai, CD és ITC méréseink azt
mutatjak, hogy LPA a kritikus micellaképzé kon-
centracidja feletti koncentracioban mutat kotédést
a gelsolinnal. Vagyis a fehérje nem az egyedi lipid
molekulakkal, hanem a lipid asszocialt formajaval
hat koélcson. Ez a kolcsOnhatas az LPA-ra szelek-
tiv, nanomolos egyensulyi disszociaciés allandoval
jellemezheté és a gelsolin mindkét izoformajaval,
valamint az altalunk azonositott és expresszalt PH-
doménjével megfigyelhet6. Ezek az eredmények jol
korrelalnak csoportunk korabbi eredményeivel, me-
lyekben pl. a calmodulin és a szfingozilfoszforilkolin,
valamint a B2-mikroglobulin és a LPA k6z6tt mutat-
tunk ki hasonlo jelenséget.

E3-05
EBP50/NHERF1 fehérje vizsgalata endotél
sejtekben

BORATKO Anita, Gergely P., Csortos Cs.
DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

Az NHERF (Na*/H* exchanger regulatory factor)
csaladba tartoz6 NHERF1-et el6sz6r vese epithél
tor fehérjeként irtak le. Késébb az ERM (ezrin-
radixin-moesin) fehérjékkel valé asszociaciéjardl
is beszamoltak, innen ered masik neve, EBP50
(ERM-binding phosphoprotein of 50 kDa). A fe-
hérje két PDZ domént tartalmaz és egy ERM-kot6
régiot a C-terminadlis végén. Szekvenciajaban tébb
foszforilacids helyet azonositottak, a kindazok, me-
lyek ezen helyek foszforilaciojaért felelések, mar
ismertek. Példaul HelLa sejtekben az EBP50 sejtcik-
lus fliggé modon foszforilalédik a CDK1 altal. Ez-
zel szemben a foszfatdazok, melyek a reverzibilitast
biztositjak, még nem. Az eddigi vizsgalatok fdleg
epithél sejteken zajlottak, jelen munkankban mar-
ha tid6é artéria endothél sejteken (BPAEC) tanul-
manyoztuk az EBP50 lokalizacojat valamint a po-
tencialis foszfatazokat, melyek felel6sek lehetnek
a mitdzisban foszforilalt EBP50 defoszforilacidjaért.
Sejtfrakcionalassal mind a citoplazma, mind a
magi frakcioban detektalni tudtuk a fehérjét.
Immunfluoreszcencias kisérletekben azt tapasztal-
tuk, hogy az EBP50 az endothél sejtekben féleg a
magban és a perinuklearis régiéban helyezkedik el.
Osztddo sejtekben lokalizacidja megvaltozik és a ci-
toplazmaba transzlokalddik. Western blot kisérletek-
ben a G2/M fazisban szinkronizalt sejtek lizatumaban
az EBP50 foszforilacidjat figyeltiik meg. Specifikus
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foszfataz gatloszerekkel torténd vizsgalatainkban, 5
nM okadansav képes volt gatolni a defoszforilaciot,
mely a PP2A szerepére utal. Immunoprecipitacios
kisérletekben kimutattuk az EBP50 kolcsonhatasat
a PP2A A regulator és C katalitikus alegységével is,
emellett osztédo sejtekben immunfluoreszcenciaval

a két fehérje ko-lokalizacidjat detektaltuk a citop-
lazmaban. Ereményeink alapjan elmondhatd, hogy
a PP2A szerepet jatszik a defoszforilacidoban, vala-
mint az EBP50 megjelenése az endothél sejtekben
sejtciklus fliggé modon valtozik. A munkat tamo-
gatta: OTKA CNK80709 (GP).

E4 - Pathobiokémia

E4-01
Interaction of poly(ADP-ribose) polymerase
enzymes and SIRT1 in metabolic regulation

1BAI Péter, 2Canto C. , !Brunyanszki A., 1Szant6 M.
, 3Kiss B., “Schreiber V., 2Auwerx J.

tUniversity of Debrecen, Department of Medical
Chemistry, Debrecen; ?Ecole Polytechnique
Fédérale De Lausanne Physiolog, Laboratory of
Integrative and Systems, Switzerland; 3University
of Debrecen, Department of Dermatology, Debre-
cen; “Université De Strasbourg, France

Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)-1 and -2
were described originally as DNA repair proteins.
However recent discoveries have suggested that
PARP-1 and -2 may influence metabolic processes
through influencing metabotropic receptors or
signal transduction pathways involved in metabolic
regulation. Hereby we show that PARP-1 and -2
may influence SIRT1, an important metabolic re-
gulator. The deletion of PARP-1 or -2 enzymes have
led to hypomorphy, enhanced oxygen consumption,
improved glucose tolerance and provided protection
against high fat feeding. In both strains improved
metabolic features were associated to increased
muscular mitochondrial function that was linked
to SIRT1 induction. SIRT1 is an NAD+-dependent
class III protein deacetylase that upon induction
through deacetylating PGC-1a and FOXO1 induce
mitochondrial activity. The molecular background of
SIRT1 induction was different in PARP-1-/- and -2-
/- mice. We identified PARP-2 as a negative regula-
tor of SIRT1 promoter. Upon the depletion of PARP-
1 we have observed increase in NAD+ levels both
in vivo and in cellular models making it very likely
that the disruption of PARP activity upon PARP-1
depletion enhance NAD+ levels and in turn boost
SIRT1 activity. To verify this hypothesis we turned
to investigate the effects of PJ34, a PARP inhibitor.
We have observed the induction of mitochondrial
biogenesis, in a SIRT1-dependent manner in C2C12
myotubes upon PJ34 treatment and accordingly
in vivo, in skeletal muscle after four days pf PJ34
treatment. We propose hereby that PARP-1 and
PARP-2 can influence the energy homeostasis
through modifying SIRT1 activity. Importantly, this
process can be exploited pharmacologically, as PARP
inhibitors are capable of turning on mitochondrial
biogenesis and energy expenditure. Supported by:
Bolyai fellowship (PB); NIH FR-26/2009, Baross
program Seahorse grant; OTKA PD83473, IN80481;
Mecenatura Mec-8/2011.

E4-02

A PARP-2 deplécioé hatasanak vizsgalata a
SIRT1 aktivacidjara

1SZANTO Magdolna, 2Rutkai I., *Heged(is Cs.,
2Czikora A., 'Rézsahegyi M., 'Gergely P., 2Toth A,,
1Bai P.

IDE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; °DE
OEC, Klinikai Fiziolégiai Tanszék, Kardiolégiai Inté-
zet, Debrecen

A SIRT1 egy NAD+- fliggé deacetildz enzim, mely
a fehérjék lizin oldallancait deacetildlja, mikdézben
egy NAD+ molekulat haszndl szubsztratként és
ezen keresztll érzékeli a sejtek energiadllapotat.
Képes az energiahianyos allapot ellenstlyozasara
a mitokondrialis biogenezis indukcidjan keresztdl.
Kimutattuk, hogy a PARP-2 a SIRT1 promoterének
negativ regulatora, igy a PARP-2 deplécidja a SIRT1
expressziojanak novekedését indukalja. Kisérlete-
inkben a PARP-2 szerepét vizsgaltuk Doxorubicin
(DOX) altal kivaltott vaszkularis karosodasban. A
DOX szabadgyokok termelését indukalja, ami DNS
karosodashoz, PARP aktivacidohoz és kovetkezmé-
nyesen mitokondridlis diszfunkcidhoz és sejtkaro-
sodashoz vezetnek. PARP-2-/- egerekbdl szarmazd
aortdk simaizma védett a DOX-indukalt karoso-
dassal szemben. Mivel a PARP-2 PARP-aktivitassal
rendelkezik, feltételeztlk, hogy a védett fenotipus
talan hasonld folyamatok eredménye, mint volt az a
PARP-1-/- egerek esetében. Mindazonaltal nem tud-
tunk nagyobb mértékl valtozast kimutatni sem a
PARP aktivitdsban sem a NAD+ depléciéban a PARP-

s

must valdszinlsit. Megvizsgaltuk, vajon a PARP-2
deplécidjanak hatasara bekovetkezd SIRT1 induk-
cio-e az oka a védett fenotipusnak. Valéban, az aor-
takban valamint PARP-2-csendesitett simaizomsejt
kultirdban a mitokondrialis DNS mennyiségének,
illetve a mitokondridlis biogenezis génjeinek in-
dukcidjat és az oxigen fogyasztdas megemelkedését
tapasztaltuk. Ezek a hatasok egybeestek a SIRT1
promoter indukcidjaval. Osszefoglalva, a SIRT1 akti-
vacidja fokozza a mitokondrialis biogenezist, stabili-
zalja a mitokondrialis aktivitast, és ezaltal védelmet
nyujt a DOX altal okozott mitokondridlis kdrosodas-
sal szemben. Munkankat tdmogatta: Bolyai 6sz-
tondij (BP, TA); NIH FR-26/2009, Baross program
(Seahorse és Eletment); OTKA PD83473, K68077,
CNK80709, IN80481; Mecenatura Mec-8/2011, ETT
430/2006, TAMOP 4.2.1./B-09/1/KONV-2010-0007
és TAMOP-4.2.2-08/1-2008-0019 projektek.
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E4-03

Az ABCC6 transzporter betegséget oko-

z6 mutansainak in vivo korrekcidja kémiai
chaperonok segitségével: elsé lépések az oki
allél-specifikus terapia felé

ILe Saux O., 2Fulop K., *Yamaguchi VY., 25zabé Z.,
‘Brampton C.N., 2Pomozi V., ?Ilias A., 2Aranyi T.
2VARADI Andras

1University of Hawaii, USA; 2MTA Enzimoldgiai In-
tézet, Budapest

Az ABCC6 funkcidévesztéses mutacidi kroni-
kus vagy akut disztrofids mineralizéciét okoz-
nak, amely tobbféle koérképhez vezet: embernél
a pseudoxantoma elasticum (PXE) 0rokl6d6 be-
tegséghez, B-thalassemidban PXE-szerli mesze-
sedési tinetekhez, egér torzsekben pedig a DCC
(dystrophic cardiac calcification) fenotipushoz. Az
egyik ABCC6 allél hidnya fokozott rizikét jelent a
koszoruér megbetegedésben (CAD). Az ABCC6
transzmembran transzporter, amely a hepatocitak
plazmamembranjaban taldlhaté. Olyan kisérleti
rendszert dolgoztunk ki a human ABCC6 fehérje be-
tegséget okozd mutécidi altal okozott szerkezeti és
funkcionadlis valtozésok vizsgalatara, amely alkal-
mas a hibas intracellularis lokalizaciot mutatd, de
enzimatikusan aktiv mutansok azonositasara. Ezek
a mutansok a célpontjai a ,kémiai chaperonok” al-
tal biztositott ,folding” korrekciénak. Az R1138Q,
V1298F, R1314W, G1321S és R1339C mutansokat
Sf9 sejtekben és in vivo egér majban (farokvéna-
injektalas segitségével) expresszéaltuk, és megha-
taroztuk a biokémiai és sejten belili lokalizacios
tulajdonsagaikat. A hibas lokalizaciéju muténsok
kozul az R1138Q és az R1314W esetében tapasz-
taltunk jelentds transzport aktivitast. Mivel mind-
két mutédns az ER-hoz kétédott, MDCKII sejtvona-
lon és in vivo egér majban teszteltiik, hogy vajon
a 4-phenylbutyrate (4-PBA) - egy, az FDA altal el-
fogadott molekula, amely kémiai chaperonként is
mikodik — alkalmas-e a hibas lokalizaciét mutato
mutansokat ,kisegiteni” (rescue) a plazmamemb-
ranba. A 4-PBA kezelés hatdsara az R1314W mu-
tans jelentds része a plazmamembranba iranyitd-
dott mind in vitro, mind in vivo kérilmények kozott,
igazolva, hogy lehetséges bizonyos ABCC6 mu-
tansok sejten bellli érésének elésegitése in vivo.
Ez az eredménylink, reményeink szerint, terdpias
céll kutatasokat indukal. Modszerlink kilén érté-
ke, hogy a mutans fehérjék sejten bellli érését in
vivo, a human fizioldgidhoz kézel allé koriilmények
kozott modellezi, és lehetéséget ad tovabbi farma-
koldgiai beavatkozasok tesztelésére.

E4-04

Role of regulation of MKP-1 expression by
PARP-1 in oxidative stress induced cell death
RACZ Boglérka, Hocsak E., Solti I., K&lman N.,
Jaku§ P., Debreceni B., Ifj. Gallyas F., Simegi B.
PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
Previously, it was suggested that release of
nuclearly-formed ADP-ribose polymers (PAR) or

ADP-ribosylated proteins could be responsible for
the cytosolic and mitochondrial effects of poly(ADP-
ribose) polymerase (PARP)-1 activation in oxidative
stress. In the present report, we provided a novel
alternative mechanism. We found that reactive
oxygen species (ROS)-activated PARP-1 regulated
the activation of JNK and p38 MAP kinases since
inhibition of PARP-1 by pharmacons, small
interfering RNA silencing of PARP-1 expression or
the transdominant expression of enzymatically
inactive PARP-1 resulted in the inactivation of these
mitogen-activated protein kinases (MAPKSs). This
regulation was achieved by increased expression
and enlarged cytoplasmic localization of MAPK
phosphatase-1 (MKP-1) upon PARP-1 inhibition in
oxidative stress since changes in MKP-1 expression
were reflected in the phosphorylation states of JNK
and p38. Furthermore, we found that in MKP-1-
silenced cells, PARP inhibition was unable to exert
its protective effect indicating the pivotal roles of
JNK and p38 in mediating the oxidative-stress-
induced cell death as well as that of increased MKP-
1 expression in mediating protective effect of PARP
inhibition. We suggested that regulation of a protein
which can directly influence cytoplasmic signaling
cascades at the expression level represents a novel
mechanism for the cytoplasmic action of PARP-1
inhibition.

E4-05

A reduction in the activity of alpha-
ketoglutarate dehydrogenase
complex decreases matrix substrate-
level phosphorylation: a handle for
neurodegeneration?

IKiss G., 'Konrad C., 2Starkov A.A., 2Kawamata H.,
’Manfredi G., ?Zhang S.F., ?2Gibson G.E., ?Beal F,,
Adam-Vizi V., 'CHINOPOULQOS Christos

ISE, Orvosi Biokémiai Intézet, Budapest; 2Weill
Medical College, Cornell University, New York, USA

Provision of succinyl-CoA by the alfa-ketoglutarate
dehydrogenase complex (KGDHC) is essential for
generation of matrix ATP (or GTP) by substrate-level
phosphorylation catalyzed by succinyl-CoA ligase. A
decline in KGDHC activity has been associated with
a number of neurodegenerative diseases. The focus
of this association has been biased towards the
diminished provision of reducing equivalents, and
the extent of reactive oxygen species formation.
Here we show that transgenic mice with a deficiency
in the dihydrolipoyl succinyltransferase (DLST)
or dihydrolipoyl dehydrogenase (DLD) subunit of
KGDHC exhibiting a 25-40% decrease in activity,
prompted respiration-impaired i) isolated, ii) in situ
synaptic and iii) in situ neuronal somal mitochondria
towards extramitochondrial ATP consumption. This
was attributed to a shift in the reversal potential
of adenine nucleotide translocase towards more
negative values due to diminished matrix substrate-
level phosphorylation, thus causing the translocase
to reverse prematurely in respiration-impaired
mitochondria of DLST+/- and DLD+/- mice. These
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results were further corroborated by the finding that
mitochondria from WT mice respiring on substrates
that supported substrate-level phosphorylation,
exhibited higher ADP-ATP exchange rates compared
to those obtained from DLST+/- and DLD+/- mice.
We propose that KGDHC-associated pathologies are
subserved by the inability of respiration-impaired
mitochondria to rely on ,in-house” mitochondrial
ATP reserves.

E4-06
Az unfolded protein response (UPR) és a vas-
anyagcsere kapcsolata

1ISIPOS Katalin, *Pandur E., 'Nagy J., 'Poér V.S,
’Nagy T., *Miseta A.

1PTE AOK, Igazsagligyi Orvostani Intézet, Pécs;
2PTE AOK, Laboratériumi Medicina Intézet, Pécs

Az unfolded protein response (UPR) a sejt komp-
lex védekez6 mechanizmusa a fehérjeszintézis
vagy a szekrécid zavaraira. Eleszt6ben f6 kompo-
nense egy érzékel6 fehérjén (Irelp) keresztil a
chaperonok szintézisének fokozésa. Emlds sejtek-
ben is megmaradt ez az Utvonal, de ehhez még mas
komponensek is csatlakoztak. Munkank soran azt
a lehetOséget vizsgaltuk, hogy az RNaz L inhibitor
fehérje, egy esszencialis citoszolikus vas-kén fehér-
je milyen modon tud részt venni az UPR folyama-
taban. A kérdés azért vet6dott fel, mert az Irelp
ER stressz szenzor fehérje rendelkezik egy RNaz L
homoldg domainnel. Kisérleteinkben bizonyitottuk,
hogy mind éleszt6ben, mind human sejtekben az
Rli befolyasolja az UPR aktivitasat. Irodalombdl is-
mert adat, hogy az UPR aktivitasa és a hepcidin,
az eddig ismert egyetlen vasanyagcserét szabalyo-
z6 hormon, expresszidja kozott kapcsolat all fenn.
Megvizsgaltuk, hogy ez a kapcsolat igaz-e az Rli
fehérje vonatkozasaban is, azaz az Rli mennyiségi
valtozasa hatassal van-e a hepcidin expresszi6jara.
Erdekes, hogy az UPR kuilonb6zé hatasmechaniz-
musu agensekkel tortén6 aktivalasa a hepcidin
szintet nem azonos mddon befolyasolta. El6ada-
somban szeretném felvazolni az UPR aktivitédsa és
a hepcidin expresszidja kozotti lehetséges kapcso-
latokat, érintve a vasanyagcsere szabalyozasanak
és egyes, az UPR valtozasan alapuld betegségeknek
Osszefliggését.

E4-07

A Candida albicans protein foszfataz Z szere-
pet jatszik a patogén gomba séhaztartasaban
és megbetegito képességében

DOMBRADI Viktor

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

Kimutattuk, hogy az opportunista patogén Candida
albicans genomja egy protein foszfataz Z gént tar-
talmaz, amit CaPPZ1-nek neveztiink el. A gén nagy-
foku polimorfizmust mutat, kiilondsen 3’-nem kdédo-
|6 régidja variabilis. A hipervaridblis régié analizise
lehetéséget nyujt a diploid gomba haplotipusanak
azonositasara, és felhasznalhatdé a gombafert6zés
diagnosztikajaban. A génrol atirédo fehérje szer-
kezete hasonlit a Saccharomyces cerevisiae Ppzi
és a Schizosaccharomyces pombe Pzhl enzimek-
hez. Az E. coli baktériumban expresszalt CaPpzi
defoszforildja a p-nitrofenilfoszfatot, és a foszfataz
reakcié gatolhaté rekombinans Hal3 fehérjével, az
S. cerevisiae Ppz1 jol ismert inhibitoraval. Tehat a C.
albicans és a sarjadzo éleszté PPZ foszfatazai azo-
nos biokémiai aktivitassal rendelkeznek. A foszfataz
katalitikus doménjében in vitro mutagenézissel
azonositottunk 3 olyan fontos aminosavat, ame-
lyek szerepet jatszanak az enzim aktivitasaban il-
letve stabilitdsaban. Ha a CaPPZ gént S. cerevisiae
ppzl és S. pombe pzh1 deléciés mutans térzsekben
expresszaltattuk a heteroldog fehérje funkcionalisan
helyettesitette a hianyzé foszfatazokat. A CaPPzZ1
ugyancsak komplementalta az S. cerevisiae slt2 mu-
tanst, ami arra utal, hogy a gén terméke kdlcsén-
hatasba Iép a MAP-kinaz jelatviteli dtvonallal. Ered-
meényeink szerint a CaPPZ1 a sarjadzd és hasado
élesztékben taldlhaté ortoldgjaihoz hasonld funkci-
okat lathat el. Ezt a kdvetkeztetéslinket alatamasz-
totta a C. albicans CaPPZ1 génjének inaktivalasa és
a delécidés mutans vizsgalata. Megallapitottuk, hogy
a CaPpzl részt vesz a kation homeosztazis szaba-
lyozasaban, a membranpotencial kialakitasaban,
az ozmotikus stabilitdsban és a sejtfal integritasa-
nak fenntartasaban. Tovabba azt talaltuk, hogy a
CaPpz1 fontos a fonalas gomba hifa névekedésének
és fert6zOképességének meghatarozasaban. Ezzel
a foszfataz olyan Uj funkcidjat sikertlt kimutatnunk,
aminek orvosi jelentsége is lehet. Munkankat a
OTKA K 68765 és a TAMOP 4.2.1/B-09/1/KONV-
2010-0007 tamogatta.
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E5 - Genomika és génmiikodés szabalyozas

E5-01
Genomika a pszichiatriaban és alkalmazasa a
farmakoldégiaban

BAGDY Gyérgy
SE, Gydgyszerhatastani Intézet, Budapest

Az epigenetika térnyerése ma mar jellemz6 az or-
vostudomanyra. Ugyanakkor a kdzponti idegrend-
szeri zavarok kapcsan tovabbra is a bazissorrenddel
Osszefligglé betegséghajlam és egyéb funkcionalis
valtozasok vannak az érdekl6dés kozéppontjaban.
A hangulatzavarok terén kilonosen kevés a human
vizsgalatokban reprodukalhatéan jelentés hatassal
bir6 kandidans gének illetve genetikai varidansok
szama. A szerotonin transzporter gén szabalyo-
(5-HTTLPR) és a CB1 receptor gén (CNR1) varian-
sainak Osszefliggése a neuroticizmusnak nevezett
személyiségvonassal, valamint hatasa a stressz
kovetkeztében kialakuld depressziora ilyennek te-
kinthet6. Mivel bizonyos gydgyszerek szorongas-
fokozo, és depressziot kivaltd hatasa jelentds, a
farmakogenomikai alkalmazas lehet6sége is nyil-
vanvalé. A CB1 receptor (CB1R) antagonistakat
nemrég még az egyik legigéretesebb gydgyszer-
csoportként tartottuk szamon. A csalad elsé tagja
a rimonabant, amely az elhizas és az azzal kap-
csolatos metabolikus és kardiovaszkularis zava-
rok, mint példaul az inzulinrezisztencia, a diabetes
mellitus, és a lipidanyagcsere zavarainak kezelé-
sében egyarant hatékonynak bizonyult. A széles-
kor( klinikai alkalmazas soran azonban a betegek
egy részében nem kivant hatasként szorongas és
depresszid jelentkezett, s6t az 6ngyilkossagi haj-
lam fokozddasa is felmerllt. Ennek hatasara a
gyartd visszavonta a gydgyszer forgalmazasat és
a tobbi CB1R antagonista tovabbi fejlesztését is
felfliggesztették, ami az egész vilag gydgyszeripar-
ara kihatott. Mivel az egyéb hatasmechanizmussal
m(ikod6 étvagycsokkent6k amuigy sem népes tabo-
ra az utdbbi években a sllyos mellékhatasok mi-
att amugy is megfogyatkozott (pl. dexfenfluramin,
sibutramin), jelent6s (ir keletkezett ezen a piacon,
és ez a CB1R antagonistakkal kapcsolatban kiala-
kult elutasité allaspont felllvizsgalatahoz vezetett.
A személyre szabott orvoslas alkalmazasaval, téb-
bek kozott a fent nevezett két gén polimorfizmusa-
inak meghatarozasaval lehet6ség nyilik arra, hogy
a CB1R antagonista vegylleteket biztonsagosan,
pszichiatriai mellékhatasoktél mentesen alkalmaz-
zuk (Lazary J, Juhasz G, Hunyady L and Bagdy G:
Personalized medicine can pave the way for the safe
use of CB1 receptor antagonists. Trends Pharmacol.
Sci., 2011, 32: 270-80). Tamogatas: EU, LSHM-
CT-2004-503474, TAMOP-4.2.1.B-09/1/KMR-2010-
0001, ETT318/041/20009. 1.

E5-02
Kritikus pontok a jelatviteli hal6zatban

IMODOS Dezsd, 2Lenti K., 'Fazekas D., 3Csermely
P., tKorcsmaros T.

!ELTE, Genetika Tanszék, Budapest; 2SE, Morfolo-
giai és Fizioldgiai Tanszék, Budapest; 3SE, Orvosi
Vegytani Intézet, Budapest

A sejtre hatd kiils6 ingereket a jelatviteli rendszer
kozvetiti. Ennek legfontosabb Utvonalait tartalmaz-
za a kutatocsoportunk altal kifejlesztett SignaLink
adatbazis (www.signalink.org). Ezt felhasznalva
megallapitottuk, hogy az emberi jelatviteli utak
lefutasi lehet6ségeinek szamaban nagyon jelentd-
sek az Utvonalak kozotti, cross-talk kapcsolatok.
2006-ban a jelatvitel szabalyozasa szempontjabol
kritikus pontokat azonositottak az inzulin dtvonalon
bellil. Ezek olyan erGsen szabalyozott fehérjékbdl
allé csoportok, melyek egymas izomformai és leg-
aladbb egy tagjuk cross-talkban vesz részt. Osszes-
ségében az egyes izomformak aranya donti el, hogy
a jel az adott Utvonalon terjed vagy cross-talkon
keresztil mas Utvonalra tér at. Felmerllt, hogy a
SignaLinkben 1évé tovabbi 7 utvonalon is azono-
sithatdak kritikus pontok és az Oket alkotd kritikus
ponti fehérjék. Az elemzéshez bioinformatikai adat-
bazisokat hasznaltunk fel:(1) OrthoDb, Inparanoid
izoforma azonositas;(2) ENSMEBL fehérje tulajdon-
sagok;(3) Pictar, TargetScan, OREGanno génszaba-
lyozas;(4) OMIM, GAD, COSMIC, DrugBank orvosi
informacidk. Az elemzéslink soran 66 kritikus pon-
tot és 208 Uj kritikus ponti fehérjét azonositottunk
a kovetkez6 kritériumok alapjan: cross-talkban

sr.

keznek, és erdsen szabalyozottak. A kritikus pontok
az EGF/MAPK Utvonalon belll szignifikansan gya-
koribbak, és az uUtvonalak elején talalhatd receptor
és mediator fehérjék. Evollcids és Utvonalakat 6sz-
szeko6td tulajdonsagaik alapjan azonositottunk két
kritikus ponti fehérjetipust:(1) a sok Utvonallal kap-
csolatban all6 konzervativ Multilinker-tipust; (2) a
két Utvonalat 6sszeko6to evollcidsan adaptiv Linket-
tipust. Orvosi vonatkozasokkal kapcsolatban elem-
zéslink kimutatta, hogy a kritikus ponti fehérjék jo
gyogyszercélpontok lehetnek, illetve daganatokban
gyakrabban szenvednek mutaciét. Kovetkezéskép-
pen a kritikus ponti fehérjék specifikus tdmadasa
lehet6séget adhat a jelatvitel szamunkra megfelel6
modositasara.

E5-03

Autoregulacio: a HAMP gén szabalyozasanak
Uj mechanizmusa WRL68 sejtvonalban
tPANDUR Edina, 'Nagy J., 'Poér V.S., *Rapp J.,
!Mayer M., ?Miseta A., !Sipos K., 3Fekete Zs.

1PTE /:\OK, Igazsagligyi Orvostani Intézet, Pécs;
2PTE AOK, Laboratdriumi Medicina Intézet, Pécs;
3PTE AOK, Orvosi Biolégia Intézet, Pécs

A HAMP gén altal kdédolt hepcidin a szervezet vas-
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anyagcseréjét szabalyozd, 25 aminosavbdl allé
peptid hormon. A hepcidin hatasat receptoran, a
ferroportin nev(i vasexporteren keresztul fejti ki,
hozzakotédve a ferroportin internalizalédik és degra-
dalodik a sejtben. Ennek eredményeként a hepcidin
gatolja a vas felszabadulasat makrofagokbol és
enterocitakbol, valamint csokkenti a szérum vas
szintjét. A hepcidin expresszidjat egymassal ellen-
tétes folyamatok befolyasoljak, ezek egylttes hata-
sa alakitja ki a hepcidin szintet. A szérum vasszint
novekedése kovetkeztében a hepcidin expresszidja
fokozddik. A BMP fehérjék a SMAD jelatviteli Utvona-
lon, mig gyulladasos folyamatokban az IL-6 a JAK/
STAT3 jelatviteli Gton at hat a hepcidin atirédasara.
A hepcidin negativ regulatorai kevésbé ismertek.
A matriptdz-2 szerin protedaz a mHIV-t degradalja,
melynek kovetkezménye a hepcidin represszidja.
A megnovekedett eritropoezis is hozzajarulhat a
hepcidin szintjének csokkenéséhez. Ennek szaba-
lyozasban feltételezhetéen a GDF15 negativ regu-
latora a hepcidin expresszidonak. Immuncitokémiai
moddszer segitségével korabban kimutattuk, hogy
a prohepcidin a hepatocitdk sejtmagjaban is meg-
talalhatd, a szemcsézett citoplazmatikus fest6dés
mellett. Kisérleteink célja az volt, hogy felderitsiik a
prohepcidin magban valé lokalizaciéjanak szerepét.
Igazoltuk az altalunk kidolgozott PCR alapu kétési
mddszerrel, illetve kromatin immunprecipitacioval,
hogy a prohepcidin kétédik a sajat promoéteréhez.
Luciferadz esszével mutattuk ki, hogy a WRL68 sejt-
ben overexpresszalt prohepcidin csokkenti a HAMP
promoter aktivitasat, ugyanakkor a prohepcidin
elnyomasa antiszensz technikaval noéveli az akti-
vitast. Az alfa 1-antitripszinnel két6dé prohepcidin
azonban nem képes a HAMP promoterhez kotéd-
ni, ezaltal szabalyozd hatast kifejteni. Eredmé-
nyeink aldtdmasztjdk azt a feltételezést, hogy a
prohepcidin negativ feedback mechanizmussal ga-
tolja a HAMP gén aktivitasat, azaltal, hogy képes
sajat promoteréhez kotddni.

E5-04

Redukalt genomu Escherichia coli torzs valto-
zékonysaganak csokkentése szintetikus bio-
lagiai alkalmazasokhoz

CSORGOH Bélint, Fehér T., Timar E., Pésfai Gy.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged

s

alapvet6en a genetikai variacidkat generalé mole-
kularis mechanizmusok hatarozzak meg. Munkank
soran az Escherichia coli K12 MG1655 t6rzsbdl
konstrualt, csékkentett genomméretl sejt (MDS42)
evolvabilitasi képességeit a természetes hatarok
ala csokkentettik. Az alacsony mutacids rataju va-
riansok létrehozasanak motivacidja a torzs szinte-
tikus biolégiai (SB) felhasznalhatésaganak javitasa.
Az SB Uj bioldgiai rendszerek preciz konstrukciojat
célozza. Ennek akadalya lehet, hogy az Ujonnan
létrejott, evolvalt tulajdonsagok a mutacid/szelek-
cié révén nem kivant tulajdonsagok gyors megje-
lenéséhez (pl. a termeltetett rekombinans fehérje
mennyiségi/minéségi leromlasahoz) vezethetnek.

Célszerl egy csbkkentett mutacids rataju torzset
Iétrehozni, mely fokozott genetikai stabilitast biz-
tositd gazdaként szolgdlhat SB alkalmazasokban.
Alapvet6 stratégiank a sejt valtozékonysagat gene-
ralé folyamatok kiiktatésa: a vad térzsbdl deletaltuk
az 6sszes mobilis genetikai elemet (IS, profag, rhs),
majd a nagy hibaszazalékkal m{kodd, SOS-indu-
kalt DNS-polimeraz enzimek génjeit (polll, pollV,
polV). A mddositasok végrehajtasaval egy szigni-
fikansan (3x) stabilabb genomu, ugyanakkor no-
vekedésében nem korlatozott torzset (MDS42pdu)
kaptunk. A mutacios rata relativ csokkenése kiilo-
nésen stresszhelyzetben jelentés (30x). A stabili-
zalt genomu torzs el6nyeit és potencialis felhasz-
nalasi lehetGségeit egy fehérje tultermeltetéses
kisérlettel demonstraltuk. Egy toxikus fehérje (Sinl
metiltranszferaz) génjét hordozo plazmiddal MDS42
és MDS42pdu térzsekben a fehérjét expresszaltuk.
A fehérje tlultermeltetés soran vett mintakbdl a
plazmidokat visszaizolaltuk, majd egy bioldgiai teszt
segitségével meghataroztuk a mutaciot szenve-
dett (inaktiv metilazt termel8) plazmidok aranyéat.
24 o6ras fehérjetermelés utan az MDS42 torzsben
a plazmidok 20%-a hordozott mutaciot a toxikus
génben, mig stabilizalt genomd MDS42pdu torzs-
ben kézel négyszer kisebb volt ez az arany.

E5-05

EsélyegyenlOség a halézatanalizisben; azaz
hogyan talaljunk kisfoki, de fontos csticsokat
metabolikus halézatokban?

GROLMUSZ Vince
ELTE, Szamitogéptudomanyi Tanszék, Budapest

A Boehringer cég metabolikus halézatot abrazold
posztere valdszinlileg mindenkinek régi ismerése
laboratériumok falairél. A metabolikus haldzatok
egyik abrazolasi mddja a kovetkez6: feleltessik
meg a biokémiai reakcidkat az 6ket katalizalo enzi-
meknek, és kossiink 6ssze két enzimet, A-t és B-t
egy iranyitott éllel - (A,B)-vel - pontosan akkor, ha
az A altal katalizalt reakciébdl kilép egy molekula,
amely a B altal katalizalt reakcié egyik kiindulasi
anyaga. Ezzel az abrazolasi moddal nagy, Osszetett
metabolikus haldzatokbdl nagy iranyitott grafokat
kapunk: egy példa a Mycobacterium tuberculosis
metabolikus haldozatara szerepel itt is: http://
uratim.com/PageRank/FigS1.png . A metabolikus
halézatok analizisének egyik célja Uj, lehetséges
gyégyszercélpontok azonositasa. Az ilyen iranyi-
tott grafokkal reprezentalt metabolikus haldézatok-
ban fontos csucsokat legtébbszor a nagy fokszam
alapjan azonositanak, ezeket a ,hub”, azaz csomoé-
ponti fehérjéket gyakran jo gydgyszercélpontnak
tartjak. Ennek a mddszernek finomitasara dolgoz-
tuk ki Vilaghaldé analizisében jél ismert, PageRang
alapl modszertinket (Bioinformatics Vol. 27, No. 3.
pp. 405-407, 2011). A csomoponti enzimek gatla-
saval azonban gyakran tul komolyan beavatkozunk
egyes szervezetek miikodésébe, és ezzel tul sok
mellékhatast valthatunk ki. Alternativa nem a hub-
fehérjék, hanem bizonyos kisfok( fehérjék gatlasa,
befolyasoldsa. A jelen munkaban egy olyan mad-
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szert mutatunk be, amellyel fontos, kisfoku fehér-
jéket tudunk azonositani, egyedil az irdnyitott graf
matematikai tulajdonsdgainak segitségével. Ezzel
~€sélyegyenl6séget” adhatunk a nem-hub fehér-
jéknek a gyogyszercélpontok keresésében. A mod-
szer validaldsdhoz tébb patogén mikrorganizmus
metabolikus haldzataban kerestlink fontos, kisfoku
csucsokat, és ellendriztik, hogy megtalalunk-e mar
ismert, fontos gydgyszercélpontokat is (hiszen nem
lehetett célunk (j, eddig ismeretlen célpontok azo-
nositasa, ezek ellen Uj gatldoszerek megtalalasa, és
ezek kisérleti igazolasa).

E5-06

Gyulladast szabalyozo6 citokinek hatasa a
Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
(PPAR) gamma aktivitasara

INAGY Zsuzsanna, !Czimmerer Zs., 25zanté A.,
IDaniel B., 3Schwabe J., 'Nagy L.

IDE OEC, Biokémiai és Molekularis

Biolégiai Intézet, Debrecen; *Harvard Medical
School, Department of Genetics, USA; 3University
of Leicester, Department of Biochemistry, UK

A PPARy magreceptor atherosclerosisban és
diabetesben is fontos szerepet télt be. A PPARy
az anyagcsere- és a gyulladasos folyamatok ko-
zOtti kapocsként is szolgal, ugyanis a makrofagok
zsirfelvételét is szabalyozza. Ezért a PPARy
szbvetspecificitasat befolyasold molekularis me-
chanizmusok felderitése donté fontossagu lehet a
PPARy-t célzd terapiak mellékhatasainak elkertilé-
séhez. A makrofagok a mikrokornyezetiikben jelen-
lévé citokinosszetételtdl fiuggben kivaltdi és gatloi

is lehetnek a szervezetben zajlé gyulladasos folya-
matoknak. Laboratériumunk eredményei szerint
makrofagokban bizonyos PPARy célgének, példaul
az FABP4 szintjét a gyulladasos folyamatokat gatld
IL-4 felerdsiti, mig a gyulladasos folyamatokat kival-
to IFNg/TNFa kezelés csokkenti. Kozponti hipotézi-
slink, hogy a PPARY szévetspecificitasat citokinek al-
tal szabalyozott folyamatok hatarozzak meg. Ennek
vizsgalatara célul tliztik ki a PPARy hatdsat modo-
sitd eddig ismeretlen kofaktorok azonositasat bio-
kémiai és proteomikai mddszerek kombinaldsaval.
Ehhez kontroll, valamint PPARy liganddal és IL-4-
gyel kezelt Thp-1 sejtek magjabdl szarmazo extrak-
tumot inkubaltunk biotinnal kapcsolt MacPPRE (az
FABP4 promoterébdl szarmazoé) oligonukleotiddal,
és az igy nyert komplexet tomegspektrometrias
analizisnek vetettiik ala. Kontrollként a PPARy és
a STAT6 kotOhelyét modositott formaban tartalma-
z6 oligonukleotidot hasznaltunk. Szédmos kofaktor
jeloltet azonositottunk, ezek kozil az NR2C2 nevli
orphan magreceptor in vitro kétédését igazoltuk.
Tovabbi terveink kozott szerepel a kotédés in vivo
jellegének igazolasa ChIP-pel, valamint a komplex
részét képezd fehérjék PPARy aktivitaséra kifejtett
hatasanak tesztelése siRNS technikaval. Eredmé-
nyeinkbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a
PPARy maximalis aktivitdsanak eléréséhez egyéb
transzkripcids faktorokkal kell kélcsonhatasba lép-
nie. Kutatdsainkkal kozelebb szeretnénk kerilni
annak megértéséhez, hogyan érvényesiti a PPARy
sejttipusfiigg6é hatasat egyes immunsejt csoportok-
ban.

E6 - Sejtorganellum biokémia

E6-01

A citrat kor szerepe a reaktiv oxigén-
szarmazékok homeosztazisaban. Az alfa-
ketoglutarat dehidrogenaz E3 alegység mu-
tacidinak kovetkezményei a katalitikus és
szabadgyokképz6 aktivitasra

TRETTER L&szl6, Torocsik B., Adam V.
SE, Orvosi Biokémiai Intézet, Budapest

A citrat kor az anyagcsereutak taldlkozépontja. Jelen-
t6ségét nemcsak bioenergetikai és metabolikus sze-
repe adja meg, hanem a reaktiv oxigénszarmazékok
(ROS) homeosztazisdban is fontos szerepet jatszik.
Az idegvégkésziilékek mitokondriumaiban a citrat-
kor sebességmeghatarozd |épése az alfa-ketoglutarat
dehidrogenaz (a-KGDH) enzim altal katalizalt reakcid. Eny-
he oxidativ stressz koriilményei kézott az akonitaz inak-
tivalddasa miatt a citrat-kor legfontosabb ,betaplaldja”
a glutamat lesz és a citrat-kér fluxusanak intenzitasat az
a-KGDH aktivitdsa szabalyozza. Az a-KGDH maga is ér-
zékeny a ROS hatasokra. Az a-KGDH azonban 6énmaga is
ROS-képzé enzim. ROS képzése az E3 alegységen keresztdil
valdsul meg. Az enzim forward médban mikédve kisebb,
reverz médi miikodés esetén nagymértékii szuperoxid/H,O,

képzésre képes. Az E3 alegység mutacidi, funkciokiesése
sulyos, legféképpen az idegrendszert érinté betegségben
nyilvanulnak meg. Tizenkét, betegséggel Gsszefiiggésbe
hozhaté E3 mutanst klonoztunk, vizsgaltuk katalitikus és
ROS képz6 tulajdonsagaikat, valamint a fehérje-szerkeze-
ti valtozasokat. A szerkezeti vizsgalatok nem mutattak ki
jelent6s konformacios, vagy dimerizacids valtozasokat, de
funkcids vizsgalatokkal talaltunk normal katalitikus aktivita-
sat szinte teljesen elvesztett fehérjét megtartott ROS kép-
zéssel, illetve olyant is, melyben a lipoamid dehidrogenaz
aktivitas csak kismértékben csokkent, am a ROS-képzés
jelentésen fokozodott. Az excessziv ROS képzés 6nalld
patogenetikai faktorként szerepelhet, igy az antioxidans
terapianak is létjogosultsaga lehet. KoszOnetnyilvanitas:
OTKA (NK 81983), TAMOP (4.2.2./B-09/1), MTA (MTA TKI
2006 TKISS).

E6-02

Az LXR receptor szerepének vizsgalata
makrofagok apoptotikus sejt fagocitalo ké-
pességére

SARANG Zsolt, Jods G., Fésus L., Szondy Zs.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen
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Az apoptotikus sejtek hatékony fagocita sejtek al-
tali eltavolitdsanak fontos szerepe van az egyedfej-
I6désben és a szervezet immunhaztartasaban. Is-
mert, hogy a fagocitdzis soran az apoptotikus sejtek
membranjainak lipid tartalma az LXR magreceptoron
keresztll fokozza a makrofagok RAR-alfa retinsav
receptor, szoOveti transzglutaminaz (TG2) és
Mertk receptor expressszidjat és ez altal a sejtek
fagocitotikus képességét, de a pontos hatdsmecha-
nizmus még nem ismert. Szintetikus gliikokortikoid,
dexametazon oltast kovetéen a timuszban a
CD4+CD8+ sejtek apoptozissal elhalnak és az el-
pusztult sejteket makrofagok veszik fel. Ezen fo-
lyamat sordn a timuszban megemelkedik a retinsav
szinztézisben részt vevd retinaldehid-dehidrogenaz
1 enzim (RALDH1) expresszidja. Béta-galaktozidaz
gén promoterben retinsav valaszadd elemet tar-
talmazd transzgénikus egér timuszaban jelentds
béta-galaktozidaz génexpressziét tapasztaltunk
dexametazon oltds utén, amely endogén retinsav
szintézisre utal. Izolalt haslregi makrofagokban
apoptotikus sejt adasat kovetden illetve szintetikus
LXR receptor agonista kezelés utdn megnovekedett
RALDH1 és 2 enzimek expresszidéja. Makrofagokat
LXR agonistaval vagy transz-retinsavval kezelve
megnott a sejtek TG2, RALDH2 és a Mertk, CD14
és TIM4 apoptotikus sejtfelvételben szerepet jatszé
receptorok expresszidja és ezzel parhuzamosan az
apoptotikus sejt fagocitalé képességik. Eredmé-
nyeink arra utalnak, hogy az apoptotikus sejt felvé-
tele az LXR receptor aktivalasan és ezaltal a Mertk
direkt indukciéjan keresztil egyrészt kozvetlendl
masrészt a RAR-alfa receptor expresszidjanak és a
makrofagok retinsav szintézisének indukalasaval a
RAR és RXR receptorok aktivalasaval feltételezhe-
téen kozvetve is emeli a makrofagok fagocitotikus
képességét.

E6-03

A transzglutaminaz 2 fokozhatja ugy a

T sejtek apoptozisat, hogy eldsegiti a
mitokondrium kalcium felvételét

Hsieh Y.F., 2Garabuczi E., 2Német I., 'Tsay G.,
25ZONDY Zsuzsanna

1Chung Shan Orvosi Egyetem, Immunoldgiai In-
tézet, Taiwan,; 2DE OEC, Biokémiai és Molekularis
Bioldgiai Intézet, Debrecen

Intézetlink irta le el6szor, hogy a transzglutaminaz
2 (TG2) fehérje megjelenése az in vivo apoptdzis
program része. A TG2 transzglutaminaz aktivitasa
révén fehérjéket tud keresztkotni illetve aminokkal
poszttranszlaciésan maddositani. A TG2 indukalodik
az apoptozisba 1épd timocitakban és a HIV fert6zot-
tek apoptotikus T sejtjeiben is. Kisérleteinkben be-
mutatjuk, hogy elhalé timocitakban in vitro nem, de
in vivo indukalddik a TG2. A TG2 in vivo indukcidja-
hoz az apoptoétikus szignalon kival az elhald sejte-
ket fagocitald makrofagok altal termelt TGF-B és a
retinoidok egyuttesen jarulnak hozza. Korabbi vizs-
galatok mar kimutattak, hogy a TG2 fehérje rendel-
kezik egy potencialis BH3 doménnel, ami jelentheti
azt, hogy a TG2 fokozhatja, vagy kivalthatja sejtek

apoptozisat. Jurkat T sejteket vizsgdlva egy indu-
kalhatd expresszids rendszert alkalmazva kimutat-
juk, hogy a TG2 overexpresszidja a mitkondrialis
Uton aktivalodd apoptdzist eredményez. A TG2
keresztkotd aktivitdssal nem rendelkez6 mutansa
is hatasos, de a vad tipusu enzim kifejezése gyor-
sabban 6l, ami arra utal, hogy keresztkoté hata-
sa is hozzajarul az apoptozis indukcidéjahoz. A TG2
kolokalizalddik a mitokondriummal, és a vad tipusu
enzim megjelenése magasabb mitokondrialis kalci-
um felvételt eredményez. A magas mitokondridlis
kalciumrol ismert, hogy hozzajarulhat az apoptozist
indito citokrom c felszabaduldsahoz. Azonositottunk
néhany TG2 altal keresztkotott fehérjét és ezek
kozll a RapGDS1 guanin kicserél6 fehérje tlinik a
legizgalmasabb lehetséges target molekulanak. Je-
lenleg vizsgaljuk e fehérje lehetséges szerepét a
mitokondrialis kalcium homeosztazis szabalyozasa-
ban. Tamogatta: OTKA K77587, TAMOP 4.2.1./B-
09/1/KONV-2010-0007, Magyar-Tajvani bilateralis
TET.

E6-04

Mely szénhidrat-anyagcserében végbe-
meno valtozasok vezethetnek granulocita
apoptozishoz?

KARDON Tamas, Pittner R., Szaraz P.,, Kramer S.
SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest

Munkacsoportunk az endoplazmas retikulum bioké-
miajaval foglakozik. Ennek egy igen fontos eleme
a glukodz-6-foszfataz rendszer, amelyet az elmult
években részletesebben vizsgaltunk. Kimutattuk,
hogy granulocitdkban a majéhoz hasonld tulajdon-
sagokkal rendelkez6 glukdz-6-foszfat transzporter
van jelen, a transzportot funkciondlisan jelle-
meztik. A transzport gatlasaval granulocitakban
apoptozist tudunk kivaltani, mely apoptozis
kortizol hozzaadasaval nem jott létre. Ezzel egy
idében kimutattuk, hogy a granulocitakban je-
len van a glukdz-6-foszfatot metabolizald hexoz-
6-foszfat dehidrogenaz. A reakciéban keletkezett
redukalt NADPH-t egy oxidoreduktaz, a 11-béta-
hidroxiszteroid dehidrogenaz-1 oxidalja el, mikézben
kortizonbdl kortizol redukalddik. A glukléz-6-foszfat
transzporter szerepét 1b tipust Von Gierke kérban
megfigyelhet6 fokozott granulocita apoptdzisban
igazoltuk. Az utdbbi években kidertlt, hogy sulyos
velesziletett neutropénia bizonyos eseteiért az
endoplazmas retikulum egy masik integrans fehér-
jéje, a glukdz-6-foszfataz béta funkcionalis defek-
tusa a felel6s. Ez az enzim nem glukoneogenetikus
szervekben, szovetekben a glukdz-6-foszfat hidroli-
ziséért felelGs. Mivel a glukdz-6-foszfat transzporter
funkcionalis defektusat is kiséri neutropénia, fel-
tételeztik, hogy létezik egy k6z6s mechanizmus,
mely mind a két fehérje esetében hasonlé maddon
indukal apoptozist granulocitakban. Elképzeléseink
szerint a glukdz-6-foszfataz-bétanak esetleg mas
szénhidrat is lehet szubsztratja, amelynek meta-
bolizmusaban bekovetkezett zavar allhat a kivaltott
apoptozis hatterében. Jelen prezentacioban ezek-
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nek a hipotéziseknek az igazoldsara tett kisérlete-
inket mutatjuk be. A kutatas a Bolyai Janos Kutatdi
Osztdndij tdmogatdsaval a TAMOP-4.2.1/B keretein
bellil késziilt.

E6-05
Molekularis kapcsolatok az autofag és
apoptotikus Gtvonalak kozott

VELLAI Tibor, Takacs K.
ELTE TTK, Bioldgiai Intézet, Genetikai Tanszék,
Budapest

Az autofagia (,sejtes bnemésztés”) az eukaridta sej-
tek szabalyozott onlebonté (katabolikus) folyama-
ta, amely soran a citoplazma részletei lizoszomakba
jutnak, ahol lizoszomalis savas hidrolazok altal deg-
radalédnak. Az autofag degradacié végtermékei
felhasznaldédhatnak a felépit6 folyamatokban (mak-
romolekula turnover), illetve energiat biztosithat-
nak a sejt tuléléséhez éhezés soran. Az autofagia
kitintetett szerepet jatszik tovabba a karosodott
sejtalkoték (makromolekulak, sejtszervecskék) el-
tavolitasaban, azaz a sejtes homeosztazis fenntar-
tasaban, valamint a sejt anyagainak atrendezésé-
ben. Az autofagia tehat els6dlegesen a sejt tulélését
biztositd (citoprotektiv) folyamat. Az autofag masi-
néria egyik kozponti, evollicidésan konzervalt kom-
ponense az Atg6/Beclinl fehérje, amely esszenci-
alis a makroautofag strukturak (autofagoszémak)
membranjanak szintéziséhez. Kimutattuk, hogy az
Atg6/Beclinl fizikailag kapcsolddik a Bcl-2-szerl
CED-9 anti-apoptotikus fehérjéhez a fonalféreg
Caenorhabditis elegans-ban. Ezzel 6sszhangban
az ATG6/bec-1(-) mutans C. elegans embridkban
nagyszamu apoptotikus sejttest figyelheté meg,
valamint a bec-1 inaktivalasa a felnétt allatok csi-
ravonaldaban is massziv apoptozist general. A bec-
ATF-2 transzkripcios faktor kotOhelyet azonositot-
tunk, amely in vitro (biokémiai esszékben) és in
vivo (génexpresszios analizisben) is funkcionalis-
nak bizonyult. Mivel az ATF-2 az apoptotikus Utvo-
nal upstream szabalyozd faktora, az autofagia és
apoptozis kézos transzkripcionalis kontroll alatt all.
Ezen molekularis eredményekkel 6sszhangban ki-
mutattuk, hogy az autofagia és apoptdzis redun-
dans modon szabalyozzak az allat korai egyedfej-
I6dését. Az autofagia tehat bizonyos koérilmények
kozott a sejtek eltavolitasanak (pusztulasanak)
egyik hatékony atvonala.

E6-06
Inflammaszéma aktivalas autofagiaval elhal6
sejtek fagocitézisa soran

G. Ayna, G. Petrovski, Benkd Sz., Hodrea J., Madi
A., FESUS Laszlé

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

Az utdébbi évek kutatasi eredményei egyértelm-
vé tették, hogy az autofdgia a sejtek elhalasi fo-
lyamataink szabalyozasaban is szerepet jatszik. Az
apoptdzis és az autofagia molekularis elemei k6zott
kélcsonhatasok vannak, a sejtek elhalasat kisérheti
autofagia és az meghatarozé is lehet az apoptozis
kivaltasaban. Az apoptodzissal elhalé sejteket a
szomszédos sejtek és a makrofagok fagocitdzissal
tavolitjak el, amely altalaban nem jar gyulladasos
reakcidval, annak |étrejottét az apoptotikus sejtek
kifejezetten gatoljak. Amikor azonban az apoptozist
autofagia inditja el, az igy elhald sejtek bekebele-
zése soran a citoplazmaban [évd inflammaszéma
rendszer aktivalodik, aktiv kaszpaz 1 keletkezik,
az hasitja a pro-interleukin 1B citokint és az aktiv
IL-1B kiszabadulva a makrofagokbdl gyulladasos
folyamatokat valt ki a szomszédos sejtekben. Ezt
a folyamatot eddig autofagiaval elhalé malignus
sejtek (human eml6 karcinoma és egér leukémia)
human monocita eredetli makrofagok, illetve egér
csontveldi, rezidens és gyulladasos makrofagok al-
tal torténd fagocitdzisa soran figyeltiik meg, sem
autofagia nélkuli apoptotikus, sem nekrotikus vagy
nekroptotikus sejtek nem valtjak ki. Megallapitot-
tuk, hogy az inflammaszoma aktivalashoz szlik-
ség van az elhalé sejtek bekebelezésére, az fligg
a fagocitozis soran felszabadulé ATP-t6l és annak
a P2X7 purinerg receptorhoz valé kotédésétdl, ga-
tolhaté a katepszin B lizoszémalis enzim gatlasa-
val. Az inflammaszémak a fert6z6 agenst vagy a
kulonbozd un. veszély jeleket a NOD-hoz hasonld
fehérjecsalad valamelyik tagjanak segitségével ér-
zékelik; géncsendesitési és knock-out egerekkel
végzett kisérleteink azt mutatjak, hogy a bekebele-
zett, autofagia hatasara elhald sejtek a NALP-3 fe-
hérje részvételével aktivaljak az inflammaszomat.
Ennek a jelenségnek a jelent6ségét tumorok sejtes
kérnyezetében kialakuld, a malignus sejtburjanzast
el6segit6 gyulladasos folyamatokban latjuk.
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E7 - Neurobiokémia

E7-01

Biomarker protein networks in the prefrontal
cortex and amygdale of suicide victims
Kékesi K.A., 1JUHASZ Gébor, Simor A., *Gulyassy
P., 1Szeg6 E.M., 2Hunyadi-Gulyas E., 2Darula Zs.,
23Medzihradszky F.K., *Palkovits M., *Penke B.,
1Czurko A.

IELTE TTK, Bioldgiai Intézet Proteomikai Labora-
térium, Budapest; 2MTA SZBK, Biokémiai Intézet,
Szeged,; 3UCSF, Berkley, USA; *SE, Anatémiai,
Szévet- és Fejlédéstani Intézet, Budapest; *SZTE
AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Szeged

Researchers in molecular psychiatry investigate the
brain mechanisms related to increased suicide risk.
Gene expression studies on postmortem brains
and the recently discovered ribosomal RNA gene
promoter hyper-methylation indicate that there are
extensive changes in protein expression prior to
a successful suicide attempt; however, proteomic
studies are scarce. Thus, we performed a proteomic
analysis of post mortem tissue samples from the
amygdalae and prefrontal cortices of suicide
victims to identify protein changes and biomarker
candidates of suicide. We found 96 proteins that
were differently expressed in the cortex and 25
proteins that were differently expressed in the
amygdala. These proteins are related to biological
functions and structures such as metabolism, the
redox system, the cytoskeleton, synaptic function,
and proteolysis. Fourteen of these proteins (CBR1,
DPYSL2, EFHD2, FKBP4, GFAP, GLUL, HSPAS,
NEFL, NEFM, PGAM1, PRDX6, SELENBP1, VIM,
and YWHAZ) have already been suggested to be
biomarkers of psychiatric disorders at a prote-
in or genome level. In addition, we regard 11
proteins that changed in both the amygdala and
the cortex to be biomarker candidates. Of these
11 proteins, GFAP, INA, NEFL, NEFM, TUBA1, and
VIM are interacting cytoskeletal proteins that have
a functional connection to glutamate, GABA, and
serotonin receptors. Moreover, ACTB, CTSD, GFAP,
VDAC1, VDAC2 and VIM displayed opposite changes
that might be suitable for brain imaging studies.
Our data show that the cytoskeleton, particularly
the anchoring of receptors, could be a novel target
of molecular suicide research.

E7-02
Glialis GABA transzporterek: funkcié és mo-
dell

KARDOS Julianna, Héja L., Nyitrai G., Kékesi O.,
Simon A., Bencsura A.
MTA KKK, Budapest

Az agy legfébb gatlé neurotranszmittere a gamma-
aminovajsav (GABA), amely részt vesz a neuronalis
aktivitdas szabdlyozasaban. A GABA koncentracié-
jat a szinapszisban és az extraszinaptikus térben a
neuronalis valamint a glidlis GABA transzporterek
szabalyozzak, amelyek a Na* és CI- ion-fligg6 SLC6

transzporter csaldd tagjai. A neuronalis GABA
transzporter altipus (GAT-1) az antiepileptikum
Tiagabine célfehérjéje, mig a glidlis GABA
transzporterek (GAT-2 és GAT-3) szerepe még tisz-
tazasra var. Bizonyitékot szolgaltattunk arra vonat-
kozoban, hogy az asztroglidlis Glu felvétel eldidézi a
GAT-2/3 transzporterek kifelé iranyulé mikodését.
Az igy felszabadulé GABA kozvetlenll képes befo-
lyasolni a neuronok aktivitasat. Eredményeink arra
utalnak, hogy az asztrocitdk a serkent6 szignalt
gatlova alakitjak, amely in situ negativ visszacsa-
tolassal maddositja a neuronok serkenthetGségét.
GAT-2 vs. GAT-3 szelektiv inhibitorok hianyaban
elkészitettliik a bakterialis ortoldog Leu transzporter
kristalyos szerkezetén alapuldé human GAT-2 és
GAT-3 modelleket és kerestlik az egyes glialis al-
tipusokat megkulonboztet6 szerkezeti elemeket. A
human GAT-2 és GAT-3 Osszehasonlité vizsgalata
alapvet6 kulénbségeket tart fel a feltételezett dimer
kapcsolédasi szekvencidkban. A teljes hosszusagu
glidlis GAT altipusok molekularis dinamikai szimu-
laciéja az implicit membran koérnyezetben, vala-
mint a bakteridlis ortoldg kiilonb6z6 konformacids
allapotainak kristalyszerkezetei segitik a vektoria-
lis transzport mechanizmusanak jobb megértését
és az altipus-szelektiv transzport inhibitorok ter-
vezését a jovoben. A munka a NanoSen9 (TECH-
09-A1-2009-0117), a Nanotransport (CRC HAS
2009) és az ERA-Chemistry OTKA 102166 projektek
keretében készllt.

E7-03

A P2X7 receptor szerepe a heurokémiai jelat-
vitelben: egy Uj lehet6ség kozponti idegrend-
szeri betegségek gydgyszeres terapiajara
SPERLAGH Beéta

MTA KOKI, Budapest

A P2X7 receptor az ATP érzékeny P2X ionotrop
(P2X1,2,3,4,5,6,7) és P2Y metabotrép
(P2Y1,2,4,6,11,12,13,14) receptorokat magaban
foglaldo purinerg jelatviteli rendszer része. A re-
ceptor két transzmembran régiéval és egy nagy
extracellularis hurokkal rendelkezik és egyszeri sti-
mulacidja kationdramot indukal, mig tartos aktivaci-
0ja membran permeabilitds névekedést okoz, mely
végsol soron sejthalalhoz vezethet. A P2X7 receptor
szamos sejttipuson expresszalodik, igy pl. epithel
sejteken, immunsejteken, de kifejezddik idegvégz6-
déseken és a glian is. Korabbi kutatdsainkban kimu-
tattuk, hogy a P2X7 receptor a hippokampuszban
a serkent6 idegvégz6dések membranjan lokalizalé-
dik és aktivacioja fokozott glutamat, majd annak
kovetkezményeként GABA felszabadulast idéz eld.
Mivel génpolimorfizmus vizsgalatok kimutattak,
hogy a P2X7 receptort kédold gén mutdciéi szig-
nifikdns asszociaciot mutatnak pszichiatriai beteg-
ségek (depresszid, bipolaris betegség) el6fordu-
lasadval, P2X7 receptor génkiltott egerek és P2X7
receptor antagonistak segitségével megvizsgaltuk
a P2X7 receptor aktivacié szerepét pszichiatriai be-
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tegségek allatkisérletes modelljeiben. A P2X7 re-
ceptor génkilitott egerek szignifikdnsan cstkkent
valaszt mutattak a depresszidra (kényszeres Uszas
teszt, farokfelfliggesztési teszt), valamint a mani-
ara (amfetamin indukalt hiperaktivitas) jellemzé
magatartasi tesztekben, és a viselkedésben tapasz-
talt valtozasokat reprodukalni tudtuk szubakut sze-
lektiv P2X7 receptor antagonista (Brilliant blue G)
kezeléssel. Csontvel6 kiméra egerekkel végzett ki-
sérleteink igazoltédk, hogy az allatok viselkedésében
tapasztalt valtozasok nem a hemopoietikus erede-
tl, hanem feltehet6en a centralis P2X7 receptorok
hidanyaval fliggnek 6ssze. Hatdésmechanizmus kuta-
tasainkban kimutattuk, hogy a P2X7 receptorok ak-
tivacidja mélyrehatd valtozasokat okoz a limbikus
rendszer génexpresszidjaban, az agyi monoamin
szintekben és gatolja a BDNF protein expresszidt a
hippokampuszban. A fenti neurokémiai valtozasok
ravilagitanak a P2X7 receptor szerepére és felvetik
lehetséges terapias felhasznalasat depresszidban
és bipolaris betegségben.

E7-04

Gén és miRNS expresszio kozponti idegrend-
szeri demyelinisatioban

Molnéar V., 'Eder K., 2Vet§ S., 2Vince A., 2Abra,\hé]m
H., 3Banati M., “Palkovits M., 2Gallyas F., 3ILLES
Zsolt

1SE, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet,
Budapest; 2PTE, Biokémiai és Orvosi Kémiai In-
tézet, Pécs; 3PTE, Neuroldgiai Klinika, Klinikai és
Kisérletes Neuroimmunoldgiai Tanszék, Pécs; “SE,
Anatdémiai, Szévet- és Fejlédéstani Intézet, Buda-
pest

A kozponti idegrendszer egyik leggyakoribb
demyelinisatios korképe a sclerosis multiplex (SM).
Az SM hatterében részben autoimmun gyulladas
miatt demyelinisatio, illetve degenerativ folyamatok

kovetkeztében az oligodendrocytdk és az axonok
pusztulasa all. Jelen el6adas roviden ismerteti az SM
kisérletes adatainkat. Az SM autoimmun modelljé-
ben az egyik f6 autoantigén a myelin bazikus prote-
in (MBP). Humanizalt, kettés transzgén egérmodell
(MBP-specifikus T sejt receptor transzgén és HLA-
DRB1*1501 transzgén IA-deficiens hattéren) alkal-
mazasaval copolymereket terveztiink. A copolymer
immunizacidkisérletesagyveldgyulladassulyossagat
csokkentette, megvaltoztatta a gyulladésos plakkok
sejtosszetételét, a plakkok mMRNS expresszidjat és a
mikroglia transzgén MHCII expresszidjat. Egy masik
kisérletsorozatban miRNS expressziot vizsgaltunk a
corpus callosum demyelinisatiot indukald cuprizone
(CPZ) modell alkalmazasaval kézponti idegrendsze-
ri de- és remyelinisatioban. Kimutattuk, hogy a CPZ
modellezheti az SM III. patoldgiai altipusaban zaj-
16 oligodendrocyta pusztuldst: a demyelinisatiot az
emberi betegségben és az allatmodellben egyarant
a PARP aktivacidja, MAPK aktivacid, az AIF nuklearis
transzlokacioja és Akt foszforilacid jellemzi. Kisérle-
tinkben a corpus callosumot izolaltuk 4 hét CPZ ke-
zelést kovetben, illetve olyan egerekben, melyektdl
a CPZ kezelést megvontuk, igy remyelinisatit in-
dukaltunk. Demyelinisatio, majd 2 napos és 2 hetes
remyelinisatio miRNS profiljat hasonlitottuk 6ssze
kontroll csoporttal (Agilent miRNS-microarray 627
egér + 39 viralis miRNS meghatarozasa). A diffe-
rencidlt expressziét real-time PCR alkalmazasaval
validaltuk. A miRNS-ek expressziojat megvizsgaltuk
1, 2, 3, 5 és 6 hetes CPZ kezelés és remyelinisatiot
kovetGen is, és Gsszehasonlitottuk postnatalis 1, 3,
5, 7 10 és 14 napos egerek corpus callosumaban
zajlé fizioldégias myelinisatioval is. Eredményeink
arra utalnak, hogy a de- és remyelinisatio soran
részben a fiziolégids myelinisationak megfeleld
posztranszkripcios szabalyozé mechanizmusok ak-
tivalddnak.
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Poszterek

P1 - Genom instabilitas és karcinogenezis

P1-01
Lizil oxidaz enzimek gatlészereinek 6sszeha-
sonlité vizsgalata

1HAJDU Istvén, 2Kardos J., 3Major B., ‘Tomoéri T.,
1L 6rincz Zs., !Cseh S.

Targetex Kft., Dunakeszi; 2ELTE TTK, Biokémiai
Tanszék, Budapest; SMTA SZBK Enzimoldgiai
Intézet, Budapest

A lizil oxiddz enzimcsaldd tagjainak (LOX, LOXL1-
4) feladata az extracelluldris matrix egyes fehérjéi
lizin tartalmu lancainak deaminalasa, ami lehetové
teszi, hogy azok spontan keresztkotéseket alakitsa-
nak ki. Ez a folyamat nélkililozhetetlen a rugalmas
szovetek normalis mlkodéséhez, azonban a da-
ganatok attétképzédéséhez is jelentés mértékben
hozzajarul. Emiatt a LOX fehérjék célzott gatlasa
kilénb6z6 tumorok esetében is terapias jelentd-
séggel bir. Munkank soran célunk a LOX enzimek
gatldszereinek azonositasdra alkalmas eljarasok
kifejlesztése. Ehhez szlikséglink volt a kidolgozott
LOX esszék validaladsara alkalmas kontroll gatlo-
szerekre. A LOX enzimek kismolekulds gatldszerei
az irodalomban csak elvétve fordulnak eld, a ko-
z0lt gatlasi adatok hidnyosak és ellentmondasosak.
Ezért célul tlztik ki, hogy megvizsgaljuk az eddig
leirt LOX gatlészerek hatdsat a csalddba tartozoé
enzimeken. Irodalomkutatds alapjan a gatlészer-
ként leirt kismolekuldkat in vitro gatlasi tesztek-
ben megvizsgaltuk az enzimcsaldd rendelkezésre
all6 tagjain. Az eredményeink szerint a LOX csalad
prototipikus gatlészere, a béta-aminopropionitril
(BAPN) a LOX enzimet nem, viszont az 6sszes LOX-
szer( enzimet gatolja. A tovabbi ismert gatlésze-
rek, a teratogén hatdsu ditiokarbamatszarmazékok
és 2-merkaptopiridin-N-oxid az enzimcsalad 6sz-
szes tagjat gatolja. Ezen gatlészerek hatasme-
chanizmusa feltételezhet6en irreverzibilis, ezért a
reverzibilis inhibitorok fejlesztéséhez kevés infor-
macidét nyudjtanak, ahhoz mas megkozelitésre (pl.
homoldgiamodellezés és dokkolds) lesz szilikség.
Ett6l figgetlenll a vizsgalt gatldészerek hasznalha-
téak lesznek a nagyateresztOképességl szlirésben
kontroll anyagokként. Poszterlinkén be fogjuk mu-
tatni a LOX enzimek bioldgiai aktivitdsanak koveté-
sére alkalmazott esszét, illetve elemezni fogjuk a
vizsgalt gatldészerek hatékonysagat az irodalmi ada-
tokkal O0sszevetve. A fenti kutatds a Baross Gabor
Program keretében futé, OMFB-00254/2010 szer-
z6désszamu palyazat tdmogatasaval valosult meg.

P1-02

A dUTPAaz enzim létfontossagu a tuberkulo-
zis kérokozéjanak nem-fert6z6 modelljében,
Mycobacterium smegmatisban

1pécsi 1., IHIRMONDO Rita, 2Brown A.C., Lopata A.,
2Parish T., Vértessy G.B., 'Toth J.

IMTA Enzimoldgiai Intézet, Genom metabolizmus
és DNS javitas laboratérium, Budapest; 2Queen
Mary University of London, Barts and the London
School of Medicine and Dentistry, UK

A DNS integritdsa nélkllozhetetlen a helyes sejt-
osztddasi folyamatokhoz. A megfeleld genomi épi-
tokovek helyes aranyban valé el6forduldsa a sejt-
ben szamos enzimm(ikodés szabalyozdsa alatt all.
Az alacsony dUTP:dTTP aranyt a sejtben a dUTPaz
enzim aktivitasa biztositja, mely soran a dUTPaz a
dUTP hidrolizisét katalizdlja dUMP-vé és szervetlen
pirofoszfatta, ezaltal a DNS-be hibaként beépithe-
t6 uracil mennyiségét csokkenti, valamint eldallit-
ja a de novo dTTP szintézis prekurzorat, a dUMP-t.
Eukariétdkban 3 f6 utvonal létezik a dTTP eldalli-
tasara, mig mikobaktériumokban csak egy Utvonal
taldlhaté meg, mely a dUTPaz aktivitdsan alapul.
A mikobakteridlis dUTPaz enzimek magas szintl
homoldégiat mutatnak egymassal, illetve talalhaté
bennlik egy 6t aminosavbél all6 mikobaktérium-
specifikus inszert. Munkank soran a dUTPazt kdédold
gén (dut) létfontossagu fizioldgids szerepét kivantuk
bizonyitani in vivo a nem patogén Mycobacterium
smegmatis modellben, tovabba a mikobaktérium-
specifikus szerkezeti motivum fizioldgiai szerepét
is vizsgaltuk. Génkiltési stratégiaként a homoldg
rekombinaciéon alapuld ,flexibilis kazetta” mod-
szert alkalmaztuk. Dut génkilitott sejtvonalat csak
abban az esetben sikerllt azonositanunk, ha egy
funkcionalis dut gént biztositottunk a sejt szama-
ra. Tovabbi kisérleteink soran ezen letdlis dut mu-
tans fenotipust szerettiik volna menekiteni a spe-
cifikus inszertet nem tartalmazéd, loop-deléciés dut
mutdnssal. A kettés rekombinaciét kdvets szelek-
ci6 soran 88 koldnia tesztelése utdn nem tudtunk
loop-deléciot tartalmazd menekitett térzset izolalni
a dut-kittott hattérben. Eredményeink egyértelmd
genetikai bizonyitékként szolgalnak arra nézve,
hogy a dut génkiltés mikobaktériumban letalis.
Tovabba igazoltuk, hogy a mikobakterialis szerke-
zeti motivum nélkulézhetetlen a dUTPaz-funkcid
komplementaldsdhoz. Mivel ez a specifikus moti-
vum a human dUTPazbdl hianyzik, ezért ezt a mo-
lekula felszint felhasznalva hatékony és specifikus
antimikobakteridlis gydgyszer tervezhet6.

P1-03

Z1ZI, egy (j szerepl6é a DNS-hibak javitasa-
ban

JUHASZ Stilvia, Balogh D., Burkovics P.,

Haracska L.

MTA SZBK, Genetikai Intézet, Szeged

Az él6 sejtek OrokitGanyagat sokféle karositdé ha-
tas éri. A folyamatosan keletkez6 DNS-hibak el-
tavolitdsara szamos DNS-hibajavité rendszer ala-
kult ki, ilyen példaul a bazis kivagd hibajavitas, a
nukleotid kivago hibajavitas és a missmatch repair.
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A sejtciklus szintézis fazisdban viszont sziikség van
specialis DNS-hibajavitdé mechanizmusokra, mivel
a replikacios villdaban talalhatd DNS karosodas a
replikacios villa megakadasat okozza. A befejezetlen
replikacié pedig a sejt halalahoz vezethet. Ennek el-
keriilésére alakultak ki a posztreplikaciés hibajavito
utvonalak, amelyek képesek az elakadt replikacids
villa menekitésére. A DNS-hibajavitd mechanizmu-
sok vizsgéalata soran olyan még nem jellemzett fe-
hérjék utan kutatunk, amelyek részt vehetnek az
elakadt replikacids villa menekitésében. Megfigyel-
tlik, hogy az ismert DNS-hibajavitasban résztvevo
fehérjék egy csoportja hasonlé doménszerkezettel
rendelkezik. Ezért a szekvenciadatbazisban olyan fe-
hérjék utan kutattunk, amely tartalmazzak ezeket a
konzervalt doméneket. Ennek eredményeként azo-
nositottuk az altalunk ZIZI-nek elnevezett fehérjét.
Munkank soran célul tliztuk ki, hogy megvizsgaljuk
ezt az ismeretlen fehérjét, hogy szerepet jatszhat-e
a DNS-hibak javitasaban. In vivo kisérletekkel si-
kerilt kimutatnunk, hogy az altalunk vizsgalt ZIZI
fehérje valéban szerepet jatszik a DNS-hiba javitas
soran a replikacids villa menekitésében.

P1-04
Nem hagyomanyos helikaz a DNS-hibajavitas
szolgalataban

1KOCSIS Zsuzsa, 2Pintér L., 2Haracska L.,

1Kovacs M.

IELTE, Biokémia Tanszék, Budapest; 2MTA SZBK,
Genetikai Intézet, Szeged

A DNS megkettézését végz6 replikacios villak
gyakran megtorpannak kilonb6z6 DNS-karosi-
té korulmények kovetkeztében. Amennyiben a
hiba nem javitodik, az a villa 6sszeomlasahoz
és a sejt apoptdzisahoz vezet. Az élesztégomba
(Saccharomyces cerevisiae) - emberi homoldgokkal
is rendelkez6 - Rad5 fehérjének az egyik legfonto-
sabb DNS-javitdé mechanizmusban, a replikacids
villa kiforditdsdban van szerepe: a kiforditashoz
szlikséges szalszétvalasztast és szalparositast
(anellalast) is végez. A Rad5 nem rendelkezik kano-
nikus helikaz-aktivitassal: egyszer( kétszali DNS-
en nem képes szalszétvalasztasra, azonban elagazo,
villaszer(i strukturakat bont. A fehérje ATP-lebontd
(hidrolizald) képességét vizsgalva megallapitottuk,
hogy klilonbség van a duplaszall és egyszali DNS-
ek altal okozott aktivitas-névekedésben. A kétszalu
DNS erGsebben aktivalja a Rad5-6t, és kisérleteink
szerint ehhez hasonlé a masodlagos szerkezetet
mutato szubsztrat hatasa. Eredményeinkbdl adodik
tovabba, hogy a Rad5 kérilbelll 60 bazispar hosz-
szUsagban koti a DNS-t. Hatarozott hosszfiiggés
sem a dupla, sem az egyszali DNS hatasaban nem
volt észlelhet6, ami sebesség-meghatarozdé kezdé
vagy befejezl lépés hianyara utal. Jelenleg egysze-
ri atviteles kisérleteinkben vizsgaljuk, miként vezet
az ATP-hidrolizis hajtotta duplaszali DNS transzlo-
kacio a bonyolult DNS szerkezetek feloldasahoz.

P1-05
DNAPKGcs fiigg6 transzkripcionalis csendesi-
tés a kettds szali DNS torés soran

PANKOTAI Tibor, Bonhomme C., Soutoglou E.
Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et
Cellulaire (IGBMC), Strasbourg, France

A DNS kett6s szalu torések hibas javitasa soran
kialakulhatnak olyan kromoszéma transzlokaci-
ok, melyek a sejtciklus szabalyozas elvesztéséhez,
majd rakos folyamatok kialakulasahoz vezethet-
nek. A mar kialakult kettés szald DNS torések ja-
vitdsa alatt a sejteknek szlineteltetni kell az adott
DNS templaton mar folyamatban Iévé transzkripciot
vagy replikaciot. Munkam célja volt megérteni mi
torténik a transzkripcioval a kett6s szalll DNS to-
rések hibajavitasa alatt. A kettds szald DNS torés
RNS polimeraz II altal atirt régioban torténd aktiva-
lasa soran azt taldltuk, hogy a transzkripcié leall az
adott génen a kettds szalu DNS torés kijavitasanak
ideje alatt, majd a javitas befejezése utan Ujrain-
dul. Kimutattuk tovabba, hogy a transzkripcié le-
allasahoz a DNAPKcs fehérje kinaz aktivitédsa elen-
gedhetetlen, mig tovabbi kindzok, mint az ATM es
ATR nem szikségesek. ChIP kisérletekkel igazoltuk,
hogy az RNS polimeraz II eltavolitasra keril a DNS
javitas soran, és mind a transzkripcié elongacioja,
mind az inicidcidja gatolt. Specifikus inhibitorok es
siRNS csendesités segitségével bizonyitottuk, hogy
az RNS polimeraz II proteaszémalis degradacio at-
jan kerll eltavolitasra. Kimutattuk tovabba, hogy a
DNAPKcs fehérje hianyaban - habar a kettds szalu
DNS torés megtortént — a transzkripcio folyamatos,
az RNS polimeraz II templatként hasznalja a torott
DNS szalat, es a DNS térésen is képes tovabbjutni.
Eredményeink a DNAPKcs fehérje (j, esszencialis
funkcidjara mutatnak ra a kettds szali DNS torés
javitasa alatt aktivalodd transzkripcionalis csende-
sités soran.

P1-06
Oligomerek magi transzportja: NLS-importin
sztoichiometria dUTPazok esetében

RONA Gergely, Pélinkas H., Borsos M., Vértessy B.
MTA Enzimoldgiai Intézet, Genom Metabolizmus és
Javitas Csoport, Budapest

EIG szervezetekben a genomi integritds megérzését
szamos fizioldgiai folyamat latja el. Ezek k6zott a
dUTPaz enzim a dUTP-t dUMP-vé és pirofoszfatta
hidrolizalja, biztositva ezzel az alacsony sejtbeli
dUTP/dTTP aranyt és a genom uracilmentességét.
Az enzim tObb szervezetben esszencidlis, hianya
sejthalalhoz vezet, ami igéretes terapias kiinduld-
pont lehet szdmos gyakori megbetegedés és kor-
kép kezelésében (pl. tuberkuldzis, malaria vagy
a tumoros elvaltozasok). A 40 kDa-nal nagyobb
fehérjék aktiv magi transzportjat az importin
receptorcsalad tagjai latjak el, a cargd fehérje
NLS szignaljan keresztiul. A dUTPazok altalaban
homotrimer enzimek (mint amilyen a Drosophila
melanogasteré is), melyek igy harom azonos NLS
szignallal rendelkeznek. A Drosophila virilis azon-
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ban egy egyedi dUTPazzal rendelkezik, amit harom
kovalens Uton Osszekotott monomer épit fel, egy
ugynevezett pszeudo-heterotrimert alkotva, amely
azonban csak egy NLS szignalt tartalmaz. Mes-
terséges uton elGallithaté ebbdl egy homotrimer
dUTP4az is, ami ennek okan mar harom NLS szig-
nalt fog hordozni. Célunk az importin-cargo fehérje
sztoichiometridjdnak vizsgalata. Ehhez kiilénb6z6
biofizikai (ITC, nativ-gélelektroforézis) és sejtbe-
li mddszereinkkel kovetjik a D. virilis pszeudo-
heterotrimer és a homotrimer dUTPaz importin-
a-val valé komplexalédasat. A magi akkumulacié
hatékonysagat rovar és emlbs sejtvonalakon is

teszteltik, kiilonb6z6 fluoreszcens riporter fehérjé-
ket alkalmazva. Az in vitro eredmények in vivo re-
levancidjat D. virilis és D. melanogaster rovarokban
vizsgaltuk, immunhisztokémiaval kdvetve az endo-
gén dUTPaz lokalizaciéjat. Azt tapasztaltuk, hogy
a D. virilis pszeudo-heterotrimer dUTPaza kevésbé
halmozddik fel a magban. Az eredmények tiikrében
felmerlil a kérdés, hogy vajon a D. melanogaster
altal kodolt két kilon kompartmentumba (magba
és citoplazmaba) lokalizalodé dUTPaz izoformak
funkcidjat helyettesitheti-e a D. virilis egyetlen
izoformaval, csupan az elérheté NLS szignalszam
megvaltoztatasaval.

P2 - Biokémiai analitika

P2-01

Investigation of protein acetylation and
poly(ADP-ribosyl)ation by synchrotron FTIR
microspectroscopy

1Brunyanszki A., 1Szantd M., Fodor K., 2Sandt C.,
2p, Dumas, 'BAI Péter

IDE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;
2Smis Beamline, Synchrotron Soleil, France

Fourier transform infrared (FTIR) microspectroscopy is
a vibrational spectroscopy technique which can used as
a diagnostic tool for characterising the composition and
structure of cellular components within cells. We have
recently described a correlation between poly(ADP-ribose)
polymerases and the class III deacetylase SIRT1 that
prompted us to set up a method for the simultaneous
determination of poly(ADP-ribosyl)ation (PARylation) and
protein acetylation. We utilized C2C12 myoblasts and
A549 cells in our experiments. After treatment with the
appropriate agents cells were fixed in 4% formaldehyde
and were applied on Mirr IR low-e microscope slides. FTIR
spectra of single cells were obtained and analyzed at SMIS
beamline at Soleil Synchrotron by PLSDA multivariate
component analysis. To assess protein acetylation
trichostatin A (TSA, an inhibitor of protein deacetylases)
and resveratrol (RSV, an inductor of protein deacetylases)
were used. Changes in the 1100-1050 cm* range showed
good correlation with the induction, or inhibition of pro-
tein acetylation. We performed time course and dose-
dependence experiments. Time course experiments with
TSA and RSV have shown correlation between time elapsed
and change in the respective component. We continued
our experiments by investigating the dose-dependence of
the signal. We performed measurements 3 and 24 hours
post-treatment and for TSA we revealed reliable dose
dependence. To assess PARylation we applied control,
poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) and poly(ADP-
ribose) glycohydrolase (PARG) knockdown A549 cells as
those present the two ends of the PARylation scale. Cells
were challenged with 500 uM H202 (10 min). The 1150-
1050 cm-1 range displayed characteristic changes when
we compared the PARP-1 knockout unstimulated and the
PARG knockout stimulated cells. However, it did not show
good correlation with further samples. Supported by Bolyai
fellowship (PB); NIH FR-26/2009, Baross program Seahorse
grant; OTKA PD8347.

P2-02

A doménzardédas mechanizmusanak atomi
szintli leirdsa a dimer thermus thermophilus
3-izopropilmalat dehidrogenaz (IPMDH) ese-
tében

IGRACZER Eva, 2Merli A., 3Singh R.K., *Karuppa-
samy M., 1Zavodszky P., °Weiss M.S.,

Vas M.

IMTA Enzimoldgiai Intézet, Budapest; 2Parmai
Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tan-
szék, Italy; 3SNemzeti Kémiai Laboratdrium, India;
‘Leideni Egyetemi Orvosi K6zpont, Molekularis
Sejtbiolégia, Elektronmikroszkdpia Osztaly, Hollan-
dia; *Helmholtz-Centrum Berlin, Makromolekularis
Krisztallogréfia (BESSY-MX), Germany

A fehérjék mi(ikédése koézben szamos mono-
mer és dimer fehérje esetén figyelték mar meg
a doménmozgasokat, de ennek mechanizmu-
sa tébbnyire még felderitetlen. Az izopropilmalat
dehidrogenaz két azonos alegységbdl felépulé en-
zim, melynek mindkét polipeptidlanca két doménbdl
épul fel. Az IPMDH klénb6z6 kristalyszerkezetei-
nek Osszehasonlitdsa alapjan a domének egymas-
hoz viszonyitott helyzete a zart és nyitott széls6
allapotok kozott valtozik. Mindezek alapjan feltéte-
lezhetd, hogy a doménzarddasnak jelentés szere-
pe van az IPMDH katalitikus ciklusa soran. A k-
16nb6z6 IPMDH-szubsztrat komplexek szerkezete
rontgenkrisztallografids modszerrel lett meghata-
rozva. A szubsztrat indukalta konformacids valto-
zasok lehetséges molekularis mechanizmusanak,
valamint az IPMDH altal katalizalt reakcié szerke-
zeti hatterének leirdsat a molekularis grafikai ana-
lizis tette lehetévé. A konzervativ oldalldncok kol-
csOnhatdsai szubsztratok jelenlétében bekdvetkezd
megvaltozdsanak feltérképezése két f6 csukld-ré-
gié megallapitdsahoz vezetett: a csukld 1 az alfa-d
és a béta-F, mig a csuklé 2 az alfa-h és a béta-E
szerkezeti elemek kodzott helyezkedik el. Az anali-
zis kimutatta, hogy a MnIPM komplexnek jelentds
szerepe van ezen csuklo-régidk iranyitdsaban. A
NADH szubsztrat szintén részt vesz a domének za-
rodasaban, de sokkal kisebb mértékben. Mindemel-
lett az alegységkodlcsdnhatasok is hozzajarulnak a
domének zarodasahoz. A domének és az alegysé-
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gek kozétti nagymértékl kooperativitds ramutat a
szerkezet-funkcidé komplex Gsszefliggéseire.

P2-03

Gliikk6z metabolizmus vizsgalata ischaemia
reperfiizié utan *H-13C HSQC NMR spektro-
szkopiaval

IKRISZTA Gabor, 'Nagyné Kiss Gy., 3Szakacs Z.,
Berente Z.

1PTE, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs;
2Richter Gedeon Nyrt., Szerkezetkutatasi Osztaly,
Budapest

A szivizomsejtek glliikdzfelvétele ischaemias alla-
potbdl visszatérve jelentésen megnovekszik, mi-
vel a fizioldgids koriulményektdl eltéréen a sejtek
szubsztratszelekcidja megvaltozik és nem zsirsa-
vakbol, hanem gyorsabban atalakithatd glikozbol
fedezik a fellép6 energiaigényt. Ez a jelenség az
irodalombdl is ismert és kisérletileg is sikerllt rep-
rodukalnunk. Korabbi kisérleteinkben Langendorff
szerint perfundalt patkanyszivben vizsgaltuk sza-
mos PARP-gatlé hatdsat az ischaemia reperflzio
utdn megnovekvd glikozfelvételre. A HO-3089
nev( vegylletnél azt taldltuk, hogy a tobbi PARP-
gatloval szemben nem csokkentette, hanem tovabb
novelte a glikozfelvétel sebességét. A perfundalt
szivizomsejtek ischaemia utani reperflzios fazisban
gyorsfagyasztason estek at, majd frakcionalas és
extrakciéd utan NMR csObe keriiltek. Az értékelhetd
spektrumokhoz a természetesnél nagyobb koncent-
az alkalmazott oldathoz univerzalisan 13C-jelolt gli-
kozt adtunk. A jelet adé atomok megjelennek az
anyagcsere termékeiben, lehetévé téve az egyes
metabolitok detektalasat és félkvantitativ megha-
tarozasat. Ennek a modszernek a lényege, hogy a
1H-ok és a 3C atommagok térbeli kapcsoltsagat de-
riti fel, informaciét adva az adott molekula térszer-
kezetérdl és osszetételérél. A bemutatandé mun-
ka célja az volt, hogy kideritsik a HO-3089 mely
anyagcsereutak fluxusaban okoz névekedést illetve
csbkkenést posztischaemias szivben.

P2-04

Trp és Arg aminosavakban gazdag
antimikrobialis peptidek konformaciés minta-
zatainak tanulmanyozasa

LEITGEB Baldzs

MTA SZBK, Biofizikai Intézet, Szeged

Az indolicidin  és  tritrpticin  antimikrobialis
tridekapeptidek, amelyek széleskorli antibakterialis
és antifungalis hatassal rendelkeznek, ugyanakkor
hemolitikus aktivitast is mutatnak. Az aromas és ba-
zikus aminosavak mellett mindkét peptid tartalmaz
Pro aminosavat is, igy az Xaa-Pro peptidkétések
esetén fellépd cisz-transz izomérianak medfelel6-
en ezen molekuldk esetében tobb sztereoizomert
kllonboztethetiink meg. Az indolicidin és tritrpticin
sztereoizomereire vonatkozdéan molekuladinamikai
(MD) szamitasokat végeztem el, hogy tanulmanyoz-
zam a cisz-transz izomérianak a peptidek térszer-

kezeti sajatsagaira kifejtett hatdsait, valamint hogy
azonositsam a sztereoizomerek jellegzetes konfor-
macids mintazatait. Egyrészt azt vizsgaltam, hogy a
peptidek milyen térszerkezeti tulajdonsédgokat mu-
tatnak az MD szimulaciok soran, masrészt pedig,
hogy ezek a konformacids sajatsagok hogyan val-
toznak az id6 fuggvényében. A sztereoizomerek ese-
tén meghataroztam az adott szekvenciaszakaszokra
jellemz6, kulénboz6 tipusu B-turn strukturakat (I,
III és VI tipusu B-turn-6k). Emellett azonositottam
a turn szerkezetek stabilizalasaban fontos szerepet
jatszd intramolekuldris kodlcsonhatasokat (H-koté-
sek és prolin-aromas kolcsonhatasok). Ezek kozdl
a molekulagerinc NH és CO csoportjai kozétt kiala-
kuld i«i+3 H-kotések az I és III tipusu B-turn-ok
szerkezetének stabilizalasaban jatszanak jelentGs
szerepet, mig a prolin-aromas koélcsénhatasok a VI
tipust B-turn-6k szerkezeti stabilitdsahoz jarulnak
hozza. Az MD szamitasok alapjan megallapithato,
hogy az indolicidin és tritrpticin sztereoizomerei
jellegzetes konformacios mintazatokat mutatnak,
amelyek megjelenése G6sszefliggésben van az Xaa-
Pro peptidkotések esetén fellépé cisz-transz izomé-
ridaval. A munka az Orszagos Tudomanyos Kutatasi
Alap (OTKA PD 78554) és a Bolyai Janos Kutatasi
Oszténdij tdmogatasdval késziilt.

P2-05

Ala-tartalmu indolicidin analégok térszerke-
zeti sajatsagainak vizsgalata molekuladina-
mikai moédszerekkel

LEITGEB Balazs
MTA SZBK, Biofizikai Intézet, Szeged

Az indolicidin a szarvasmarha neutrofil
granulocitaibol izolalt antimikrobialis peptid, amely-
nek antibakteridlis és antifungalis hatasa rendki-
vil széles kérben mutatkozik meg, emellett pedig
hemolitikus és antiviralis aktivitassal is rendelke-
zik. Az indolicidin harom Pro aminosavat tartalmaz,
amelyeknek jelentGs szerepe van a peptid térszer-
kezetének meghatarozasaban és kialakitasaban. A
korabbi vizsgalatok eredményei azt mutattak, hogy
a Pro aminosavak Ala-nal torténé cseréje kovetkez-
tében az Ala-tartalmd indolicidin analdégok eltérd
antimikrobialis hatast mutattak. Munkam soran azt
tanulmanyoztam, hogy milyen hatast gyakorol a Pro
aminosavak Ala-nal torténd cseréje az indolicidin
térszerkezeti tulajdonsagaira. Az Ala-tartalmu ana-
l6gok esetén molekuladinamikai (MD) szamitasokat
hajtottam végre, amelyek alapjan kulonb6zé kon-
formacids sajatsagok megjelenését, illetve ezek
id6beli valtozasait vizsgaltam. Az egy vagy tobb Ala
aminosavat tartalmazoé peptidek esetében tanulma-
nyoztam a kilonb6z6 masodlagos szerkezeti ele-
mek (B-turn és helikalis struktirak) el6fordulasat.
Emellett a kllonféle intramolekularis kdlcsénhatas-
ok (H-kotések, aromas-aromas, prolin-aromas és
kation-pi kolcsonhatasok) jelenlétét is vizsgaltam,
amelyek fontos szerepet téltenek be a konformaci-
0s allapotok térszerkezetének stabilizalasaban. Az
MD szimulacidk eredeményei azt mutattak, hogy az
indolicidin Ala-tartalmd analdgjai karakterisztikus
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konformécios sajatsagokkal rendelkeznek. Tovab-
ba az is megallapithatd volt, hogy a masodlagos
szerkezeti elemek és intramolekularis koélcsénha-
tasok jelenléte nemcsak az Xaa-Pro peptidkotések
esetén fellépl cisz-transz izomériaval, hanem a Pro
aminosavak Ala-nal térténd cseréjével is Gsszeflig-
gésben allt. A munka az Orszagos Tudomanyos Kutatasi
Alap (OTKA PD 78554) és a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij
tamogatasaval késziilt.

P2-06

Antimikrobialis peptidek palindrom szakasza-
inak konformacio-analizise és térszerkezeti
jellemzése

LEITGEB Balédzs, Hudoba L., Rakhely G.
MTA SZBK, Biofizikai Intézet, Szeged

Az antimikrobidlis peptidek koz6tt megfigyelhe-
ték palindrom szakaszokkal rendelkez6 moleku-
lak, és ezek a jellegzetes palindrom szekvenciak
nemcsak a térszerkezet kialakitasa szempontjabdl
birnak nagy jelent6séggel, hanem a bioldgiai ha-
tas tekintetében is fontos szerepet télthetnek be.
Ezen antimikrobialis peptidek kézé egyrészt apola-
ris aminosavakban gazdag (pl. decoralin, temporin
C, temporin 1Pra, temporin 1TSb és temporin
1DYa), masrészt pedig Pro-tartalmu (pl. indolicidin,
tritrpticin, metalnikowin IIA és metalnikowin III)
molekuldk tartoznak. Az emlitett peptidek palind-
rom szakaszai esetén végeztlink el egy atfogo kon-
formacid-analizist és térszerkezeti jellemzést a szi-
mulalt anellacié (SA) mddszerének alkalmazasaval.
Az SA szamitasokbdl kapott konformerek esetében
megvizsgaltuk az el6forduld masodlagos szerke-
zeti elemeket, és kulonbozo tipusu turn struktura-
kat, illetve helikalis szerkezeteket azonositottunk.
Emellett meghataroztuk azokat az intramolekula-
ris koélcsonhatasokat (H-kotések, aromas-aromas
és prolin-aromas kélcsénhatasok), amelyek fontos
szerepet jatszanak a palindrom szekvenciak konfor-
maciods allapotainak stabilizalasdban. A decoralin,
az indolicidin és a tritrpticin palindrom szakaszai
esetén kapott eredményeink 6sszhangban vannak
a peptidek teljes szekvenciajara vonatkozo korabbi
megfigyelésekkel. A temporinok és metalnikowinok
palindrom szakaszai esetén kapott térszerkeze-
ti adataink mindenféleképpen hasznosak, ugyan-
is ezen peptidek szerkezetére vonatkozdan eddig
semmiféle adat nem allt rendelkezésre az iroda-
lomban. A munka az Orszagos Tudomanyos Kuta-
tasi Alap (OTKA PD 78554) és a Bolyai Janos Kuta-
tasi Osztdndij (L.B.), illetve a Richter Gedeon Nyrt.
(H.L.) tAmogatasaval készlilt.

P2-07

Fehérjekrisztallografias vizsgalatok a
Thermus thermophilus 3-izopropilmalat
dehidrogenaz (IPMDH) Gj enzim-szubsztrat
komplexein

1PALLO Anna, 2Graczer E., 3Merli A., 2Zavodszky P.,
2Vas M., “Weiss M.S.
IMTA KKK, Budapest; 2MTA Enzimoldgiai Intézet,

Budapest; 3Parmai Egyetem, Biokémiai és Moleku-
laris Biolégiai Tanszék, Italy; *Helmholtz-Centrum
Berlin, Makromolekularis Krisztallografia, Germany

Az IPMDH enzim fontos szerepet jatszik a bakté-
riumok és novények leucin bioszintézisében. Az
enzim az izopropil-malatot (IPM) 2-izopropil-oxo-
pirosz6lésavva oxidalja Mn?* jelenlétében, mig a
NAD+ kofaktort NADH-va redukalja. A folyamat
kbézben az enzimet alkoté domének egymashoz ké-
pest jelentés mértékben elmozdulnak. A nativ apo
enzimen kivial annak Mn2* ionnal, Mn*IPM illetve
NADH-val kulon-kilon alkotott komplexei kristaly-
szerkezetét mar korabbi munkakban jellemezték. A
kvaterner komplex és Uj szubsztrat/kofaktor szer-
kezetek leirdsa azonban hozzasegithet ahhoz, hogy
jobban megismerjlik az enzim muikodési mecha-
nizmusat és a doménmozgasok funkcidoban betol-
tott szerepét. Az Uj komplexeket fligg6é csepp maod-
szerrel kristalyositottuk. A kicsapdszer és szerves
val optimalizaltuk kristalyositasi korialményeket. A
kedvez6 fagyas érdekében a kristalyokat megfelel6
krio-protektiv oldatokba helyeztlik, majd folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk. A rontgendiffrakcds
adatgy(ijtést a BESSY-MX szinkrotron sugarforra-
sanal végeztik. A reflexiékat az XDS programmal
indexaltuk, skalaztuk és integraltuk. A korabban
megismert szerkezeteket kiindulasi modellként hasz-
naltuk a szerkezetfinomitashoz, illetve a MOLREP
programmal végzett molekularis helyettesitéshez.
A szerkezetfinomitashoz a REFMAC5 programot,
a manualis modellépitéshez pedig a COOT prog-
ramot hasznaltuk. A szerves adalékanyagok meg-
valtoztattak a kristdlyok habitusat, ezaltal szorasi
képességuket. A kristalyositdshoz magas koncent-
racioban adtunk a fehérjéhez az IPM szubsztratot
és a kofaktorokat, a Mn?* iont és a NADH-t, ezaltal
kristalyositani tudtuk az IPMDH kvaterner komple-
xét, amely a domének zartsagaban jobban hasonlit
az Mn*IPM komplexre, mint a gyenge inhibitorral,
a bicinnel képzett kvaterner komplexre. A 2,5 R-nél
nagyobb felbontasu szerkezet lehet6vé teszi a fe-
hérje és ligandumai koézti kdlcsénhatasok jellemzé-
sét.

P2-08

Fehérje interakcidés halézatok predikcidja
geometriai hash-selés hasznalataval
SZERENCSI Balézs, Banky D., Ordog R.,
Grolmusz V.

ELTE, Protein Information Technology Group,
Budapest

A NASCENT elnevezésl, fehérje-fehérje interakcids
(tovabbiakban PPI) halézatokat generald eszkozin-
ket mar korabban bemutattuk (Daniel Banky, Rafa-
el Ordog, Vince Grolmusz: NASCENT: An automatic
protein interaction network generation tool for non-
model organisms, Bioinformation 3/8: 361-363,
2009). Ezen szoftverink segitségével barmely ke-
vésbé feltérképezett organizmusnak eldallithatjuk a
fehérje-fehérje fizikai interakcios halozatat, egy mar
tanulmanyozott és jol ismert modell él6lény haldza-
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tanak felhasznalasaval. A fizikai interakciok feltérké-
pezése a megegyez6 génnevek és/vagy szekvencia
illesztés segitségével torténik. Poszterlinkon egy Uj
megkozelitést mutatunk be a PPI haldzatok becslé-
séhez, mely a krisztallograffal meghatarozott fehér-
je térszerkezetek geometriai hash-selésén alapszik.
A NASCENT a széamitdsokhoz a PPI adatbazisokbdl
(pl. IntAct, MINT, DIP) lekérdezett modell organiz-
musok fehérje interakcidés adatait hasznalja fel. A
forras és cél fajokhoz tartozé fehérje informaciok
a SwissProt és/vagy TrEMBL adatbazisokbdl szar-
maznak. A fehérjék hdromdimenzids szerkezetét az
RCSB Protein Data Bank segitségével hatarozzuk
meg. A UniProtKB-beli szekvenciakat megfeleltetjlik
a PDB adatfajloknak. A Protein Data Bankban fellel-
het6 fehérjéket egy geometriai hash-tablava alakit-
juk, melynek segitségével azonosithatjuk a hasonlé
molekulakat. Egy bizonyos kiiszobérték felett a fe-
hérjéket hasonld funkcidjuaknak tekintjik. Ezt kap-
csolatot hasznaljuk fel PPI predikciés modszeriink
tovabbfejlesztéséhez. Az interneten fellelhetd adat-
halmazok gyors feldolgozasa érdekében, a progra-
munk képes bizonyos, gyakran hasznalt értékeket
hozzarendelni a PPI graf fehérjéihez, igy mint név,
aminosav-szekvencia, valamint kiils6 adatbazisokra
vald hivatkozasok (pl. PubMed, RefSeq).

P2-09
C60 fullerén szoveti megoszlasanak és szo6-
vetkarosité hatasanak vizsgalata egérben

1 endvai Z., 2VETO Séra, 3Csala J., 2Jdmbor E.,
2Mark L., 3Pajor L., 20hmacht R.

IPTE KK, Radioldgiai Klinika, Pécs; 2PTE AOK,,Bio-
kémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs; 3PTE AOK,
Patholdgiai Intézet, Pécs

1985-0s felfedezésiik 6ta a C60 fullerének bioldgiai
és orvosbioldgiai alkalmazasara szamos elképzelés
szliletett, azonban megfeleld, nem toxikus olddszer
hidnyaban nem sikerilt biokompatibilis, nativ C60
alapl valddi oldatot eldallitani, ami akadalyozta
mind élettani hatasainak, mind toxicitasanak ta-
nulmanyozasat. Korabbi munkank soran kulénféle
novényi olajok segitségével nativ C60 fullerén ol-
datokat allitottunk el6, most pedig C57Bl/6 ege-
reknek nagy dozisban intraperitonealisan adott
olivaolajban oldott C60 fullerén széveti megosz-
lasat és szOvetkarosité hatasat vizsgaltuk MALDI-
TOF MS és szovettani mddszerekkel. 5 nap kezelés
utan a legnagyobb mértékben az egerek tlidejében,
majaban, kisebb mértékben veséjében és lépében
akkumulalédott a C60 fullerén, mig sem vérbdl,
sem az allatok agyabdl nem sikerilt azt kimutatni.
Bar az olivaolajban oldott fullerén nem volt akutan
toxikus hatasu, az allatok majaban kis- és nagy-
cseppes elzsirosodas, veséjében ugyancsak zsiros
degeneracid, mig tiidejében toxikus behatasra uta-
I6 hyalinmembran képz6déssel jaré pneumonitis és
lipidfelhalmozddas volt megfigyelhet6. Az elvalto-
zasok kozil a csak oldodszerrel (olivaolaj) kezelt al-
latok esetében csak a szervek elzsirosodasa alakult
ki. Eredményeink arra utalnak, hogy az olivaolajban
oldott nativ C60 fullerén elsGsorban a parenchymas

szervekben halmozddik fel, a vérbdl kiurtl és a
vér-agy gaton nem jut at. Nagy ddézisban adva az
olivaolaj énmagaban is szdmos szerv elzsirosoda-
sadhoz vezet, a C60 fullerén hatésara pedig toxikus
pneumonitis alakul ki egerekben.

P2-10

Agilent Bravo AssayMap -
mikrokromatografias mintael6készito plat-
form fehérje, illetve proteomikai alkalmaza-
sokhoz

ZALKA Anna
Kromat Kft., Budapest

A mintael6készités kulcsfontossagu szerepet jatszik
fehérje vagy proteomikai mintak analitikajaban. Az
eddig hasznalatos preparaldsi modszerek a fehér-
jék fizikai (molekulaméret, toltés, hidrofobicitas)
vagy affinitasi tulajdonsagait, illetve ezek kombina-
cidit hasznaljak ki, individudlisan kezelve a minta-
kat. A proteomika sajatossagabol adédo lecsokkent
mintatérfogat és a megnovekedett mintaszam a
robotizacio felé tereli a jelenlegi fejlesztéseket. Je-
len munka az Agilent Technologies Inc. legujabb fej-
lesztését, az AssayMap mikrokromatografias robot
platformot mutatja be. Az AssayMap technoldgia,
kulénb6z6, hagyomanyos vagy egyedi kromatog-
rafias toltettel ellatott, az Agilent Bravo folyadék-
kezeld robotra illeszthetd mikrooszlopokat hasznal
mintael6készitésre. A Bravo specialis AssayMap
pipettazé fejében lévo fecskendGk segitségével a
mikrooszlopokon torténé folyadék aramlas szigoru-
an egyiranyl és széles, 1ul/perc-100ul/mp (max.
15bar) aramlasi sebességtartomanyban szabalyoz-
hatd. Ezzel a megoldassal valddi kromatografias el-
valasztas érhet6 el, szemben pl. az SPE oszlopokon,
gyakran kétiranyu folyadékmozgatassal, torténd el-
valasztassal. Az Assaymap platformon hasznalhato
mikrooszlopok 1-200ul minta, moso oldat, eluens,
stb. befogadasara képesek, az oszlopok atlagos ka-
pacitasa 100ug célfehérje, vagy fehérjekeverék. A
mikrooszlopok tébbszor hasznalhatéak. Az Agilent
Bravo AssayMap robotizalt platform 1-96, 1-384,
illetve 1-1536 minta kezelésére alkalmas parhuza-
mosan, az aktualis felhasznaloi igényekhez igazod-
va. Az Agilent AssayMap mikrooszlop téltet portfolio:
ProteinA, IEX, HIC, C8, C4, PS, specific antibody,
specific capture molecule, IMAC, tripsin, PNGase,
protedzok, glikozidazok, lipazok, Streptavidin,
custom toltetek, wide pore és non porous kivitelben.
Hasznalhatdk elsésorban, de nem kizardélagosan,
fehérje, (pl. antitest) proteomikai mintakhoz. Tipi-
kus alkalmazasok: minta tisztitas, ¢sszfehérje ki-
vonas, specifikus fehérje kivonas, antitest capture,
antigén capture, kis molekula capture, gyors ELISA,
on-column emésztés.
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P3 - Membran és citoszkeleton

P3-01

A protein foszfataz 2A (PP2A) szerepe a
B-catenin defoszforilaciojanak szabalyozasa-
ban endothel sejtekben

KASA Anita, Gergely P., Csortos Cs.
DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

Az endothel sejtek barrier funkcidjanak szabalyo-
zasaban fontos szerepe van a citoszkeletalis és
sejtkapcsold fehérjék reverzibilis foszforilacidjanak.
Irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy az endothel
monolayer integritasat biztositd adherens sejtkap-
csolé fehérjék, a VE-cadherin és a B-catenin Ser/
Thr oldalldncokon foszforilalédd fehérjék, azonban
defoszforilaciojuk kevésbé ismert. Ezért munkank
céljaul tliztuk ki a PP2A regulator B alegységek sze-
repének vizsgalatat a citoszkeletalis fehérjék illet-
ve a B-catenin defoszforilacidjanak szabalyozasa-
ban. Marha tidé6 artéria endothel sejteket (BPAEC)
PP2A B konstrukttal transzfektaltunk. A regulator
alegységet overexpresszald sejtekben jelentGsen
lecsokkent a foszfo-B-catenin a Ser552 és a Ser675
oldallancokon. Ezutan sikeresen elvégeztik a Ba
csendesitését az izoformara specifikus siRNS-sel,
majd a csendesitett sejteken kiilonb6z6 kezelése-
ket alkalmaztunk. Kimutattuk, hogy a kontroll sej-
tekben a forskolin erésitette a barrier funkciét, mig
nokodazol és thrombin hatasara rések alakultak ki
a sejtek kozott, a sejtkapcsolatok felbomlottak. A
csendesitett sejtekben a B-catenin szintje lecsok-
kent a membranban, a sejtkapcsolatok mar a ke-
zeletlen sejtekben is sériltek. Ezt a hatast tovabb
erOsitette a nokodazol illetve a thrombin kezelés.
Igazoltuk, hogy a B alegység deplécidja megndvel-
te a B-catenin foszforilacios szintjét a Ser552 ol-
dallancon, mig a Ser675 oldallanc esetében nem
tapasztaltunk valtozast. Eredményeink szerint a
PP2A B deplécidja hatadssal van a citoszkeleton ele-
meinek szervezddésére is. A csendesitett sejtek-
ben a tubulin destabilizalédott, illetve a kortikalis
aktin meger6sddott, és stresszkabelek alakultak ki.
Mindezekbdl arra kovetkeztetliink, hogy a PP2A B
alegység szabalyozza a B-catenin defoszforilacidjat
és a citoszkeletalis fehérjék szervez6dését, ezaltal
az endothel barrier funkcidjat. Munkankat az OTKA
CNK 80709 palyazat tamogatta.

P3-02
A miozin foszfataz szabalyozasa kalcineurin-
katalizalt MYPT1 defoszforilaciéjaval

1KOLOZSVARI Bernadett, 2Kiss A., 'Bécsi B.,
1Erdédi F., 'Gergely P., 1Bako E.

IDE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;
2MTA-DE Sejtbioldgiai és Jelatviteli Kutatécsoport,
DE OEC Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

Az endotél sejtek (EC) konfluens monolayert alkot-
nak az erek bels6 falan. A citoszkeleton elemeinek
atrendezG6dése, az aktin-miozin kélcsénhatas valto-
zdsai meghatarozzak az EC alakjat és a vascularis
barrier integritasat. Trombin hatasara az EC kont-

rakcidja figyelhetd meg, ezdltal a sejtek kozott
hézagok jonnek létre, a barrier funkcié séril. A
kontrakcié soran a miozin kénny(i lancanak (MLC)
foszforilacidja figyelhet6 meg, amelyet miozin kény-
nyl lanc kindzok (MLCK), mig a defoszforilaciot a
protein foszfatdz-1 (PP1) tipusU miozin foszfataz
(MP) katalizédlja. A MP holoenzim regulator alegy-
sége egy 130/133 kDa fehérje (MYPT1), amely a
szubsztrat-specificitast és a PP1 katalitikus alegy-
ség (PPl1c) aktivitasat is szabdlyozza. A MYPT1
foszforilacidja a Thr695 oldalldncon gatolja a PP1c
aktivitast. A kalcineurin (CN) Ca%*-kalmodulin fliggd
Ser/Thr specifikus protein foszfatdz. A CN gatlésze-
re, a cyclosporin-A (CsA), amelynek jelenlétében
a trombin hatdsara kialakuld diszfunkcié hosszabb
ideig megmarad. Jelen munkankban kimutattuk,
hogy CsA kezelés utan névekszik a MYPT1 gatlast
okoz6 foszforilaciés szintje a Thr695 oldallancon.
Trombin hatdsdra a MYPT1 foszforilacids szintjének
valtozasa tranziens, amely azonban CsA elOkezelést
koévetéen fenntartott marad. A CN és a MYPT1 kol-
csbnhatdsat GST-MYPT1 ,pull-down” kisérletekben
is igazoltuk, valamint a két fehérje kolokalizaciéjat
fluoreszcens konfokalis mikroszkdpiaval is kimu-
tattuk EC-ben. A MYPT1 és a CN kdlcsonhatasanak
szerkezeti hatterét fellleti plazmon rezonancia mé-
résekkel tartuk fel. A CN kotédése vad tipusu és ro-
viditett rekombinans MYPT1 fragmentumokhoz arra
kotédik. A CN defoszforilalt MYPT1-gyel kialakuld
komplexe meglehetésen stabil, ami arra utal, hogy
ezen fehérjék kdlcsénhatasanak az egyszer(i enzim-
szubsztrat kolcsdnhatdson kiviil mas bioldgiai funk-
cidja is lehet. A kalcineurint mint a miozin foszfataz
aktivitasat szabalyozd enzimet azonositottuk.

P3-03

A miozin foszfataz sejtmagi lokalizacidja és
szabalyoz6 szerepe

SIPOS Adrienn

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A miozin foszfataz holoenzim (MP) két f6 alegysé-
ge a protein foszfataz-1 (PP1) katalitikus alegység
(PP1c) és a 110/130 kDa miozinhoz is két6dé regu-
lator alegység (MYPT1). A miozin foszfatazt el6szor
izomszovetben jellemezték, szerepét az izomsej-
tek kontraktilis folyamataiban és mas, miozinhoz
kotott citoszkeletalis valtozasok szabalyozasaban
ismerték fel. A MYPT1 citoszol/citoszkeleton mel-
lett sejtmagi lokalizaciét is mutat patkany aorta
simaizom sejtekben és mas nem-izom sejtvonala-
kon is, igy primer idegsejt tenyészetekben és hu-
man hepatokarcindma (HepG2) sejtekben is, ami
a jelenség altaldnos meglétére utal. Munkank célja
volt, hogy az enzim sejtmagi lokalizaciéjanak meg-
hatarozasaval és a miozin foszfatdzzal kdlcsonhato
fehérjék kimutatasédval vizsgaljuk az enzim sejt-
magon bellli lehetséges szabalyozd funkcioit. A
MYPT1 alegység jelenlétét HepG2 sejtek sejtmagi
és szubnuklearis frakciéiban Western blot analizis-
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sel és foszfatdz enzimaktivitas vizsgalattal is bizo-
nyitottuk. A MYPT1 a sejtmag magvacskan kivili
allomanyaban talalhatd, és nem kotoédik a sejtmag-
membranhoz. A MYPT1 szubcellularis lokalizacio-
janak immunfluoreszcens vizsgalataval kimutattuk
jelenlétét a spliceoszOmakban, ami a MP mRNS érés
szabalyozasaban betoltott szerepére utalhat. Iga-
zoltuk a PP1cd és MYPT1 sejtmagi kolokalizacidjat,
ami arra utal, hogy a MYPT ezzel az izoformaval
alkot holoenzimet a sejtmagon belil. A potencialis
sejtmagi MYPT1-koélcsonhatd fehérjék kimutatasat
pull down mddszerrel végeztiik Flag-MYPT fehérjé-
vel és ezt kovetd témegspektometrias elemzéssel.
Szamos kolcsénhaté fehérjét azonositottunk, igy a
metiloszéma komplex tébb tagjat, a hiszton 1 illet-
ve ribonukleoproteineket. A spliceoszomakkal és a
metiloszéma komplexszel valé kélcsénhatas beha-
tobb vizsgdlata ravilagithat a MP szerepére a sejt-
magban lejatszddd defoszforilacids folyamatokban,
igy a transzkripcio és az RNS érés szabalyozasaban
betdltétt szerepére. A kutatdsokat a Bolyai Osztén-
dij és az OTKA K58416 palyazat tamogatta.

P3-04

A kapszaicin serkenti az in vitro porcképzo-
dést?

SOMOGYI Csilla, Takacs R., Matta Cs., Juhasz T.,

Katona E., Zakany R.

DE OEC, Anatémiai, Szévet- és Fejlédéstani Inté-
zet, Debrecen

A Tranziens Receptor Potencial Vanilloid (TRPV)
plazma membran kationcsatorndk az érzé ideg-
végz6désekben természetes koériulmények kozott
héingerekre, protonbekotédésre, ozmotikus- és
mechanikai ingerekre valaszolnak. A csipds papri-
kaban talalhaté kapszaicin a TRPV1 vanilloid szek-
Ca?* bearamlast idéz el6 a sejtekbe. TRPV csator-
nak nem ingerlékeny sejteken, pl. keratinocitakon
és érett porcsejteken is el6fordulnak. A legismer-
tebb TRPV csatorna, a TRPV1 porcszoveti jelenlé-
tér6l nincsenek adatok, ezért kisérleteinkben két
kulénb6z6 porcdifferenciaciés modellt alkalmazva
vizsgaltuk a TRPV1 és TRPV4 expressziojat és porc-
képzOdésre gyakorolt hatasait. Kisérleti modellként
csirkeembridok végtagtelepeibdl elallitott nagy sU-
rdségl (high density, HD) primer mezenchimalis
sejtkultirat, valamint emlds kisérleti modellként
BMP2-t expresszalé porcosodd egér HD-kultdrat
hasznaltunk. A csatorna expresszidjanak igazo-
lasat RT-PCR modszerrel végeztiik, ahol pozitiv
kontrollként csirkeagyat hasznaltunk. A diffe-
rencialédd csirke és egér porcsejtekben TRPV1
és TRPV4 mRNS egyarant kimutathatd volt, mig
az érett izlleti porcbdl szarmazé mintdkban csak
TRPV4 mRNS-t detektaltunk. A tenyésztés elté-
ré idépontjaiban TRPV1 agonistak (kapszaicin, és
reziniferatoxin), antagonista (kapszazepin) jelen-
Iétében, illetve rovid ideig tartdé magas hémérsék-
leten (41, 43, 45 °C, 30 perc) vagy alacsony pH-n
(pH 5 illetve 6,5) tartottuk a kulturakat, nyomon
kovettik a porcképz6dés mértékét és monitoroztuk

az ioncsatornak RNS expresszidjanak valtozasat. A
csirke modellben a TRPV1 agonistdk és antagonista
alkalmazasa nem okozott konzekvens valtozast a
porcképzddésben és a differencialdodd sejtek élet-
és osztodoképességében. Ugyanakkor a 41 és 43
°C-os termikus inger és a savas pH alkalmazasa kis-
sé fokoztak a porcképz6dést. A BMP2-t expresszald
C3H10T egér sejtek kapszaicinnel térténd kezelése
szignifikdnsan fokozta a porcképzédést. Tamoga-
tas: OTKA-CNK 80709 és ETT 022/09.

P3-05

NMDA csatornak jelenléte a plazmamembran-
ban elengedhetetlien a kondrogenikus sejtek
differenciaciéjahoz

1ZAKANY Réza, Juhasz T., 'Matta Cs., ?Fodor J.,
1Somogyi Cs., 'Katona E., 'Takacs R., 3Gergely P.
!DE OEC, Anatdémiai, Szévet- és Fejlédéstani Inté-
zet, Debrecen; 2DE OEC, Elettani Intézet, Debre-
cen; 3DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
Az N-metil-D-aszpartat (NMDA) tipusu glutamat
receptorok a plazmamembran nem-szelek-
tiv kationcsatornai, melyek dominansan Ca?*-ra
permeabilisak. Nem ingerlékeny sejtek kozll el-

sGsorban a mechanikai stimulacionak is kitett
keratinocitdkon, oszteocitdkon, valamint izlleti

porcsejteken mutattak ki. Sajat vizsgalataink szerint
a kondrogenikus sejtek a differenciaciéval 6ssze-
flggd intracellularis Ca?*-koncentracidvaltozasokat
mutatnak és a mechanikai inger serkenti a porc-
képz6dést. Mivel az NMDA csatorna kapcsolatot
teremthet a mechanikai ingerek érzékelése és az
ic. Ca%*-szint kozott, ezért kisérleteinkben csirke-
embriok végtagtelepeibdl izolalt kondrogenikus
sejtekbdl elballitott primer porcosodd high density
(HD) sejtkulturakban vizsgaltuk az NMDA csator-
nak jelent0ségét a sejtdifferenciacié folyamataban.
A HD kultdrak sejtjei sajatos Osszetétel(i (NR1,
sOsorban glicinnel agonizalhatd6 NMDA receptoro-
kat expresszalnak. A porcdifferenciaciot glutamat
adagolasa nem, NMDA, glicin és ifenprodil (NR2B
antagonista) alkalmazasa a tapfolyadékban serken-
tette. Ifenprodil megsziintette a porcsejtek nagy-
frekvencidju Ca2+-oszcillacidit, NMDA kissé feler6-
sitette a tranzienseket, mig glicinre nem reagalt a
jelenség. Mechanikai ingerlés kissé csokkentette a
porcosodo sejtek bazalis Ca2*-szintjét a citoszolban.
Az NMDA receptor funkcioképességéhez elenged-
hetetlen NR1 alegység siRNS-sel torténé atme-
neti géncsendesitése utan a HD kultirak szoka-
sos 6 napos kultlralasa soran a porcképzodés, a
Ca?*oszcillacidk és a sejtosztodas erdteljes gatlasat
tapasztaltuk. A géncsendesités megsziinését kove-
téen (kb. a 6. napon) a sejtek ismét elkezdték a
porcdifferenciacié mester transzkripciés faktoranak
a Sox9-nek az expresszidjat, majd faziseltolodas-
sal a porcképzdodés is bekovetkezett, ami arra utal,
hogy a kondrogenikus sejtek porcsejtté differencia-
I6dasa NMDA receptorok miikddése nélkil nem ko-
vetkezik be. Tdmogatdink: OTKA CNK 80709, ETT
022/09.
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P4 - Pathobiokémia

P4-01
PARP-1 és PARP-2 szerepe kontakt
hiperszenzitivitasi reakcioban

BRUNYANSZKI Attila, Heged(s Cs., Szantdé M.,
Gergely P., Virag L., Bai P.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A poli(ADP-ribdéz) polimeraz-1 és -2 (PARP-1 és -2)
a poli(ADP-ribdz) polimerazok szupercsaladjaba tar-
toznak. Szamos gyulladasi folyamatban igazoltak a
kapcsolatukat transzkripciés faktorokkal, amelye-
ken keresztlil képesek befolyasolni olyan gyullada-
si folyamatokat, mint a kontakt hiperszenzitivitasi
reakcié (CHS). A CHS T-sejt medialt, késGi tipusu
hiperszenzitivitasi reakcié, melyet allatmodelleken
lipofil vegyuletekkel (pl. oxazolon) valthaté ki. Cél-
kit(izéslink a PARP-1 és -2 enzimek szerepének vizs-
galata és molekularis szereplik pontos meghataro-
zasa CHS reakcio soran. Kisérleteinkben vad tipusu,
illetve PARP-1-/- és -2-/- egereket hasznaltuk fel.
A PARP-1-/- egerekben a gyulladas csékkent, mig
a PARP-2-/- egerekben a vad tipussal azonos mér-
tékl volt. Szovettani vizsgalatokkal igazoltuk, hogy
az oxazolon kezelt PAPR-1-/- egerekben alacso-
nyabb az infiltrdlodd sejtek mennyisége. RT-qPCR
vizsgalatok a kemokinek, az adhéziés molekulak, és
a matrix metalloproteindz-9 expresszios szintjének
csbkkenését mutattdk az oxazolon indukalt PARP-
1-/- egerekben. A gyulladas soran jelentés meny-
nyiségl peroxinitrit képzddik ésszhangban az iNOS
fokozott expresszidjaval, mig a PARP-1-/- egerek-
ben ezek a valtozasok elmaradtak a vad tipushoz
képest. Ezzel 6sszhangban a gyoktermelddés altal
kivaltott PARP-1 aktivacio szintén csokkent PARP-1-
/- egerekben. Transzaktivacids vizsgalataink alapjan
a PARP-1+/+ egerekben a p65 (NFkB csalad) és az

.77

tapasztaltuk, ugyanakkor a PARP-1-/- egerek ese-
tében ez az indukcié elmaradt. Vizsgalataink soran
nyert eredményeink azt mutatjdk, hogy a PARP-1
enzim fontos résztvevé a CHS folyamataban. Iro-
dalmi adatok is alatdmasztjak eredményeinket, mi-
szerint a PARP-1 és az NFkB, AP-1 transzkripcids
faktorok kdélcsonhatdsanak zavara allhat az altalunk
leirt valtozasok mogott. Munkankat tdmogatta: Bo-
lyai 6sztondij (BP), OTKA PD83473, IN80481, Ba-
ross program (Seahorse), NIH FR-26/2009, FEBS
fellowship (BA).

P4-02

Az ERD 14 rendezetlen szerkezetii chaperon
fehérjeaggregacié gatlé hatasanak vizsgalata
1BULYAKI Eva, 'Szabé E., 2Gelencsér A., 2Szalainé
Agoston B., 2Tompa P., *Kardos J.

1ELTE, Biokémiai Tanszék, Bioldgiai Intézet, Buda-
pest; 2MTA Enzimoldgiai Intézet, Budapest
Napjainkban egyre komolyabb problémat jelente-

s

man megbetegedések, mint példaul az Alzheimer-
kor, 2-es tipusu cukorbetegség, vagy dializishez

kotott amiloiddzis. Ez utdbbi az MHC-I molekulak
B2-mikroglobulin alegységéhez kotheté betegség,
amely a vesedializis kés6i szovédményeként alakul
ki, és a fehérjeaggregatumok izom-, illetve porc-
szOvetben torténd lerakddasaval jar. EIG szervezet-
ben az un. kereszt-B-lemezes szerkezetli amiloid
szdlak képzOdése a résztvevd fehérjék magas lo-
kalis koncentraciéja miatt, a mindségellendrzé
rendszer hibajabol, vagy valamilyen a fiziologids
kérnyezettdl eltéré kortlmény hatdsara alakulhat
ki. Tobb dajkafehérjérdl kimutattak, hogy képes a
fehérjeaggregaciot, illetve amiloid képzddést gatol-
ni. AzERD14 egy 185 aminosavas, rendezetlen szer-
kezet(i, erésen hidrofil karakter( névényi chaperon.
Felfedeztliik, hogy in vitro az ERD14 nagymérték-
ben lassitja a B2-mikroglobulin polimerizacidjat, az
annak kialakuldsara alkalmas koriilmények kozott,
mint példaul alacsony pH-n, vagy semleges pH-n
SDS jelenlétében. Az amiloidképzddés kinetikajat
Thioflavin T fluoreszcencia segitségével kovettlik
ERD14 mellett nagymértékben lecsokken a szalno-
vekedés sebessége, mig fiziolégids pH-n, SDS je-
lenlétében is jol kimutathaté a chaperon hatasa.
CD spektroszképiai vizsgalatok alapjan valoszin(-
sithet6, hogy az ERD14 nem a monomerre hat,
hanem a képzdddé szalakhoz kotddik, gatolva azok

i6jat. Az ERD14 hatasmechanizmusanak
felderitésére, valamint a funkcidért felelGs régio
azonositasara tovabbi vizsgalatokat folytatunk CD-,
és fluoreszcencia spektroszkopia, illetve elektron-
mikroszkopia segitségével.

P4-03

A ferulaldehid az MKP-1 aktivalasan keresztiil
gatolja az LPS indukalta jelatviteli atvonala-
kat RAW264.7 makrofag sejtekben

DEBRECENI Balazs, Tucsek Zs., Radnai B., Racz B.,
Sumegi B., Veres B.

PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet, Pécs
A szepszis maig a vezet6 haldlozasi okok kozé tar-
tozik. A gyulladas kialakulasaban meghatarozo sze-
repet jatszik a lipopoliszacharid (LPS), amely a sej-
tekben gyulladasos valaszt valt ki a MAPK és a PI3K/
Akt jelatviteli dtvonalak aktivalasan keresztll. Ki-
sérleteinkben egy polifenol degradacids végtermék,
a ferulaldehid (FA) hatasat vizsgaltuk LPS-indukalta
endotoxikus sokkban. Korabbi in vivo eredménye-
ink alapjan a FA kival6 gyulladasgatidnak bizonyult.
Jelen munkank a FA gyulladasgatlé hatasanak hat-
terében allé molekularis mechanizmusokat vizsgal-
ja. Az LPS-indukalta gyulladas vizsgalatara a RAW
egér makrofag modellt hasznaltuk. Az LPS hatasara
bektvetkez6 ROS termelédést C400 fluoreszcens
festékkel, a nitrit mennyiséget Griess-reagenssel
hataroztuk meg. Az LPS indukalta mitokondridlis
membran depolarizaciot JC-1 fluoreszcens festék-
kel detektaltuk. Az MKP-1 mennyiségét és a MAPK,
valamint a PI3K/Akt jelatviteli Utvonalak aktivita-
sat Western-blot technikaval, mig az NF-kB akti-
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vaciot Western-blot és luciferaz esszé segitségével
vizsgaltuk. A FA koncentracidé-fliggé modon csok-
kentette az LPS indukalta ROS és nitrit termel6-
dést, tovabba gatolta a p38, SAPK/INK és ERK1/2
MAPK-ok aktivalédasat. A FA szintén csokkentette
az anti-inflammatorikus folyamatokban fontos sze-
repet jatszo Akt LPS kivaltotta foszforilalddasat. A
FA mérsékelte az NF-kB aktivitast, tovabba novelte
a sejtekben az MKP-1 mennyiségét, és visszaallitot-
ta a mitokondriumok normal polarizéciés allapotat.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy RAW makrofag
sejtekben a FA antioxidans tulajdonséagat részben
az LPS indukalta mitokondridlis membran depola-
rizacid kivédésével, anti-inflammatorikus hatasat
pedig az MKP-1 mennyiségének megnévelésén ke-
resztll a MAPK-ok defoszforilalasaval, inaktivalasa-
val fejti ki. A munka az OTKA K-73738 és F-67996
kutatasi palyazatok tamogatasaval készilt.

P4-04

Egy tirozin-foszfataz fehérjét kodolo gén
(PTPN6/SHP1) miikodésének hibaja hozza-
jarulhat neutrofil dermatézis kialakulasahoz
emberben és egérben

GYORFY Zsuzsanna
Rush University Medical Center, Chicago, USA

Csoportunk korabban taladlt egy ,B2 repeat”
inszerciot egy tirozin-foszfataz enzimet kédold egér
génben (PTPN6). A homozigéta mutans PTPN6 gén-
nel rendelkezd egerek olyan bérgyulladast kaptak,
amely human paciensek neutrofil dermatdzisara
emlékeztetett. Emberekben a neutrofil dermatodzis
egy heterogén autoimmun betegségcsoport, amely-
re altalanosan jellemzd a neutrofil granulocitak
megjelenése a bérben. Ilyenek példaul a Sweet
szindroma (SW) vagy a pioderma gangrenosum
(PG). Az emlitett ritka bdOrbetegségek esetében
el6fordul orokletesség, de a genetikai hattér még
nem tisztazott. A PTPN6 gén, illetve az altala koé-
dolt fehérje szerkezete és expresszidja nagyfo-
ku hasonlésagot mutat egérben és emberben. A
PTPN6 génrdl két izoforma irddik at két kulénb6z6
promoter altal. Mind egérben, mind emberben az
egyik izoforma csak vérsejtekben (példaul neutrofil
granulocitakban) termelddik, és fontos szerepe van
a sejtek apoptozisanak/tulélésének a szabalyozasa-
ban. Bebizonyitottuk, hogy egérben a PTPN6 mu-
taciéja altal okozott ,neutrophilic dermatosis-like
disease” (NDLD) monogénesen 6roklodik. Vizsgala-
taink soran beteg és egészséges emberek fehérvér-
sejtjeinek total RNS-éb6l cDNS-t szintetizaltunk, és
megszekvenaltuk a tirozin-foszfataz enzimet kédold
cDNS, illetve genomi DNS szakaszokat is. Western
analizissel 6sszehasonlitottuk a tirozin-foszfataz
enzim termel6dését, és friss vérmintak fehérvérseijt
populacidiban detektaltuk a tirozin-foszfataz aktivi-
tast. Az altalunk talalt mutacidk, illetve a nagy sza-
mu splice-varidns megmagyarazhatja nagy meny-
nyiségl funkcidt vesztett tirozin-foszfataz enzim
megjelenését a vérsejtekben. Emiatt a granulocitak
apoptézisa nem kovetkezik be, és igy kialakulhat
az autoimmun boérgyulladas. Az abnormalis splice-

variansok kialakulasanak konkrét okai egyeldre
ismeretlenek. Valoszinlileg ezek a betegségek em-
berben - ellentétben az egerekkel - nem csak egy
gén hibajadhoz kothetbek.

P4-05
Egy Uj citoprotektiv vegyiilet, az izatin azono-
sitasa HTS vizsgalattal

'HEGEDUS Csaba, 'Lakatos P., ?Kiss A., ?Patonay T,
Virag L.

IDE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; 2DE
TEK, Szerves Kémiai Tanszék, Debrecen

Vizsgalataink soran a DE molekulabankjanak 1863
vegylletének szlirését végeztiik el (j citoprotektiv
vegylletek azonositasa céljabodl. 23 olyan vegylle-
tet talaltunk, melyek védelmet nyujtottak a hidro-
gén-peroxid citotoxikus hatasa ellen, viszont ezek
kéztl 15 6nmagaban citotoxikusnak bizonyult. A
tovabbiakban csak a nem citotoxikus vegytletekkel
dolgoztunk. Ot vegyiilet antioxidansnak bizonyult.
Két vegyllet esetében pedig azt tapasztaltuk, hogy
gatolja a poli(ADP-ribéz) polimeraz (PARP) enzi-
met, melynek aktivacidéja az oxidativ stressz altal
kivaltott citotoxicitdsban fontos szerepet jatszik.
A fennmaradd vegylletek kozott talaltunk 4 db
szerkezetileg hasonlé indol-szarmazékot is, tovab-
bi vizsgalatainkat ezekkel végeztiik. E vegylletek
friss tOorzsoldatai mar nem voltak citoprotektivek,
igy témegspektrometriai analizist végeztiink a mo-
lekulabank mintain. Mind a négy vegyllet eredeti
oldataiban kimutattuk az izatint, igy megvizsgal-
tuk, hogy ez a degradacios termék lehet-e felels
a farmakoldgiai hatdsért. Az izatin koncentracio-
filggé moddon védelmet nyujtott Jurkat sejtekben
a hidrogén-peroxid citotoxikus hatasaval szem-
ben, tehat valdban az izatin lehet felels e vegyi-
letcsoport citoprotektiv hatasaért. Az izatin szin-
tén citoprotektivnek bizonyult egér timocitakon és
MCF-7 eml6karcindma sejteken. Citotoxikus hatasa
nagysagrendekkel a hatasos doézis felett van. Az
izatin védelmet nyujtott mind az apoptdzissal, mind
pedig a nekrotikus sejthalallal szemben, anélkdl,
hogy az apoptotikus sejthaladl koézponti végrehaj-
toit, a kaszpazokat gatolna. Hatasa valdszinlileg a
mitokondrialis valtozasoktol proximalisan érvénye-
slil, mivel gatolja a hidrogén-peroxid altal kivaltott
mitokondridlis oxigénfogyasztas-csokkenést. Ered-
meényeink az izatinnak egy eddig nem ismert hata-
sat igazoljak, mely Uj citoprotektiv vegytletek ki-
fejlesztésére nyujt lehetGséget. TaAmogatas: OTKA
K73003, K82009, TAMOP-4.2.2-08/1-2008-0019,
TAMOP 4.2.1./B-09/1/KONV-2010-0007, NKTH
(Baross program).

P4-06
Adenozin mint szabalyozé molekula az
apoptoétikus sejtfelvétel gyulladascsokkentoé
hatasaban

KERESZTESI Edina

DE OEC, Debrecen

Irodalmiadatokbdlismert, hogy a sejtek apoptdzissal
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torténd elhalasat nem koveti gyulladasos valasz.
Korabbi kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy az
apoptotikus sejteket felvett makrofagok adenozint
termelnek olyan koncentracioban, amely képes
mind az adenozin A2A és A3 receptorokat aktivalni.
Az adenozin egy endogén gyulladascsokkent6 ve-
gyulet. Négy receptor altipusa ismert (A1, A2A, A2B,
A3), melyek mindegyike G-fehérje kapcsolt. Az A2A
Gs receptorhoz kapcsolodva stimulalja az adenilat-
ciklaz uUtvonalat, mig az A3 altipus Gi receptorhoz
kapcsoldédva gatolja azt. Korabbi kisérleteinkben
A2A receptor hidnyos makrofagokat vizsgalva ki-
mutattuk, hogy az adenilat-cikldz Utvonal A2A re-
ceptoron keresztuli aktivacidja a nitrogén-monoxid
termelés gatldsan keresztll gatolja a neutrofilek
bevandorlaséért felel6s citokinek makrofagok alta-
li kivalasztasat. Jelen kisérleteinkben A3 receptor
hidnyos makrofagokat hasznalva azt taldltuk, hogy
az adenilat-ciklaz utvonal erételjesebb aktivaldodasa
miatt e folyamat még jelent6sebben gatlédik.

P4-07

A Candida albicans protein foszfataz Z1 bio-
kémiai jellemzése

1KOVACS Lészld, 2Bagossi P., 'Dombradi V.

IDE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;

2DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet, Debrecen

A Candida albicans egy opportunista patogén élesz-
t6, amely immunhianyos betegek esetében életve-
szélyes fert6zést is okozhat. A C. albicans adatba-
zisban talalhaté protein foszfataz Z1 gén (CaPPZ1)
jelentGs polimorfizmust mutat, amelynek korabbi
munkank soran 4 alléljat kulonitettik el. Homoldgia
modellezéssel kimutattuk, hogy a CaPpzl fehérje
katalitikus doménjének harom-dimenzids szerke-
zete hasonlit a protein foszfatdz 1 katalitikus al-
egységéhez. Ez alapjan kisérleteink célja az volt,
hogy igazoljuk a géntermék (CaPpzl) foszfataz
aktivitasat és felderitsiik az allélok kozotti esetle-
ges kulonbségeket. Ezért a CaPpzl-et E. coli-ban
expresszaltattuk, és igazoltuk, hogy a rekombinans
fehérje defoszforilalta a p-nitrofenolfoszfatot. Kimu-
tattuk tovabba, hogy a Hal3 fehérje, a S. cerevisiae
Ppz1 inhibitora, gatolta az enzim mlk&édését. Méré-
seink helyességét bizonyitotta, hogy az aktiv cent-
rumban létrehozott R262L pontmutaciéval meg tud-
tuk szlintetni az enzim aktivitast. Az allélspecifikus
polimorfizmusok hatdsat in vitro mutagenézissel
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az aktiv cent-
rum kozelében lévé D261N mutacio csak kis mér-
tékben csokkentette, mig a fehérje felszinén 1évd
G333E csere nem vart mdédon duplajara novelte a
foszfataz aktivitdsat. A B-red6k kozpontjaban ta-
lalhaté C337R csere, illetve a G333E/C337R kett6s
mutacio inaktivalta az enzimet. Ez arra utal, hogy a
C333 fontos a fehérje szerkezetének stabilizalasa-
ban. Kisérleti eredményeink szerint a CaPPZ1 gén
terméke a S. cerevisiae Ppzl fehérjéhez hasonld
foszfataz aktivitassal rendelkezik, és az enzim egyes
izoformai egymastol eltér6 aktivitast mutathatnak.
Munkankat az OTKA 68765 és a TAMOP 4.2.1/B-09/

KONV-2010-0007 palyazat tamogatta.

P4-08

A toltott oldallancok szerepe a B2-
mikroglobulin amiloidképzésében
IMARIALIGETI Borbéla, Sebdk J., *Pal-Gabor H.,
!Micsonai A., 2Gyimesi G., ‘Kardos J.

!ELTE, Biokémiai Tanszék, Bioldgiai Intézet,
Budapest; 2SE, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet,
Budapest

e

formaban torténd lerakédasahoz koéthetd sza-
mos degenerativ megbetegedés, mint példaul az
Alzheimer- és Parkinson kor. Jelen munkankban a
vesedialiizishez k6t6d6 amiloiddzisért felel6s B2-
mikroglobulin (B2m) fehérje amiloidképzését vizs-
galtuk. A B2m a magvas sejtek felszinén talalhaté
MHC-I1koénny( lanca, és a vérben monomer formaban
is megtalalhatd. Célunk a B2m felszini téltéseinek a
nativ molekula stabilitasaban és az aggregaciéban
betoltott szerepének felderitése. A B2m polimeri-
je denaturalddik és fokozott aggregaciés hajlamot
mutat, amely a savas oldallancok protonalédasaval
magyarazhatd. A B2m szerkezetét vizsgalva olyan
felszini toltésklasztereket azonositottunk, melyek
neutralis pH-n a szerkezetet stabilizaljak, mig sa-
vas pH-n szétesésik indukalhatja a polimerizaciot.
Toltésmutansokat allitottunk eld, melyek szerkezeti
tulajdonsagait CD spektroszkdpiaval, az aggregacio
kinetikajat pedig Thioflavin T fluoreszcenciaval
vizsgaltuk. Az Asp38Ala és Asp76Ala mutansok
hdstabilitdsa jelentésen csokkent, a szalképzés
kezdeti sebessége nétt. A semleges pH-n torténoé
amiloidképzéshez adalékanyagok jelenlétére van
szlikség. Korabbi munkankban kimutattuk, hogy a
lizofoszfatidsav (LPA) aggregaciot indukal, és no-
veli a kialakult szalak stabilitasat. Az LPA feltéte-
lezett kotdhelyét in silico dokkolassal hataroztuk
meg és mutansok készitésével igazoltuk. Megdfigye-
Iéseink arra utalnak, hogy egyes, a nativ szerkezet
stabilitasara kozvetlenlil nem hatd felszini toltott
aminosavaknak kiemelkedd szerepe lehet a B2m
amiloidképzésének mechanizmusaban.

P4-09
A hepcidin és az alfa-1 savas glikoprotein
kapcsolata

1POOR Viktor Soma, Pandur E., R4cz E., Miseta
A., 'Sipos K.

1PTE /:\OK, Igazsagligyi Orvostani Intézet, Pécs;
2PTE AOK, Laboratériumi Medicina Intézet, Pécs

A hepcidin egy féként a majban szintetizaléddé hor-
mon, mely a vasanyagcsere f6 szabalyozdja. Mig
a hepcidin transzkripciét befolyasold tényez6 kozll
szamosat leirtak mar szamos tényezd befolyasolja
(gyulladasos folyamatok, anémia, hipoxia), addig a
posztranszlaciés moddosulasok szabalyozasardl ke-
vés a rendelkezésiinkre allé ismeret. Korabbi Kuta-
tasaink soran a hepcidin fehérje-fehérje interakcié-
inak feltérképezését végeztik. el Ezen kisérleteink
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azt mutattak, hogy a hepcidin peptid tébb mas fe-
hérje mellett az alfa-1 savas glikoproteinhez is kap-
csolodik. Feladatul tliztik ki, hogy ezt a kotédést
igazoljuk, valamint az interakcié szabalyozasanak
részleteit felderitsiik az aldbbi kisérletsorozatban. A
két fehérje kotédését mind in vitro, mind in vivo
(sejtkulturaban) sikertlt bizonyitanunk. Az mRNS
szinteket vizsgalva a hepcidin expresszidéval azo-
nos maddon valtozott az alfa-1 savas glikoprotein
expresszidja is. Igazoltuk a két protein kétddé-
sét a szérumban is. Tovabba vizsgaltuk a hepcidin
promoter régidjanak aktivitas valtozasat alfa-1 sa-
vas glikoprotein overexpresszidé hatasara majsejt
kulturaban. Az alfa-1 savas glikoprotein mar évti-
zedek ota ismert és kutatott plazma fehérje, biold-
giai szerepérdl mégis kevés informacid all rendelke-
zésiinkre. A hepcidinhez hasonldan az alfa-1 savas
glikoprotein is az akut fazis fehérjék kozé tartozik,
szintje jelentésen megemelkedik fert6zés esetén.
Gyogyszer hatdanyag-kotd képessége miatt inten-
ziv kutatasok targya, friss irodalmi adatok alapjan
egyes fehérjék esetében chaperon funkcidkat lat el.
Mivel a hepcidin egy szokatlan szerkezet(, négy di-
szulfid kotést hordozo peptid, felmeril a lehetGsége
annak, hogy az ASG a hepcidin vonatkozasaban is
az utobbi szerepet tolti be. Ennek bizonyitasa to-
vabbi vizsgalatokat igényel.

P4-10

Thymus atrofia aj modellje: cuprizone in-
dukalta caspase-fiiggo T sejt és thymus
epithelsejt apoptozis

ISOLTI Izabella, Vet6 S., 2Banati M., 'Molnar E.,
3Talabér G., 3Kvell K., *Seress L., Ifj. Gallyas F.,
2Illés Zs.

1PTE AOK, Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet,
Pécs; 2PTE KK, Neuroldgiai Klinika, Pécs; PTE
AOK, Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézet,
Pécs; *PTE AOK, K6zponti Elektronmikroszkdépos
Laboratérium, Pécs

A cuprizone kivaltotta degenerativ demielinizacios
modellben a myelin pusztulds helyén mind a T
sejt szam, mind a T sejt aktivacio elhanyagolhato.
Cuprizone adasa mérsékli a kisérletesen kivaltott
autoimmun gyulladast és megvaltoztatja a periféri-
as T sejt valaszt. A jelenségek hatterében azonban
nem ismert a thymus érintettsége, ezért célunk a
cuprizone hatasra a thymusban bekovetkezd val-
tozasok vizsgalata volt. Kisérleteink soran 4 hetes
egereket kezeltliink p.o. cuprizone-nal 3 napig, il-
letve 1 hétig. Egy hét kezelés utan a thymus je-
sejtszamanak kifejezett cstkkenésével. Mind flow
cytometrias, mind elektronmikroszkoépos vizsgala-
tokkal a thymocytak és thymus epithel sejtek (TEC)
apoptozisat figyeltik meg, mar 3 nap kezelés utan
megamitokondriumok megjelenését mutattuk Kki.
Immunhisztokémiaval mind a kortikalis, mind a
medullaris TEC megfogyatkozasat, a thymus struk-
turajanak megbomlasat, illetve a cellularitas alta-
lanos csokkenése mellett els6sorban a kortexben
talalhaté CD4 és CD8 kettds pozitiv thymocytak el-

tlinését tapasztaltuk. Flow cytometrias mérések a
T és TEC sejtek aranyat megtartottnak mutattak,
azonban a T sejtek kézll a CD4, CD8 kettds pozitiv,
CD low éretlen sejtek aranya szignifikdnsan lecsok-
kent a tobbi thymocyta populacidhoz képest. Kvan-
titativ PCR analizissel a TEC altal kifejezett MHCII,
és az AIRE transzkripcids faktor expresszidjanak
csokkenését taldltuk. Immunoblot moédszerrel mar
3 nap cuprizone kezelés utan fokozott procaspase-3
hasitast figyeltiink meg. Kimutattuk, hogy mar egy
hét cuprizone kezelés sulyos thymus atrofiat val-
tott ki, ahol a thymocyték és a TEC caspase-fiiggé
apoptozissal pusztultak el, a legérzékenyebbek a
CD4, CD8 kett6s pozitiv, CD3low thymocytak vol-
tak. Eredményeink hozzajarulnak a cuprizone mo-
dell jobb megértéséhez, masfeldl elképzelhetévé
teszik a jovOben az akut thymus invollcid és az azt
kiséré karosodott periférias immunvalasz Gj allat-
modelljeként torténd alkalmazasat is.

P4-11

Coeliakia rizik6faktora endotélsejtek primer
élettani defektusai

1TOTH Boglarka, Simon-Vecsei Zs., 'Kiraly R.,
2Gyimesi J., 2Nemes E., 3Lindfors K., 3Maki M., 'Fé-
slis L., 2Korponay-Szabd I.R.

IDE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet, Debrecen; 2DE OEC, Gyermekklinika,
Debrecen; 3University of Tampere, Paediatric
Research Centre, Finland

A coelidkia komplex genetikai hatter(i autoimmun
kérkép, a HLA-DQ2 vagy -DQ8-allél jelenléte szik-
séges, de nem elégséges feltétele a betegség ki-
alakuldsanak, viszont nem-HLA-jellegli, a tinetek
|étrejottében szerepet jatszd egyéb gének még fel-
fedezésre varnak. A coelidkia 6rokolhet6, 20-40%-
ban fordul elé az utédokban, 10%-os gyakorisaggal
a rokonsag korében. A betegség egyik legfontosabb
tlinete a villus atrofia, melyet a gliadin-specifikus
T-limfocitdak, a szoveti transzglutaminaz (TG2)-
ellenes antitestek és a gyulladasi folyamatok egyut-
tesen alakitanak ki. Munkank soran coeliakias csa-
ladok Ujszulottjeinél HLA-DQ tipizalast végeztiink és
koldokzsinorbdl endotélsejteket (human umbilical
venule endothel cells, HUVEC) izolaltunk, majd eze-
ket prospektiv modon, az antigén-inger el6tt vizs-
galtuk sejtszintl eltérések keresésére. Az Ujszllot-
tek 77%-a hordozza a HLA-DQ2 és/vagy DQ8-allélt.
Eddig 4 olyan sejtvonalat talaltunk (ezekbdl 3 eset-
ben mindkét szllé coelidkias, illetve homozigéta),
mely lassabban névekszik, és eltéré morfoldgiat
mutat a normal sejtekkel Gsszehasonlitva, illetve
csOkkent a migracios képessége is (12-52%). Né-
hany sejtvonal esetén szintén talaltunk kisebb mér-
tékl eltéréseket (,intermedier” fenotipus). Egyes
sejtvonalak a vizsgalt sejtparaméterekben jelentbs
eltéréseket mutattak, melyek nem minden esetben
alltak aranyban a DQ2 hordozasbdl eredd geneti-
kai kockazattal. Ez non-HLA kockazati tényezdk
jelenlétét tamasztja ald. Ennek jelent0ségét a to-
vabbiakban prospektiv médon a betegség késGbbi
kialakulasa szempontjabdl vizsgaljuk. Az eredmé-
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nyek indokoljak tovabbi mérések elvégzését olyan
kisérleti rendszerekben, ahol coelidkias betegekbdl
szarmazo antitestek is jelen vannak, illetve a Ras
proteincsalad tagjai és interakcids partnereik koré-
ben is terveziink genetikai és fehérje-expresszios
vizsgalatokat.

P4-12
Az LPS/TLR4-indukalt TRAF6 jelatviteli Gt
funkcionalis gatlasa rezveratrollal

Jakus P.B., Kalman N., Antus Cs., Sumegi B.,
VERES Balazs

PTE AOK, Biokémia és Orvosi Kémia, Pécs

A toll-like receptorok (TLR) fontos szerepet jatsza-
nak a pathogén asszocialt molekularis mintazat
felismerésében. A TLR4 ligandja a Gram negativ
baktériumok sejtfalaban talalhaté lipopoliszcharid
(LPS). Az LPS-TLR4 kot6dés két utvonalat aktival,
idézik el6. A TRAF6 egy ubiquitin ligaz adaptor fe-
hérje, ami ubiquitinacié révén aktivalddik és képes
a jelatviteli folyamatban alatta elhelyezkeddé TAK1,
IKK illetve a p38 és JINK MAP kinazok aktivalasara.
A rezveratrol szamos gyumolcsben megtalalhato
polifenol, melynek gyulladas csokkenté hatasat is-
merjlik. Makrofagokban csokkenti a reaktiv oxigén

és nitrogén gyokok termel6dését, ugyanakkor k-
16nb6z06 gyulladasos jelatviteli Utvonalakra is hatas-
sal van. A rezveratrol gatolja az NF-kB aktivaciot és
a molekularis célpontok kozll néhanyat mar sike-
ralt azonositani: a rezveratrol az IKK gatlasa mel-
lett az MyD88 fliggetlen Utvonalat is gatolja a TRIF
komplexen keresztiil. Habar a TRAF6 kulcsszerepet
jatszik a TLR4 és az NF-kB kozotti jelatvitelben,
szerepe a rezveratrol gyulladas csokkenté hatasa-
ban még nem tisztazott. Munkankban a rezveratrol
TRAF6-ra gyakorolt hatasat vizsgaltuk LPS-indukalt
RAW 264.7 makrofag sejteken. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a rezveratrol az altalunk vizsgalt
idépontokban gatolta az LPS hatasara bekovet-
kez6 TRAF6 mRNS és fehérje expressziot illetve a
vonal képes szelektiven aktivalni a MAP kinazokat,
megvizsgaltuk ezen kinazok foszforilaciojat is. Mig
a TRAF6-fiiggetlen Erk aktivaciojat nem, addig a
csokkentette a rezveratrol kezelés. Eredményeink
alapjan kijelenthet6, hogy a rezveratrol gyulladas
csokkenté hatasaban a TRAF6 fontos szerepet jat-
szik és ezen adaptor fehérje gatlasan keresztll a
rezveratrol képes a gyulladasos jelatviteli folyama-
tok medialasara.

P5 - Genomika és génmiikodés szabalyozasa

P5-01

A SMRT/NCoR korepresszor komplexet fel-
épito fehérjék kifejez6désének vizsgalata a
neuronalis differenciacié soran

BEREGI Timea, Czimmerer Zs., Simandi Z.,

Nagy L.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

Ligand aktivalta magreceptorok kozponti szere-
pet jatszanak az embrionalis fejlédés illetve sz6-
veti differenciacié kulonb6z6 folyamataiban, igy
zsirsejtek (PPARy), és neuronok (RARa) differen-
cidlodasanak szabalyozasaban. Ezen magrecepto-
rok RXR-rel heterodimert képezve kapcsolédnak
a DNS-en taldlhaté vélaszadd elemeikhez, ligand
kotés nélkll korepresszor fehérjéket kotve gatol-
jak célgénjeik atirodasat. Magreceptorokhoz kapc-
solédd korepresszor komplex a SMRT/NCoR kom-
plex, melynek fébb elemei SMRT/NCoR, GPS2,
TBL1/TBRL1 és HDAC3 fehérjék. A komplex mag-
receptorokkal tortén6 kolcsénhatasdért a SMRT/
NCoR fehérjék felelések. Korepresszor komplex
génkifejez6désre gyakorolt gatlé hatasat a hisz-
ton fehérjék megfeleld lizin oldallancairdl torténd
acetil csoportok eltavolitasaval, ezaltal a kromatin
kondenzalt allapotédnak fenntartasaval éri el, me-
lyben kulcsszerepet jatszik a HDAC3. A komplex
jelent6ségét a génkifejez6dés szabalyozésaban a
SMRT illetve NCoR knockout egerek embrionalis
fejlodése soran felléps, tébbek kozt a neuronalis

differencialodast is érint6, letalis fejlodési zavarok
mutatjak. Munkank sordan a SMRT/NCoR komplex
egyes tagjainak kifejez0dését térképeztik fel RNS
és fehérje szinten az egér embrionalis Gssejtbll és
pl9 egér embriondlis karcindma sejtekbdl torténd
neuronalis differenciacié soran. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a SMRT/NCoR, GPS2, TBL1/TBLR1,
és HDAC3 kifejez6dése RNS szinten egyarant in-
dukalédott az altalunk hasznalt neuronalis differen-
cialédast modellezé rendszerekben. SMRT-ot fehé-
rje szinten tovabb vizsgalva szintén megfigyelhet6
volt a magasabb szint( kifejez6dés a differenciald-
dott neuronokban a kiinduldsi sejtekhez képest. A
jovoben fel szeretnénk térképezni a komplex tovab-
bi felépitd tagjainak fehérje szintl kifejezddését az
altalunk hasznalt modell rendszerekben, valamint
vizsgalni kivéanjuk a komplex neuronalis differen-
ciacidoban betoltott szerepét az egyes tagokra spe-
cifikus knockdown egér embrionalis Gssejt és p19
sejtvonalak létrehozasa utan.

P5-02

Az ATAC hiszton acetiltranszferaz komplex
szteroidkonverziéban szerepet jatszé gének-
re kifejtett hatasanak vizsgalata

BORSOS Barbara Nikolett, Kovacs D., Boros I.M.
SZTE, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék,
Szeged

Az Sf-1 (szteroidogenikus faktor 1) fontos szere-
pet jatszik a szteroidhormonokat szintetizal6 sejtek
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génexpresszidjaban és az adrenogonadalis fejl6-
dés soran. Az Sf-1 Drosophila homoldgja az ftz-f1
transzkripcios faktor, mely a sejtmagi receptorok
csaladjéaba tartozik. Transzkripcids aktivitasa kulon-
b6z6 poszttranszlaciéos moddositasokkal szabalyoz-
hat6. A Ser203-on torténd foszforilacio és a GCN5
illetve a p300 altali acetilacié az Sf-1 funkcidjat
erbsiti. Az Sf-1 szamos szOvetben expresszalodik,
igy a mellékvesekéregben, herében, a petefé-
szekben, az agyalapi mirigyben, a ventromedialis
hipotalamuszban, a b6rben és a lépben is. Az Sf-1
transzkripcios faktor mutacidja, hianya vagy egyes
esetekben a tultermelédése tumorok kialakulasahoz
vezethet. Koradbbi medfigyelésiink, hogy az ATAC
hiszton acetiltranszferaz komplex funkcié vesztése
Drosophila-ban a szteroid szintézist befolyasolja.
Ebbdl addddan els6dleges kérdésfeltevésiink, hogy
az ATAC komplex hogyan befolyasolja a szteroid
hormonok bioszintézisét. Erre két lehetséges ma-
gyarazat van: az egyik, hogy a szteroid hormonok
bioszintézisében résztvevé gének transzkripcio-
jat hiszton acetilaciéval modositja, a masik, hogy
ezeknek a géneknek a transzkripcidjat szabalyo-
20 FTZ-Fl-et/SF1-et acetildlja. Ahhoz, hogy kide-
ritsik, hogy a Drosophila szteroid hormonjainak
szintézisében részt vevo gének (Halloween gének)
expresszidja acetilaciétol fugg-e, a hiszton oldallan-
cok hiperacetilacidjat kivaltd hiszton deacetilaz inhi-
bitorral (TSA-val) kezeltiink Drosophila S2 sejteket.
A kezelés hatasara a Halloween gének expresszidja
megnovekedett, jelezve, hogy a Drosophila
szteroidkonverzidjaban részt vevo gének m(ikbdése
acetilaciotdl fugg. Kimutattuk, hogy az FTZ-F1 TSA
kezelés hatdsara stabilizalédik. Tovabba, hogy az
ftz-f1 overexpresszidéja Drosophila embrionalis S2
sejtvonalban a Halloween gének expresszidjanak
emelkedését eredményezi. A tovabbiakban vizsgal-
juk, hogy kimutathato-e az ATAC komplex jelenléte
a Halloween gének promoterén.

P5-03
A genomredukcié hatasa az Escherichia coli
baktérium energiahasznositasara

DRASKOVITS Gabor, Pésfai Gy., Fehér T.
MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A szintetikus bioldgiai kutatasok egyik f6 célja,
hogy él6 sejtek egyszer(isitésével és optimaliza-
lasaval egy atlathatébb felépitésli, tervezhetben
m(ikod6 bioldgiai entitast hozzon létre. Egy ilyen
organizmus kivalé modellként szolgalhat az alap-
kutatasban és igéretes szereplGje lehet a kézel-
jovo biotechnoldgiai iparanak. Az egyszer(sités
egyik formaja lehet a standard korilmények kozott
szlikségtelen gének eltavolitdsa. Laboratoriumunk-
ban az Escherichia coli baktérium genomredukcioja
zajlik, ezaltal annak genomja eredeti méretének
kevesebb, mint 80%-ara csokkent. Egy esetleges
ipari alkalmazas esetén igen relevans informa-
cié a sejtek energiafelhasznalasi hatékonysaga. A
»~maintenance energy” azt az energiamennyiséget
jelenti, ami a sejtek életben maradasahoz, bioké-
miai apparatusuk m(ikodtetéséhez sziikséges, de a

novekedéshez, sejtosztddashoz mar nem elegendé.
Az feltételeztlik, hogy a redukalt genomu torzseket
kisebb ,maintenance energy” jellemzi, kdszdnhe-
téen céliranyosabb m(ikodéstiknek. Egy kisméretd
kemosztatot hasznélva, allandd osztédasban lévé
baktériumkultirak biomassza-produktumanak mé-
rése révén megallapitottuk a ,maintenance energy”
értékét tobbféle E. coli torzs esetében. Az Gssze-
hasonlitasban a vad tipust K-12 MG1655 altalanos
laboratoriumi torzs mellett az MDS12, MDS42 és
MDS69 redukalt genomu torzsek szerepeltek, me-
lyek genomja rendre 8, 14, illetve 20%-kal csok-
kentett. Varakozasainktol eltéréen, az MDS12 nem
mutatott eltérést a vad tipushoz képest, mig az
MDS42 és MDS69 esetén jelentés ,maintenance
energy” novekedést tapasztaltunk. Az utdbbi két
torzsnél a biomassza hozam is alulmaradt a vad
tipuséhoz képest. Munkank tovabbi részében a ta-
pasztalt valtozasok hatterében allé genetikai fakto-
rok azonositasat tliztik ki célul.

P5-04

A protein foszfataz 2A B” alegysége kolcson-
hatasba Iép a rizs retinoblasztéma-szerii fe-
hérjével

IFARKAS Ilona, 2Abrahdm E., 2Yu P., 'Dombradi V.,
2Dudits D., 2Horvath V. G.

IDE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;

2MTA SZBK, Novénybioldgiai Intézet, Szeged
Magasabbrend( eukaridtakban a retinoblasztoma
fehérje és homoldgjainak foszforilacids szintje az
Rb/E2F jelatviteli lancon keresztil kulcsszerepet
jatszik a sejtosztdédas G1-S fazisatmenetének sza-
balyozasaban. Eml6sokben a retinoblasztéma fe-
hérjéket ciklin-fliggé kindaz komplexek foszforilaljak,
defoszforilacidjukat pedig a protein foszfataz 1
(PP1) és 2A (PP2A) katalizalja. A ndvényekben is
megtalalhatok az Rb/E2F jelatviteli utvonal elemei,
de nem ismertek a retinoblasztéma-szerl fehérjé-
ket defoszforilalo foszfatazok. Oryza sativaban két
retinoblasztéma-szer( fehérje taldlhato, az OsRBR1
és OsRBR2. A lucerna PP2A B” regulator alegysége
és az OsRBR1 élesztd kéthibrid rendszerben talalt
kdlcsdnhatdsa alapjan tanulmanyozni kezdtik a
rizs PP2A B” lehetséges szerepét az OsRBR fehér-
jék defoszforilaciéjaban. Baktériumban expresszalt
hexahisztidin-fuziés rizs PP2A B” ellen nyulban
poliklonalis antitestet termeltettiink, amellyel
rizs szuszpenzios sejtek kivonatdbodl aktiv forma-
ban immunprecipitaltuk a PP2A holoenzimet. Az
immunprecipitalt PP2A defoszforilalta a ciklinfliggd
(PSTAIRE) kindz komplexszel gamma-32P-ATP
jelenlétében foszforildlt OsRBR1 és OsRBR2
C-termindlis peptideket. Az Rb egyik foszfo-szerin
oldallancara specifikus antitest, valamint OsRBR1
ellenanyag segitségével igazoltuk, hogy a pull
down maddszerrel izolalt PP2A-nak a teljes hosszu-
sagu foszfo-OsRBR1 is szubsztratja. Glutation-S-
transzferdz (GST) flziés PP2A B” segitségével rizs
szuszpenzids sejtkivonatbdl pull down kisérlettel
izolalni tudtuk nemcsak a PP2A katalitikus alegy-
ségét, hanem az OsRBR1-et is. Kimutattuk, hogy
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a hexahisztidin-fuzids OsRBR fehérjék asszocialdd-
nak a GST-PP2A B”-vel. A fentiek alapjan a PP2A
szabalyozhatja a rizs retinoblasztoma-szer(i fehérje
(fehérjék) foszforilacids allapotat, és miikodésében
fontos szerepe lehet a B” regulator alegységnek.
Munkankat az OTKA NK-69227 péalyazata tdmogat-
ta.

P5-05

A dtl gén Drosophila melanogaster
oogenezisében betoltott szerepének
vizsgalata

GREZAL Gébor, Villanyi Z., Boros I.M.

SZTE, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék,
Szeged

A Drosophila melanogaster és kozeli rokon fajok
kromoszémainak végét, az eukaridtakra altalaban
nem jellemzé maddon, retrotranszpozon elemek so-
rozata épiti fel. A telomeraz elvesztésével parhuza-
mosan Uj gének jelentek meg, melynek termékei
részt vesznek a telomer fenntartasaban, hianyuk-
ban a kromoszomavégeket DNS sériilésként érzékeli
a sejt. A hibajavitdé rendszer mikoédése kromoszoé-
mafuzidk kialakulasat eredményezi, melynek vég-
zetes kovetkezményei vannak. A csoportunk altal
azonositott dtl gén szerepet jatszik a kromoszdéma
végi struktura fenntartasaban. Az eukariétak kozott
kivételnek szamitd, két ORF-el rendelkez6 dtl gén-
rél egy mRNS irodik at. Az upstream iranyban elhe-
lyezkedé ORF a DTL (Drosophila Tat-like) fehérjét
kddolja, melynek hianya kromoszémafuziot okoz. A
masodik ORF-r6l atirodé TGS1 (Trimethylguanosine
synthase 1) fehérje funkcidja a Trimetilguanozin-cap
struktura kialakitédsa az sn- és snoRNS-ek 5’ végén.
A dtl delécids allatokon végzett menekitési kisér-
letek alapjan elmondhatd, hogy mig a DTL fehérje
hidanya a kromoszémafuziok kialakulasa miatt okoz
letalitast a bab-és a kelés fazisaban, addig a TGS1
fehérje hianya az aberrans RNS érés miatt végzetes
a vandorld larva/babozodas stadiumaban. Transz-
gén formajaban kiilon-kulon visszajuttatott ORF1-
et és ORF2-et kdédolé szakaszok meglep6 ered-
ménnyel szolgaltattak: bar az F1 generacié egyedei
életképesek voltak, a nostényeknél sterilitds volt
megfigyelhet6. A peték ventralizaciés fenotipust
mutatnak, a dajkasejtek sejtmagjai rendezetlen,
lebenyes szerkezetet vesznek fel, a TMG-cap-el
rendelkez6 RNS-ek jellegzetes, gomb alaku struktu-
rakba rendezddnek a sejtmagban. Az eredmények
arra utalnak, hogy a dtl fehérjeterméke(i) alapve-
t6 fontossaglak az oogenezisben, és bicisztronikus
kddolasuk fontos bioldgiai jelentésséggel bir.

P5-06

A Drosophila CG9238 gén funkcionalis
vizsgalata

'KEREKES Eva, 2Pop F., 2Addm G., 2Gausz J., 3Fried-
rich P.,, 'Dombradi V., 'Kdkai E.

IDE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen;

2MTA SZBK, Genetikai Intézet, Szeged,; 3MTA
Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A Drosophila genomban azonositottuk a CG9238
jeld gént, az altala kdédolt fehérje els6dleges szer-
kezete hasonldésagot mutat egy eml6sokben eld-
forduld glikogénkoté alegységgel (R5). Az R5 a
protein foszfatdz 1 katalitikus alegységnek (PP1c)
egyik regulator fehérjéje, a holoenzim az emlds gli-
kogén metabolizmusban jatszik szerepet. A szerke-
zeti jéslat szerint a Drosophila R5h két konzervalt
domént tartalmaz: egy glikogénko6td-, és egy PP1c
kot motivumot. A fehérje glikogénkotd képességét
szedimentacios kisérlettel igazoltuk. Elesztd két-
hibrid mddszerrel bizonyitottuk, hogy az R5h képes
kolcsonhatast kialakitani az 6sszes Drosophila PP1c
izoformaval. Az R5h tovabbi jellemzése céljabdl
rekombinans GST-R5h fehérjét hoztunk létre bakte-
ridlis expresszidval. A GST-R5h csokkentette a PP1c
aktivitasat mind foszforildz a mind miozin konny(-
lanc szubsztrat alkalmazasaval. A rekombinans fe-
hérjét poliklonalis szérum eldallitasara hasznaltuk
még fel. Az R5h-ot kddold gén szerkezete alapjan
két mRNS irodhat at rdla, viszont a két lehetséges
mRNS koziul csak a rovidebbet tudtuk kimutatni
RT-PCR kisérlettel, embriokban és kifejlett nésté-
nyekben. Az R5h elleni antitest segitségével viszont
a fehérjét felnétt him és ndstény Drosophila-ban
tudtuk kimutatni, valamint immunfestés alkalma-
val az oocyta granulumaiban is megtalaltuk. A gén
funkcidjanak meghatarozasara felhasznaltunk egy
P-elemet hordozé toérzset, amelybdl transzpozazzal
mobilizaltuk a P-elemet. A 10816/81 jell térzsben
2kb-os delécid jott létre a CG9238 génben, mely-
gével hataroztuk meg. A gén sérlilése ellenére kis
mennyiségd mRNS mégis kimutathaté RT-PCR ki-
sérlettel, valamint az R5h fehérje is megtalalhatd a
mutans ndstényekben. Kiilonbséget a vad tipusu és
a hipomorf mutans torzsek kozott az oocytdk tarta-
Iéktapanyaganak, a yolk fehérjének az eloszldsaban
tapasztaltunk. Munkankat az OTKA 060723 szamu
palyazata tdmogatta. Kdkai Endre Bolyai Janos Ku-
tatasi Oszténdijban részesiilt.

P5-07
Az USP5 és az apoptozis kapcsolata
Drosophila melanogasterben

1IKOVACS Levente, 'Nagy O., 'Pal M., 2Popescu O.,
1Dedk P.

IMTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; ?BBTE,
Bio-Nano Interdiszciplindris Kutatékézpont, Mole-
kularis Bioldgiai Intézet, Romania

Az ubikvitilacié a fehérjék ubikvintinekkel térténd
posztszintetikus mddositasa. E folyamat mechaniz-
musa és funkcidja behatdéan ismert a génexpresszio,
a fehérjelebontas és a kllénb6z6 jelatviteli utak
szabdlyozasaban. Ezzel ellentétes folyamat a
dezubikvitilacid, amelyet a dezubikvitilalé enzimek
(DUB-0k) katalizalnak. Ezek az enzimek eltavolitjak
az ubikvitin szignalt a mddositott fehérjékrdl, am
e folyamat részleteir6l és funkcidirdl kevés infor-
macié all rendelkezésre. Kutatocsoportunk célja a
dezubikvitilalé enzimeket kddold gének azonositasa
és szereplk tisztazasa a Drosophila melanogaster
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modellorganizmusban. Ezeket az evollciésan kon-
zervalt szerkezetl enzimeket bioinformatikai maod-
szerekkel azonositottuk. A homoldgia szlrés alap-
jan megallapitottuk, hogy 40 Drosophila fehérje
nagymeértékl szekvencia homoldgiat mutat ismert
éleszt6 és human DUB-okkal. A mutéans és gén-
csendesitett vonalak fenotipusanak elemzése arra
utal, hogy a DUB-ok kozil 24 nélkllozhetetlen a
Drosophila egyedfejl6déséhez. Ezek az eredmények
a potencialis DUB gének tovabbi funkcionalis vizs-
galatat 6sztonozhetik ebben a modellorganizmus-
ban. A CG12082 Drosophila DUB gén nagymértékd
szekvencia homoldgiat mutat a human Usp5-el és
az éleszt6 Ubpl4-el. E gén csendesitése az alla-
tok pusztulasat okozza baballapotban. A hipomorf
mutans larvak agyabdl készitett mikroszkopi pre-
paratumokban jelentésen megemelkedett az
apoptotikus sejtek szama. A null mutansok larva-
stadiumban elpusztulnak, felhalmozdédnak benntik a
poliubikvitin lacok, erGs az apoptédtikus fenotipusuk
és az agyukban megemelkedik a p53, a reaper és
a hid apoptdtikus marker gének expresszidja. Az
Ubp6 gén expresszidja is megemelkedik, ami az
ubikvitin stresszvalasz indukcidjara utal. Az éleszt6
UBP14 és a Drosophila USP5 fehérje kozotti funk-
ciondlis homoldgiat heteroldg komplementacids ki-
sérlettel igazoltuk. Kisérleteink alapjan az CG12082
gén az Drosophila USP5 enzimet kddolja és szere-
pet jatszik az apoptdzis szabalyozasaban.

P5-08

Az anafazis promoting komplex (APC/C)
katalitikus alkomplexe Drosophila
melanogaster-ben

INAGY Olga, 'Pal M., ‘Udvardy A., ‘Boros I.M.,
2Shirras A.D.

IMTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged; 2Lancaster
University, Lancaster, Department of Biological
Sciences, UK

Az eukaridta sejtek osztodasi folyamatainak sza-
balyozasaban kulcsszerepe van az ubikvitin-fliggé
fehérjelebontd rendszernek. Ennek koézponti eleme
az anafazis promoting komplexnek, vagy APC/C-
nek nevezett nagy, ubikvitin-protein ligaz, amely
poliubikvitin [ancok kialakulasat katalizalja mitotikus
szabalyozé fehérjéken. APC/C szerkezetét alkotd
legfontosabb alegységeket sikerlilt azonositani tobb
fajban is, az egyes alegységek szerepérdl azonban
keveset tudunk. Drosophila melanogasterben izo-
laltuk és jellemeztiik a lemming (Img) gén alléljeit.
A Img mutansok jellegzetes fejlédési rendellenessé-
geket mutatnak. A homozigéta larvak agyabodl ké-
szitett preparatumok citoldgiai vizsgalata soran tul-
kondenzalddott kromoszémakat, magas mitotikus
indexet és metafazis - anafazis aranyt, valamint
nagyszamu aneuploid és poliploid sejteket figyel-
tlink meg. Ezek a sejtosztddas metafazis-szerl
gatlasara utalnak. A Img gén szekvenciajanak vizs-
galata alapjan egy ~2.0 kb-os transzkriptet kdédol,
amely két ORF-et tartalmaz tandem elrendez6dés-
ben. Az 5-végi ORF1 egy 10 kDa-os, RING-finger
motivumot tartalmazoé polipeptidet kodol, amely

80% feletti homoldgiat mutat a human APC/C
Apcll alegységével. A 3’-végi ORF2 transzlacios
terméke nem tartalmaz ismert fehérje doméneket.
Genetikai komplementacios kisérletekben kimutat-
tuk, hogy a Img mutédnsok mitdtikus fenotipusanak
kialakulasaért kizarélag az ORF1 hianya felelGs, a
ORF2 pedig nem esszenicalis. Ugyancsak az ORF1
expressziéja képes komplementdlni a sarjadzé
éleszt6 APC11-myc9 héérzékeny mutans letalis és
mitotikus fenotipusat. Az ORF1 altal kodolt fehér-
je genetikai és fizikai interakciot mutat az Apc2/Mr
alegységgel, valamint egy ismert E2 enzimmel, a
Viharral, és egy ujnnan azonositott E2-vel, amely
nagyfokl homoldgiat mutat a human Ube2S-el. Ki-
sérleti eredményeink bizonyitjak, hogy a Img gén az
Apcll alegységet kodolja, amely az Apc2/Mr-vel,
Viharral és DmUbe2S-el egylitt az APC/C kataliti-
kus alkomplexét alkotjak Drosophila melanogaster-
ben.

P5-09
A TAF10 szerepe Drosophila melanogasterben

PAHI Zoltdn Gabor, Pankotai T., Boros I.M.

SZTE, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék,
Szeged

A TAF-ok (TBP associated factor) a transzkripcio
iniciacios komplex kialakitdsaban szerepet jatszo,
tiznél tobb tagbdl allé6 fehérjék csoportja. Egyes
TAF fehérjék a TFIID alap transzkripciés komplexen
kival a kromatin mddositasaban résztvevd fehérje
komplexekben is el6fordulnak. Ez felveti szereplket
a transzkripcio kezdés két fontos |épésének Gssze-
hangolaséaban. A Drosophila-ban talalhaté két GCN5
hiszton acetiltranszferaz (HAT) tartalmd kromatin
modosité komplexek kozll a dSAGA (Spt-Ada-Gen5
acetil transzferaz komplex) tartalmazza a TAF10
fehérjét, az dATAC (Ada2a-t tartalmazé komp-
lex) azonban nem. Ennek ellenére mutans allatok
transzkriptom analizise azt mutatja, hogy a TAF10
és az ATAC komplex alegységeinek (ADA2a, ADA3)
hianya azonos génmikédés valtozasokat eredmé-
nyez. Az adatok szerint tehat az ATAC komplex
vagy kozvetlenll szabalyozza a TAF10 miikodését
vagy kozvetve, valamelyik TAF10-et tartalmazé
komplexen keresztll. Ennek tisztdzasara célul tlz-
tik ki az ATAC hiszton acetiltranszferdaz komplex,
valamint a TAF10 kozotti kolcsonhatas vizsgalatat.
ATAC mutansokban az allatok az ekdizon hormon
hidnya miatt kés6i L3-as stadiumban elpusztulnak.
Ebben a fejlédési stadiumban az ekdizon szintézis
a gy(lrlimirigyben torténik. A TAF10 expresszidjat a
gylrldmirigyben lecsokkentve, az ATAC mutansok-
ban megfigyelthez hasonld, késdi L3 letalitast okoz.
Hasonld fenotipust eredményez a TFIID komplex
masik két alegységének a TAF5 és a TAF8 fehér-
jéknek az expresszio cstékkenése a gylrlimirigyben.
Ezek alapjan feltételezziik, hogy az ATAC komplex
m(ikddése szorosan kapcsolt a TFIID, vagy egy ha-
sonlé, a TAF10-TAF5-TAF8 fehérjéket tartalmazé
komplex m(ikodéséhez.
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P5-10

A BMP2-t konstansan expresszalo

vektorral stabilan transzfektalt C3H10T, egér
mesenchimalis sejtvonal high density
kultaraiban zajl6 sejtdifferenciacio vizsgalata
TAKACS Roland Adam, Matta Cs., Papp A.,

Juhasz T., Katona E., Somogyi Cs., Zakany R.

DE OEC, Anatémiai, Szévet- és Fejlédéstani Inté-
zet, Debrecen

Korabbi kisérleteink alapjan tudjuk, hogy a C3H10T,
egér mesenchimalis eredet(i sejtvonalbdl eléallitott
high density (HD) kultirdk BMP4 hozzaadasanak
hatasara porccéa differencidlédnak. Masik porcdiffe-
rencialédasi modelliinkén nyert eredményeink sze-
rint az eddig els6sorban ingerlékeny sejtek jelatviteli
folyamataiban leirt NMDA-receptorok fontos sze-
repl6i a porcképzédés szabalyozdsanak. Bemutat-
ni kivant vizsgalataink sordn a BMP2-t konstansan
expresszald vektorral transzfektalt C3H10T sejtvo-
nal HD-kulturdinak porcdifferenciaciés folyamatat,
illetve azok esetleges egyéb iranyu differenciacids
potencialjat analizaltuk, valamint az NMDA-
receptoralegységek kimutatdsat és azok porckép-
zO0désre gyakorolt hatasainak tanulmanyozat tlztiuk
ki célul. Kisérleteink soran a porcosodé HD-kulturak

elGallitdsara alkalmazott sejttenyésztési eljarasain-
kat alkalmaztuk. A génexpresszids vizsgalatainkat
RT-PCR reakcid segitségével végeztik, a porckép-
z6dést savas dimetil-metilénkékkel végzett fes-
téssel, a metakromazia megfigyeésével kovet-
tik nyomon. A HD-kulturdak 9. tenyésztési naprol
szarmazo mintdi esetében mar jelentés mennyi-
ségl metakromazias porcmatrixot sikertlt detek-
talnunk. A chondrogenesis markereinek tekintett
aggrekan tengelyfehérje, II. tipusu kollagén és
Sox9 transzkripcids faktor kifejez6dése alatamaszt-
jak a porcképzodés tényét. Ugyanakkor itt a primer
kondrogenikus sejtekbdl all6 csirke HD-kulturakban
tapasztaltaknal Iényegesen lassabb a differenciacio
és a matrix kialakulasaban megfigyelheté egy
ortokromazias kezdeti fazis, ami hialuronsav meg-
jelenésére utal. Az RT-PCR kisérletek tobb NMDA-
receptoralegység esetében is pozitiv eredménnyel
szolgéltak. Az egyéb mezenchimalis differenciacids
markergénekre (Runx2, FABP4 stb.) tervezett RT-
PCR reakciok eredményei arra utalnak, hogy a
BMP2-expresszid és a HD tenyésztési kériilmények
ellenére, a sejtvonal sejtjei megtartjak csont- és
zsirszovet iranyba torténd differencidlédasi ké-
pességliket. Tamogatas: OTKA CNK 80709, ETT
022/09.

P6 - Sejtorganellum biokémia

P6-01

A miozin-foszfataz szerepe az endotelidlis
nitrogén-monoxid szintaz aktivitasanak sza-
balyozasaban

BATORI Rébert, Bécsi B., Lontay B., Erd3di F.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

Az endotelialis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS) al-
tal termelt nitrogén monoxid (NO) a simaizom rela-
xacio mellett szamos fizioldgiai folyamatban szere-
pet jatszik. Az eNOS aktivitdsa a Ser1177 aminosav
foszforilacidjaval ndvekszik, mig a Thr495 aminosav
foszforilacidja az enzim aktivitadsanak gatlasat ered-
ményezi. A foszforildlt Thr495 defoszforilacidjat a
PP2A, PP2B és PPic is katalizdlhatja, azonban a
defoszforilaciot végzo protein foszfataz holoenzim/
ek nem ismert/ek. Az eNOS-t nem expresszald
HEK293 sejteket vad tipusi eNOS-t kodolo
plazmiddal taranszfektaltuk és kemilumineszcen-
cids nitritméréssel hataroztuk meg a felszabaduld
NO mennyiségét. PMA és foszfatazgatld calyculin-A
kezelés hatdsara a Thr495 aminosav foszforilacidja
3-4-szeresére ndvekedett, ami a felszabaduld nitrit
mennyiségének cs6kkenésével jart. Kisérleteink-
ben a PP1cd katalitikus alegységbdl és a regula-
tor alegységbdl (MYPT1) &ll6 miozin foszfataz (MP)
holoenzim szerepét vizsgaltuk az eNOS-Thr495
defoszforilacidjaban. A MYPT1 és eNOS kozotti kol-
csonhatéast endotél sejtekben immunprecipitacioval
és pull-down modszerrel, valamint fellleti plazmon
rezonancian (SPR) alpuld moddszerrel is kimu-
tattuk. A pM11-Flag-MYPT1 és pcDNA3.1-myc-

eNOS plazmiddal kotranszfektalt HEK293 sejtek
lizatumabdl a két fehérje koprecipitacidjat detek-
taltuk. A tisztitott myc-eNOS in vitro foszforilaciojat
a Thr495 aminosavon Rho-kindzzal végeztik
és PP1c-MYPT1 komplexel defoszforilaltuk. A
konfokalis mikroszkopos felvételek a MYPT1 és
eNOS kolokalizacidjat mutattak az endotél sejtek
nyulvanyaiban és részleges kolokalizacié volt meg-
figyelhet6 az osztédé sejtekben az aktomiozin gyu-
ri mentén. Eredményeink arra utalnak, hogy a MP
és eNOS kolcsOnhatnak az endotél sejtekben és a
MP holoenzim az, amely a foszfo-eNOS Thr495 ami-
nosav defoszforilaciéjaért felelés és ezaltal szerepe
lehet az enzim aktivitdsdnak szabalyozdsaban. A
kutatdsokat az OTKA K68416 és CNK80709, vala-
mint a TAMOP 4.2.2-08/1-2008-0019 DERMINOVA
projekt tdmogattak.

P6-02

Leanysejtek oroksége

BORSOS Maté, Rona G., Vértessy B.

MTA Enzimoldgiai Intézet, Genom metabolizmus és
Jjavitas csoport, Budapest

A magi proteom Osszetétele a sejtciklus soran di-
namikusan valtozik. Ennek kialakitasaban jelent6s
szerepe van a citplazma és mag ko6zo6tt fennalld
transzportfolyamatoknak, melyek szabalyzasa elen-
gedhetetlen sejtjeink megfeleld mikodéséhez. Osz-
todast kovetéen a maghartya Ugy szerel6dik 6sz-
sze, hogy a makromolekuldk, a kromatin-asszocialt
fehérjék kivételével, kirekednek a magbdl. A 40
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kDa-nal nagyobb molekuldk késébb kizarélag ak-
tiv transzporttal juthatnak a magba, melyhez NLS
szigndl szlikséges. Ezen aktiv transzportfolya-
matok regulacidéja szdmos mddon térténhet, tob-
bek kozt foszforilacidval. Fehérjék egy csoportja-
rél (Sv40, SWI6, APC, CDC6) mar leirtak, hogy a
sejtciklusfliggé CDK1 szubsztratjai és NLS kozeli
foszforilacidjuk gatolja magi akkumulacidjukat. To-
vabbi, igen hasonld karakter(i NLS-el rendelkezé
CDK1 szubsztratokon (UNG, UBA1, p53) is bizo-
nyitott a szignal kézeli foszforilacio, ellenben ennek
funkciéja még nem ismert. Ennek vizsgalatara fluo-
reszcens riporterhez kotoétt, foszforilaciot mimikalo
mutansokat hoztunk létre. A sejtes eredmények
azt mutatjak, hogy ezen fehérjék transzportjat a
foszforilacié nem gatolja, ezért érdemes elgondol-
kozni, vajon milyen funkciondlis illetve szerkezeti
kiilonbségek lehetnek felelsek a latszolag hasonlo
NLS szerkezet(i, mégis eltéréen reguldlt két fehér-
je csoport kozoétt. Felmertlhet egy sejtciklus fliggd,
NLS kornyéki foszforilaciés esemény éltalanos el6-
késleltetni fogja a lednysejtekben, jelentésen befo-
lyasolva azok magi proteomjat a G1 fazisban. Ettél
a sématdl eltéréen viselkednek az altalunk vizsgalt
fehérjék. Erdekes kérdés, hogy vajon ezen fehér-
jék esetleg egyéb szerkezeti motivumainak, vagy
kolcsonhato partnereknek készénhetden esnek-e ki
ezen szabalyozas aldl. Ennek tesztelésére kidolgoz-
tunk egy, az NLS-t az eredeti fehérje kontextustdl
fuggetlendl vizsgalni képes riporter assay-t, mely-
nek alkalmazasa folyamatban van.

P6-03

Szoveti transzglutaminaz kimutatasa kiilon-

b6z6 eredetii human mezenhimalis O0ssejtek-
ben, és szerepének vizsgalata differencialo-

dasuk soran

IBUCHAN Gyo6ngyi, 2Madi A., Fésus L.

IDE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Intézet, Debrecen; 2MTA-Debrecen, Apoptozis és
Genomika Kutatdcsoport, Debrecen

A primer mezenhimalis Gssejtek (MSC) olyan
multipotens sejtek, melyek a szervezet szamos
szbvetébdl izolalhatéak, mint példaul csontveldbdl,
zsirszovetbdl és koldokzsinorbol. Jellemz6 tulajdon-
saguk, hogy képesek tobbek kozott zsir-, csont-,
és porcszovetté differencidléodni. Az immortalizalt
MSC-ék (iMSC) konnyebben tenyészthet6k, mint
a primer sejtek, igy klinikai alkalmazasuk oriasi
lehet6ségeket rejt magaban. Az MSC-ék alkalma-
zasanak egyik fontos eleme differencialédasi haté-
konysaguk novelése a rendelkezésre allé modsze-
rek tokéletesitésével. A szoveti transzglutaminaz
(TG2) expresszidos mintazata alapjan bizonyitottan
részt vesz klinikailag fontos sejttipusok differencia-
I6dasanak szabalyozasaban. Korabban kimutattak,
hogy a TG2, hasonléan mas sejttipusokhoz, szliksé-
ges az MSC-ék integrin-kozvetitett tuléléséhez, de
génml(ikodést szabalyozd szerepe még nem ismert
differencialodasi folyamataik soran. Munkank célja,
hogy kimutassuk és megvizsgaljuk a TG2 szerepét

ezekben a folyamatokban, hogy igy hozzajaruljunk
az MSC-ék differencialodasi hatékonysaganak és
klinikai alkalmazhatésaganak noveléséhez. Eddi-
gi munkank soran sikerilt kimutatni a human TG2
jelenlétét csontvel6bdl, zsirszovetbdl és koldokzsi-
nérbdl izoldlt primer MSC-ékben, valamint a ren-
delkezéslinkre &ll6 immortalizdlt sejtvonalakban
is. Eredményeink szerint jelentés mennyiségli TG2
taldlhato a differencialatlan sejtekben, melynek dif-
ferencialddasi folyamatokban betoltott szerepét je-
lenleg vizsgaljuk.

P6-04

Protein foszfataz-1 gatlo toxinok és
foszforilalhaté gatlo fehérjék hatasa a
retinoblasztoma fehérje foszforilaciojara.

DEDINSZKI Déra, Kiss A., Gergely P., Erdédi F.
DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A kemoterapias szerek, mint pl. daunorubicin
(DNR), altal kivaltott sejthalalban fontos szerepe
van a fehérje foszforilacié valtozasoknak. Célki-
tlizéstnk az volt, hogy protein foszfataz-1 és -2A
(PP1 és PP2A) enzimek hatasat tanulmanyozzuk le-
ukémias sejtek (THP-1) DNR-el szembeni érzékeny-
ségére. Kisérleteinket Tautomicinnel (TM,1 uM), és
Kalikulin-A-val (CLA, 50 nM) végeztiik, amelyek a
PP1 és PP2A szelektiv gatloszerei az alkalmazott
koncentracioban. A CLA kezelés megnovelte az
Erk1/2, PKB/Akt és a retinoblasztdma (pRb) fehér-
jék foszforilacios szintjét és csokkentette a DNR al-
tal kivaltott kaszpaz-3 aktivitast THP-1 sejtekben. A
TM, habar megemelte a pRb foszforilaciot, nem volt
hatadssal a kaszpaz-3 aktivitdsra. Akarcsak a CLA,
a TM kezelés is megnovelte a sejtek tulélését DNR-
el szemben, ami ramutat a pRb foszforilacié fontos
szerepére ebben a folyamatban. A PP1c izoformak
csendesitése Hela sejtekben megnovekedett pRb
foszforilaciét eredményezett, ami szintén a PP1
szerepére utal a pRb fehérje defoszforilacidjaban.
A KEPI (kinase-enhanced PP1 inhibitor) egy, a CPI-
17 csaladba tartozd foszforilacié fliggé PP1 inhi-
bitor fehérje. FLAG-KEPI plazmid MCF-7 sejtekbe
(amelyek nem tartalmazzék a KEPI fehérjét) tor-
ténd transzfektalasaval modelleztiik a PP1 inhibi-
torok hatasat a pRb foszforilaciéjara. Kimutattuk a
transzfektalt KEPI kezelések nélkiili és foszfatazgatld
hatasara megnovekedett foszforilaciéjat, amit a
pRb foszforilacié fokozddasa kisért. Bizonyitottuk,
hogy a a PKC képes a KEPI-t foszforilalni a gatld
szekvencian és ez megnovekedett foszfataz gatlast
eredményezett. Eredményeink arra utalnak, hogy a
PP1 altal szabalyozott pRb fehérje foszforilaciéjanak
fontos szerepe van a sejtek életképességének sza-
balyozasaban. A kutatdsokat az OTKA K68416 és
CNK 80709, valamint a TAMOP 4.2.2-08/1-2008-
0019 DERMANOVA palyazatok tamogattak.
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P6-05
ComPPI: kompartmentalizalt fehérje-fehérje
kolcsonhatasi adatbazis

VERES Daniel, Csermely P.
SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest

A fehérje-fehérje kolcsonhatasi haldézatok nagy-
ban segitik az ép és a beteg sejt szervezdédésének
és funkcidinak rendszer szintli megértését. E ha-
I6zatok elemei a sejtet alkotd fehérjék, kapcsola-
tai pedig a fehérjék kozotti fizikai kapcsolatok. Az
interaktomokban a sejten bellli lokalizaciét eddig
nem vették figyelembe, igy szdmos koélcsonhatas
fals-pozitiv volt, hiszen a kolcsonhato fehérjék a
sejten belll a valésagban nem tartézkodtak azonos
helyen. Az interaktémok szlirésének egyik mod-
szere a szubcellularis lokalizacié hozzarendelése a
fehérjékhez. Ezzel szamos hamis kapcsolat eltl-
nik a halézatbdl, ami noveli a bioldgiai relevanciat.
Négy modell szervezet interakciés adatbazisat ké-
szitettiik el. Az adatbazis alapjat a fehérje-fehérje
kolcsbnhatasi adatok adtak, amelyek kapcsolatait
tobb adatbazis O0sszegzésébll szarmazd lokaliza-

cidés informacidok alapjan korrigaltuk. Az elkészilt
kompartmentalizalt fehérje-fehérje kolcsonhatasi
adatbazist ComPPI-nak neveztiik el. Az adatbazis
A) alkalmas azon kapcsolatok kisz(irésére, me-
lyek eltéré kompartmentek kozott jonnének létre;
B) tobb forrasbol szarmazd lokalizacidos adatokat
Osszegez; C) a felhasznalé szamara szabadsagot
biztosit az adatbazisok kivalasztdsaban, és a ki-
vant kélcsonhatasok 6sszeallitdsaban. Az adatbazis
kés6bb koénnyen bovithetd, frissithet6. Az adatba-
zis elérése egy web-szerveren keresztul torténik,
amelynek fellletén egyszerlen kivalaszthatéak a
kivant tulajdonsagok, igy a letoltendé adatbazis-
ok strukturaja a késObbi vizsgalatokhoz optimali-
zalhato. A kompartmentalizalt fehérje-fehérje kol-
csOnhatasi haldzatok hasznalatanak fontossagat
egy, a sejtkompartmentumok 6regedéssel fokozo-
do ateresztOképességét figyelembe vevd, in silico
Oregedési modellen is teszteltik. Az itt kapott
eredmények ravilagitottak arra, hogy a fehérjék lo-
kalizaciés térképe az eddig hasznalt interaktémok
tulajdonsagait alapvetéen megvaltoztatja, igy az
eddig hasznalt halézatokon kompartmentalizacids
szempontbdl a kvazi ,,6reg” allapotot vizsgaltak.

P7 - Neurobiokémia

P7-01

A CB1 receptor antagonista SR141716
(rimonabant) CB1 receptor-independens ha-
tasai

Cinar R., SZUCS Méria

MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A cannabinoid CB1 receptor antagonista SR141716-
rél tébben kimutattdk, hogy nagy koncentraciéban
gatolja a G-protein alapaktivitast, vagyis inverz
agonista hatassal rendelkezik. Munkank célja az
volt, hogy megvizsgaljuk, vajon ez a hatas a CB1
receptorokon keresztil medialédik-e. A ligandum
stimulalt [3*S]GTPyS funkcionalis mérést hasznalva,
amely barmely GPCR aktivacié els6 lépését detek-
talja, azt taldltuk, hogy az SR141716 mikromdlos
koncentraciokban szignifikdnsan csokkentette a
bazalis [3*S]GTPyS kotést vad tipusu és CB1 recep-
tor knock-out egér cortex és parentalis CHO sejt
membranban, utdbbi két rendszer nem tartalmaz-

va a vizsgalt receptort. Ezek az adatok arra val-
lanak, hogy az SR141716 inverz agonista hatdsa
CB1 receptor-independens. p-opioid receptorokkal
stabilan transzfektalt CHO sejtekben a specifikus
p-opioid receptor agonista DAMGO 501 £ 29% sti-
muldlta a G-protein aktivacié alapaktivitasat, me-
lyet 456 + 22% értékre gatolt 10 uM SR141716.
Amennyiben a sejteket pertussis toxinnal (PTX)
el6kezeltik, hogy szétkapcsoljuk a receptorokat a
Gi/Go proteinektél, a DAMGO-nak magdban nem
volt hatdsa, a varakozasnak megfeleléen. Azonban
DAMGO és SR141716 kombinaciéja 215 + 25% sti-
mulaciét eredményezett, amelyet teljes mértékben
kivédett az opioid antagonista naloxon. Ezek az
eredmények egy Uj, PTX-inszenzitiv opioid signaling
felszinre kerlilését mutatjak, amikor a p-receptorok
aktivalva vannak DAMGO és SR141716 egyttes je-
lenlétében. A jelenség molekularis mechanizmusa-
nak feltarasa tovabbi vizsgalatok targya.
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P8 - Egyéb

P8-01

Karnitinészter profil dializis indukal-

ta valtozasainak vizsgalata L-karnitin
szupplementacioban részesiilt végstadiumu
vesebetegekben

BENE Judit, ?Csiky B., ?Wittmann 1., 3Sulyok E.,
‘Melegh B.

IPTE KK, Orvosi Genetikai Intézet, Pécs; 2PTE KK,
II. Belgydgyaszati Klinika és Nephroldgiai Cent-
rum, Pécs; 3PTE ETK, Egészségtudomanyi Intézet,
Pécs

Rendszeres hemodializis kezelésben részeslilé vég-
stadiumd vesebetegeknél gyakran megfigyelhet6
karnitin deplécié és az acilkarnitinek akkumulaci-
0ja. Munkank soran az L-karnitin szupplementacié
acilkarnitin profilra gyakorolt hatasat vizsgaltuk,
tovabba jellemeztik az egyes acilkarnitinek valto-
zasanak dinamikajat dializis alatt karnitin vissza-
pétlast kovetéen. 20 nem diabéteszes beteget és
37 egészséges kontrollt vontunk be a tanulmany-
ba. Mintavétel karnitin szupplementacié el6tt, a
12 hetes szupplementacié végén, a dializis alatt
oranként és fél éraval a dializis utan tértént. A sza-
bad karnitin és az egyedi acilkarnitinek plazmabeli
szintjét elektrospray tandem tomegspektrometrias
méréssel hataroztuk meg. A dializises kezelés-
ben részesul6 betegek alacsonyabb szabad és
Osszkarnitin, és emelkedett acilkarnitin szintet mu-
tattak a szupplementacio el6tt a kontrollokhoz ké-
pest. Az L-karnitin szupplementacié az 6sszes ész-
ter drdamai emelkedését eredményezte. A dializis a
szabad karnitin, rovid szénlancu- és dikarbonsavas
karnitinészterek szintjében egy progressziv és fo-
lyamatos csdkkenést indukalt (a dializis elotti érték
~80%-a kimosddott), a kbzepes szénlancu észterek
esetében egy mérsékelt csokkenést eredményezett
(~60%-a mosaddott ki), mig a hosszUszénlancu ész-
terekre nem volt hatassal. Mar 30 perccel a dializis
utan lényeges emelkedést figyeltiink meg a sza-
ték 26%-at elérte) és az acilkarnitinek is elkezdtek
visszatoltédni (a dializis el6tti érték 21-52%-ara)
klls6 karnitin bevitele nélkil. A dializis indukalta
kimosddas a rovid-, kozepes- és hosszlUszénlancu
ményezte a karnitin kezelt betegekben, a keringé
karnitinészterek visszanyerése a szOveti raktarak-
bdl gyors, melynek hatasa mar 30 perccel a dializis
abbahagyasat kovetéen megmutatkozik.

P8-02

A retinoidok befolyasolhatjak a szoveti
transzglutaminaz keletkezését az elhalé
timocitakban

Garabuczi Eva, Fésis L., Szondy Zs.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

A timocitak csontvelGi Gssejtekbdl szarmazd sej-
tek. Eréslik és differencialédasuk a timuszban tor-

ténik meg, melynek sordn a timocitdk tébb mint
90%-a elhal. Az intézetben folyt kordbbi kutata-
sok kimutattdk, hogy az apoptozis kivaltasakor
pl. glikokortikoid oltasat kovetéen, nagy meny-
nyiségli szoveti transzglutaminaz (TG2) termels-
dik a timocitdkban. Azonban a timocitak elhaldsat
in vitro glukokortikoid kezeléssel kivaltva, a TG2
indukalédasat nem tudtuk kimutatni. Kisérleteink
soran arra keressiik a valaszt, hogy mely anyagok
mikodhetnek kozre a timocitadk in vivo apoptdzisa
soran, melyek a timocitédk szoveti kérnyezetében
megtaldlhatdak és sziikségesek a TG2 in vivo ter-
melédéséhez. Laborunk kordbbi adatai azt mu-
tatjdk, hogy a timocitdak elhaldsat a timuszban
jelenlévé retinoidok és az apoptotikus sejteket
eltakarit6 makroféagok altal termelt transforming-
growth-factor-béta (TGF-béta) is befolydsolhatja.
Mind retinsav, mind TGF-béta kétOhely létezését le-
irtdak a TG2 prométerében. Kisérleteinkben - a TGF-
béta mellett — a retinoidok hatasat vizsgaljuk a TG2
megjelenésére, a timocitédk apoptoézisa soran. Ada-
taink azt mutatjak, hogy a TGF-béta és a retinsav,
valamint az apoptdzist kivaltd glukokortikoid egyit-
tes hatdsa sziikséges a TG2 mRNS hatésos induk-
ciéjahoz in vitro elhald timocitdkban. A retinsav
szintézis gatldsa csokkenti a TG2 indukcidjat in vivo
apoptoézis kivaltasat kovetéen, mely arra utal, hogy
a retinoidok hozzajarulhatnak a TG2 expressziéhoz.
Tovabba, a timuszban in vivo apoptdzis kivaltasat
nagymérték(i retinsav indukcié kéveti. A megjelend
retinsavat az apoptotikus sejtek eltakaritasat vég-
z6 makrofagok termelhetik. Adataink azt mutat-
jak, hogy az apoptotikus sejtek felvétele retinoidok
szintézisét valtja ki az 6ket felvevé makrofdgokban,
mely retinoidok hozzajarulhatnak a TG2 indukcio-
hoz az elhald timocitakban.

P8-03
Monoklonalis antitestek biotinilaltsaganak
meghatarozasa kiilonb6z6 eljarasokkal

KADAS Jénos, Lézér J., Pal A., Lestar Zs., Takacs
L., Kurucz I.
BioSystems International Kft, Debrecen

A biotin-streptavidin specifikus kotés kihasznalasa
nagyon szerteagaz6 molekularis bioldgiai és immu-
noldgiai modszerekben és azokkal 6sszefliggd fej-
lesztésekben. Ezen fehérje alapl modszerek kozé
tartoznak az ELISA, immunprecipitacid, Western
blot és egyéb bioldgiai eljarasokban felhasznalt im-
mobilizalasi és detektalasi technikak. A kilénb6z6
maodszerekben alkalmazott biotinilalt fehérjék keres-
kedelmi forgalomban tobbnyire beszerezheték, de
bizonyos esetekben szlikség van hazilag biotinilalt
fehérjékre is. Fontos kérdés egy biotinilalasi elja-
ras soran a célfehérje biotinilaltsaga, és az ehhez a
megfeleld fehérje - biotin arany beallitasa, illetve a
biotinilaltsag sikerességének és mértékének ellendr-
zése. Rossz biotinilalasi hatasfok a tervezett eljaras
miikodését veszélyezteti, tulbiotinilalas esetén pre-
cipitacid, aktivitas- és funkcidvesztés kovetkezhet
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be. Az ilyen veszélyek elkerlilésére tébb mddszert is
kidolgoztak, melyek segitenek a biotinilaltsag mér-
tékének meghatarozasdban. Ezek az altaldnosan
hasznalt mddszerek vagy streptavidin kotédésen
alapulnak (pl. HABA), vagy 6nmagaban a beépi-
tett biotin jarulékos tulajdonsagat hasznaljak ki (pl.
kromogén biotin). Problémat jelenthet az eljaras
jarulékos koltsége, a szlikséges felszerelés hidnya,
a felhasznalt fehérje mennyisége. Tapasztalataink
szerint ezek a konvenciondlis eljarasok az emli-
tett problémakon tdlmenden bizonyos esetekben
alulreprezentaljak a beépitett biotin mennyiségét,
illetve az altaluk meghatarozott biotin nem teljes
mennyisége hozzaférhetd a jelolt mintdn a mérés
koralményei kozott, vagy egyaltaldn nem képesek
meghatarozni azt, illetve nem adnak elégséges in-
formaciét az esetleges funkcidvesztésrol vagy ak-
tivitds csokkenésrdl. Biomarker kutatdsainkhoz
hasznalt monoklonalis antitestek vizsgalata soran
szamos olyan technikat hasznalunk, ahol a résztve-
v6 partnerek egyike biotinilalt. A biotinilaltsag ha-
tasfokanak ellenérzésére alkalmazott modszereink
egyike streptavidin-HRPO probat hasznal, amelynek
segitségével igy, a préba altal hozzaférhetd (funk-
ciondlis) beépitett biotin mennyisége hatarozhatd
meg. Ez az adat sem a HABA sem pedig a kromogén
biotin alkalmazasaval nem mérhetd. A kutatasokat
a Nemzeti Innovacios Hivatal NKTH palyazati alapja
(TECH-09-A1-2009-0113) tdmogatta.

P8-04

A TRIB1 gén polimorfizmusa 2-es tipusu cu-
korbetegségben és metabolikus szindroma-
ban

IKISFALI Péter, !Szabd Gy., Baricza E., 'Duga B.,
2Hetyésy K., 'Melegh B.

IPTE KK, Orvosi Genetikai Intézet, Pécs; 2Gyori
Petz Aladar Megyei Kérhdz, Kézponti Laboratori-
um, Gyér

A 2-es tipusli cukorbetegség (T2DM) és a
metabolikus szindréma (MS) poligénes, complex
betegségek. Mindkét betegségre jellemzé a gén-
gén és kornyezet kolcsébnhatasok hangsulyos sze-
repe, a felnGttkori 40 és 60 év kozotti megjelenés.
Penetrancidjuk valtozd, 10% és 40% kozé tehet6.
A human tribbles-1 gén (TRIB1) a 8qg24-es kro-
moszdéma régioban helyezkedik el. Az altala kodolt
TRIB1 fehérje majban tortén6 overexpresszidja
a plazma triglicerid- és Osszkoleszterin-szinteket
csbkkenti a VLDL képz6dés korlatozasa révén. Az
rs17321515 variansrol korabban kimutattak, hogy
Osszefliggésben all a hipertrigliceridémiaval és a
hiperlipoproteinémia 2B, 3, 4 és 5 tipusaival egy
azsiai malaj populacidoban. Tovabba, ez a TRIB1
I6kuszon talalhatd polimorfizmus 6sszefliggést mu-
tatott emelkedett 6ssz- és LDL-koleszterin értékek-
kel és iszkémias sziv- valamint sziv-és érrendszeri
megbetegedések kialakulasanak emelkedett koc-
kazataval, valamint egy japan tanulmanyban ez a
polimorfizmus szignifikdns asszociaciot mutatott
triglicerid- és LDL-koleszterin koncentraciokkal is.
Osszesen 426 T2DM, 489 MS és 253 kontroll sze-

mély genotipusat vizsgdltuk PCR-RFLP modszer-
rel. A triglicerid-értékek és a genotipusok kozott
kapcsolatot taldltunk mindkét betegcsoportban. A
triglicerid-szintek magasabbak voltak a minor allélra
homozigdtak kérében, mint a masik két genotipus-
sal rendelkez6k esetében (T2DM: AA:2.12+0.28;
AG:1.79+0.12; GG:1.99+£0.21; MS: AA:2.49+0.18;
AG:2.10+0.09; GG:2.15+0.16; p<0.05). A szérum
0ssz-koleszterin és HDL-koleszterin szintek a kilon-
b6z6 genotipusu alcsoportok k6zott nem mutattak
szignifikans eltérést. A logisztikus regresszios anali-
zis eredményei alapjan az AA genotipus a 2-es tipu-
sl cukorbetegség kialakulasaval szemben védo fak-
tornak bizonyult (OR=0.495; 95% CI:0.292-0.827;
p=0.007). A vizsgalt rs17321515 polimorfizmus
tehat eredményeink alapjan a minor allélra homo-
zigotak esetében 6sszefliggést mutatott az emelke-
dett plazma triglicerid szintekkel mind T2DM mind
MS betegekben, és védo faktornak bizonyult a 2-es
tipusu cukorbetegséggel szemben.

P8-05

A retinoidok altal kivaltott NUR77-fiiggo
apoptoézis egér timuszsejtekben

Kiss Beata, Toth K., Sarang Zs., Szondy Zs.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

A Nur77 egy transzkripcios faktorként funkcionald un.
arva receptor, mely meghatarozd szerepet jatszik a
T-sejt receptor indukalta timocita sejthalal kozveti-
tésében. Az apoptdzis kivaltasahoz a transzkripcids
szabalyozason felll, a mitokondriumba jutva is hozza-
jarul, a antiapoptotikus Bcl-2 fehérje proapoptotikus
molelulava térténd konverzidja révén. El6zetes kuta-
tasok kimutattak, hogy az egér timuszban endogénen
képzbédnek retinoidok, melyek transzkripcid-fliggéen
képesek kivaltani a timoctak apoptdzisat. Kimutattuk,
hogy a T-sejt receptoron keresztil hatd szignalokhoz
hasonldan a retinsavak is képesek kivaltani a Nur77
kifejez6dését ddzis-fliggé modon, mely folyamatban
a 9-cisz retinsav hatékonyabbnak bizonyult az ATRA-
hoz képest. A retinoid-kivaltotta timocita sejtelhalds
Nur77-fiiggd folyamat, mivel Nur77 KO sejtek ese-
tében retinsavakkal nem indukalhatd apoptdzis. A
retinoidok 6t sejthalalban szerepet jatszd gén kifeje-
zO6dését fokozzak Nur77 fiiggd modon (FasL, TRAIL,
NDG1, Gpr65 and Bid), melyek egyiittesen jarulnak
hozza a mitokondridlis Bid fehérje kaszpaz-8 fliggd
hasitasahoz. Tovabba kimutattuk, hogy a Nur77 fe-
hérje mitokondriumba torténd bejutdsa a Bcl-2 BH3
doménjének felszabadulasahoz vezet. A retinsav in-
dukalta apoptdzis mind kaszpaz-8, mind kaszpaz-9
fliggd folyamat. Adataink azt mutatjak, hogy a
retinoidok a mitokondridlis Utvonalat aktivalva egy
Nur77-fliggd apoptdtikus folyamatot inditanak egér
timuszsejtekben.
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P8-06

Az adenozin A,, receptor szerepe az
apoptotikus sejtek gyulladascsokkento hata-
saban

Koroskényi Krisztina, Durd E., Pallai A.,

Sarang Zs., Fésis L., Szondy Zs.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

Az apoptétikus sejtek makrofagok altali hatékony
és gyors eltakaritasa kulcsfontossagu folyamat az
immunhomeosztazis fenntartdsdnak szempontja-
bél. Az eltakaritdas harom szakaszra bonthaté: (1)
fagocitak mobilizéldsa szolubilis ,find me” szigalok
kézrem(ikodésével, sejtfelszini ,eat me” motivu-
mok altali felismerését kovetd fagocitozis, gyulla-
dasi valasz gatlasa direkt modon, illetve gyulladas-
csokkentd mediatorokon keresztil. Vizsgalatainkkal
a féként gyulladasgatld jelet kézvetité adenozin A2
(A2AR) receptor részvételét vizsgaltuk a makrofagok
apoptotikus sejtekre adott immunvalaszaban. Mun-
kank soran azt taldltuk, hogy a makrofagok egy-
részt adenozin termeléssel, masrészt az A2AR
sejtfelszini és génexpresszios szintjének megeme-
|ésével reagalnak az apoptétikus sejtekre. Ez utobbi
sejtfelvétel-fliggbnek bizonyult és valdszinlileg két,
az apoptétikus sejtek gyulladascsokkent6 hatasat
kozvetitd magreceptor a PPARd, és az LXR aktiva-
ciéjan keresztil valésul meg. Emellett apoptotikus
sejtekkel kezelt vad tipusd makrofagokban az
A2AR stimulacidéja a NO-termelés gatlasan keresz-
til csokkenti a neutrofil kemoattraktdns MIP-2 és
idjat. Ennek megdfeleléen A2AR hia-
nyaban mindkét kemoattraktans szintje emelke-
dett, melynek eredményeként fokozott neutrofil
migracié figyelhetd meg apoptotikus sejtekkel
injektalt A2AR knock out egerekben in vivo. Osz-
szességében eredményeink azt mutatjak, hogy az
adenozin egyike azon, makrofagok altal termelt
szolubilis mediatoroknak, melyek részt vesznek az
apoptotikus sejtek gyulladasgatlé hatasban.

P8-07
A Plasmodium falciparum CTP: foszfokolin
citidililtranszferaz szerkezeti vizsgalata

!Nagy Gergely N., 2Maheshwari, S., 2Cerdan, R.,
2Vial, H., 'Vértessy G.B.

IMTA Enzimoldgiai Intézet, Genom Metabolizmus
és Javitas Csoport, Budapest; 2Centre National de
la Recherche Scientifique, Université Montpellier
II, Franciaorszag

A Plasmodium malaria korokozo fajok foszfolipid
szintézise kulcsfontossdgl a parazita vorosvér-
testbeli életszakasza soran, emiatt igéretes Uj
gyogyszerfejlesztési célpontnak tekintheté. A P.
falciparum CTP: foszfokolin citidililtranszferaznak
(PfCCT) lényeges szabalyozasi szerepe van a szinté-
zisutban, mivel a de novo foszfatidilkolin bioszintézis
sebességmeghatarozo lépését katalizalja. Célunk a
PfCCT enzim hatasmodjanak mélyebb megisme-
rése, enzim- ligandum kolcsénhatasok vizsgalata
altal. Vizsgalatainkhoz a katalitikus domént is tar-

talmazd PfCCT konstruktot E. colival termeltettik.
Igazoltuk a termelt fehérje dimerizacidjat és enzim
aktivitast. Izotermalis titracios kalorimetrias mérés
soran a PfCCT:CDP-kolin termékkel alkotott komp-
lex disszociacids allanddja 50 pM-nak adddott. Ez
az érték joval kisebb, mint a kolin-foszfat és CTP
szubsztratok irodalomban ko6zélt Michaelis allan-
doi. A termék hozzaadasa a szubsztratokénal jo-
val er6sebb védelmet biztositott h6denaturalassal
szemben Thermofluor mérés soran. A nagyobb
PfCCT-CDP-kolin affinitads okat abban véljik, hogy a
termék mind a CTP-, mind a kolin-foszfat ko6té kon-
zervalt motivumokkal kélcs6nhatasban van. A me-
chanizmus jobb megértéséhez folytonos fotomet-
rids enzim aktivitds assayt alkalmaztunk. A PFCCT
triptofan fluoroférok fluoreszcencidja jelentGsen
csOkkent CTP, illetve CDP-kolin hozzaadasara, ami
a ligand bekotéssel jard konformacids valtozasokat
jelez a fluorofér kérnyezetében. CDP-kolin jelenléte
el6segitette fehérje kristalyositas soran a kristaly-
novekedést. A kristalyok réntgendiffrakcios vizsga-
lata folyamatban van. Fliggetlen biofizikai mddsze-
rekkel igazoltuk, hogy a PfCCT a szubsztratoknal
joval er6sebben koti a CDP-kolin terméket. Ennek
ra, hanem a katalitikus egyensulyra is. Az enzim di-
namikajanak mélyebb megismerését gyorskinetikai
mérések alapjan tervezzik.

P8-08

Transzglutaminaz altal létrehozott Glutamil-
Lizin izodipeptid gyulladascsokkent6 hatasa-
nak vizsgalata

Pallai Anna, Sarang Zs., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémia és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

A transzglutaminazok a fehérjék poszttranszlacios
modositasat katalizalé enzimek, amelyek g(y-
glutamil)lizin keresztkotéseket hoznak létre a fe-
hérjék vagy polipeptid lancok glutamin és lizin
oldallancai kozott. Az apoptdzis soran a szoveti
transzglutaminaz (TG2) szintje és aktivitasa meg-
emelkedik. Az enzim glutamil-lizil izopeptid kotése-
ket hoz létre a célfehérjéi kozott ezzel stabilizalva az
apoptotikus testeket. Amikor az apoptotikus teste-
ket felveszik a makrofagok a glutamil-lizil izopeptid
kotés ellendll a lizoszomalis emészté enzimeknek
és a fagocita sejt N-epszilon-(gamma-glutamil)-
lizin izodipeptidet bocsajt ki. Az izodipeptid mo-
lekula plazma szintjének megemelkedése jelzi a
szervezetben zajlo apoptdzis mértékét, ugyanak-
kor ez idaig nem folyt kutatds a lehetséges fizio-
l6gids hatasanak vizsgalatara. Kisérleteink soran
azt talaltuk, hogy ez a dipeptid potencidlis gyul-
ladascsokkent6 hatassal rendelkezik. Primer egér
makrofagokban és RAW264 egér makrofag sejtvo-
nalban képes cskkenteni a lipopoliszacharid (LPS)
indukalt TNF-a, IL-6, MIP-2 citokinek és indukalhatd
nitrogén monoxid szintetdz (INOS) expresszidjat.
Tovabbi kisérleteinkben szeretnénk karakterizalni
a molekula gyulladasra, migraciéra és fagocitétikus
képességre gyakorolt lehetséges hatasat.
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P8-09

A GALNT2 gén lipid-szintekkel 6sszefiiggést
mutaté variansa nagy mértékben noveli a
2-es tipusa cukorbetegség kialakulasanak
kockazatat

IPOLGAR Noémi, 'Kisfali P., ‘Ma&sz A., 'Baricza E.,
1Duga B., 2Mohas M., 2Wittmann 1., 'Melegh B.
IPTE KK, Orvosi Genetikai Intézet, Pécs; 2PTE KK,
II. Belgydgydaszati Klinika és Nephroldgiai
Centrum, Pécs

Az UDP-N-acetil-alfa-D-galaktézamin:polipeptid N
-acetilgalaktézaminiltranszferaz 2 (GALNT2) fe-
hérje a kozelmult kutatdsi eredményei alapjan az
angiopoietin-szer(i 3-as fehérje (ANGPTL3) akti-
vitasdt befolyasolja O-glikozilacién keresztul. A
GALNT2 tehat a plazma triglicerid szintek valtoza-
saihoz is kdzvetve hozzajarul, hiszen az ANGPTL3
a triglicerid hidrolizisért felelés lipoprotein lipaz
inhibitora. Emellett a GALNT2 rs4846914-es varian-
sat tébb genomi asszociaciés tanulmany is a plazma
lipid szintek eltéréseivel hozta 6sszefliggésbe. Mivel
ezek a genomi asszociacios tanulmanyok nem szol-
galnak funkcionadlis informacidval, az rs4846914-es
polimorfizmus metabolikus szindrémaval (MS) és
2-es tipusu cukorbetegséggel (T2DM) val¢ feltétele-
zett 6sszefliggését vizsgdltuk betegeinkben. Ossze-
sen 308 2-es tipusu diabéteszes és 394 metabolikus
szindromas beteget valamint 246 egészséges kont-
rollt genotipizaltunk PCR-RFLP mddszer alkalmaza-
saval. A minor G allélra homozigdtédk szamat mind-
két betegcsoportban szignifikdnsan gyakoribbnak
taldltuk, mint a kontroll csoportban. Ezen felll a
testtomeg indexre, triglicerid- és Osszkoleszterin-
szintekre, korra és nemre korrigalt regresszids
analizis alapjan a GG homozigéta genotipus a 2-es
tipusu cukorbetegség kialakuldsaval mutatott 6sz-
szefliggést igen magas, 5.218-as esélyhanyados
mellett (CI [95%] 2.811-9.683; p<0.001), miga G
allél hordozasa kisebb kockazatot jelentett a T2DM
kialakulasara 1.659-es esélyhényadossal ([CI95%]
1.027-2.678, p=0.038). Eredményeink alapjan te-
hat a plazma lipid profilt befolydsol6 rs4846914-es
polimorfizmus esetében metabolikus szindrdmas
betegeink korében a betegség kialakuldsanak koc-
kadzatdval nem tudtunk Osszefliggést kimutatni.
Ugyanakkor a polimorfizmus hetero- és homozigéta
forméban a 2-es tipusu diabétesz kialakulasara je-
lent kockazatot, mely 6sszefliggés a rendelkezésre

allo irodalomban eddig nem volt ismert.

P8-10

Studying human adipocyte cell death in vitro
1ISARVARI Anita Kinga, Balajthy, Z., 2Doan M.,
2Bacs6 Zs., 'Fésis L.

IDE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen; 2DE OEC, Biofizikai és Sejtbioldgiai
Intézet

Obesity is an epidemic health problem worldwide,
enhancingtheriskformetabolicdisorderssuchastype
2 diabetes (T2DM), nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD), metabolic X syndrome and cardiovascular
diseases. Hypertrophic adipose tissue is associated
with a rise of free fatty acids (FFA), adipokines and
proinflammatory molecules, such as interleukin-6
(IL-6) monocyte chemoattractant protein-1(MCP-1)
and tumor necrosis factor-a (TNF-a) in the serum
and in the adipose tissue. Weight gain correlates
with adipocyte size expansion and an increased
number of dying adipocytes. TNF-a is known to
inhibit adipocyte differentiation and lipogenesis,
stimulates lipolysis and induces apoptosis. The
elevated levels of FFA and proinflammatory
cytokines attract monocytes into the hypertrophic
adipose tissue. These recruited monocytes
differentiate to activated macrophages, which are
situated around dead adipocyets, in a ,crown like”
structure, release more proinflammatory cytokines,
which cause an inflammatory vicious cycle in white
adipose tissue (WAT). The types of adipocyte cell
death and their connection with macrophages is not
completely characterized yet. Our aim is to create
a human in vitro model for adipocyte cell death and
a phagocytosis assay involving human adipocytes
and macrophages. We intend to characterize the
cell death types of adipocytes, and to determine the
cytokine profile of adipocytes during differentiation
and the cytokines released during phagocytosis
of adipocyte corpses. As an adipocyte source, we
use human SGBS preadipocyte cell line. SGBS
preadipocytes were differentiated in vitro into
adipocytes. The lipid content of differentiating
adipocytes has been measured on a time curve
by laser scanning cytometry (LSC), to identify
the stages of differentiation, and their cell death
profile has been analyzed. The ideal timepoint for
interaction of adipocytes with macrophages has
been determined.

A kutatohelyek roviditésének jegyzéke

AOK: Altaldnos Orvostudomanyi Kar MTA: Magyar Tudomanyos Akadémia
BBTE: Babes-Bolyai Tudomanyegyetem OEC: Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
DE: Debreceni Egyetem PTE: Pécsi Tudomanyegyetem
ELTE: E6tvos Lorand Tudomanyegyetem SE: Semmelweis Egyetem
ETK: Egészségtudomanyi Kar SZBK:  Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont
KK: Klinikai K6zpont SZTE: Szegedi Tudomanyegyetem
KKK: Kémiai Kutatékézpont TEK: Tudomanyegyetemi Karok
KOKI: Kisérleti Orvostudomanyi Kutatéintézet TTK: Természettudomanyi Kar
BIOKEMIA
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, A fels6oktatas minGségének javitasa a
(j DEBRECENI EGYETEM kutatas-fejlesztés-innovacio-oktatas fejlesztésén keresztil

, a Debreceni Egyetemen
KUTATO-ELITEGYETEM .
TAMOP-4.2.1/B-09/1/KONV-2010-0007

Kutatéegyetemi program a Debreceni Egyetemen

A Debreceni Egyetemen 2010. jilius 1.-én indult el a TAMOP-4.2.1/B-09/1/KONV-2010-
0007 jelti projekt, amely ,,A fels6oktatas mindségének javitasa a kutatas-fejlesztés-
innovacio-oktatas fejlesztésén keresztill a Debreceni Egyetemen” cimet kapta. Az
intézmény keretein beliil kutatéegyetemi projektként kozismert program célja, hogy a
Debreceni Egyetem elérje a vezetd eurdpai elitegyetemek tudoményos teljesitményét,
szinvonalat és elismertségét. Ot kiemelt teriileten beliil azok a kutatok és kutatdcsoportok,
belsd kivalosagi helyek keriilnek tamogatisra, akik optimalis feltételek kozott dolgozva
képesek a kutatdsi teriiletiik nemzetkdzi élvonalaban jelentds tudoményos eredmények,
nemzetkozi dijak elnyerésére, tovabba széleskorli egylittmitkddésre a hazai és kiilfoldi kutatod
tarsintézményekkel. A projekt koltségvetése 3 015 145578 Ft, melyb6l oneroként a
Debreceni Egyetem 5%-ot, azaz 150 757 279 Ft-ot biztosit.

A projekt keretében 6t kiemelt alapkutatasi témakorben 118 Kkutatécsoport végez
kiilonb6zé kutatasokat. A programot feliigyelé Kutatoegyetemi Koordinaciés Tandcs
meghatarozta a kutatok kétéves projektben torténo alkalmazasanak feltételeit és a
projekt megvaldsitasainak belsé eljarasrendjét, belsé6 szerzodést Kkotott a
kutatocsoportokkal, mely tartalmazza a kutatasi tervet, koltségvetést és a két évre tett
vallalasokat. Egyetemi szinten a két év alatt a szellemi kapacitas 73 f6 kutatoval boviil,
tovabbi 70 jelenlegi dolgoz6 tehermentesitése is megtorténik az oktatasi feladatok alol. A
projekt keretében 22 fiatal kutat6 kap lehetéséget 6nallo kutatdcsoport iranyitasara.

A Kutatéegyetemi program legfelsd iranyitd és ellendrzé szerve a Kutatéegyetemi
Koordinaciés Tanacs, melynek elndke, Fésiis Laszlo akadémikus, a projekt szakmai
vezetdje. Minden teriiletért kiilon szakmai vezetd felelds, a Debreceni Egyetem 6t tekintélyes
akadémikus professzorai: Joé Ferenc (Molekulatudomany), Trocsanyi Zoltan (Fizikai-,
Szamitds- és Anyagtudomany), Nagy Laszlo (Molekuldris Medicina), Gergely Pal
(Egészség- és Kornyezettudomany) és Kertész Andras (Nyelvtechnologia és Bioetika). A
Tanécs tagja a fent emlitettek mellett az egyetem tudomanyos rektorhelyettese, Dr. Pales
Zsolt. A Tanacs tartosan beépiil az Egyetem miikodési rendszerébe, a kétéves tdmogatasi
projektet az Egyetem hosszl tava kutatéegyetemi programja elsd 1épésének tekinti.

A projekt szakmai alprojektjeinek bemutatasa:

Objektiv adatok alapjan az ot kiemelt szakmai teriilet a Debreceni Egyetem
legversenyképesebb alapkutatasi teriilete: ezekben Osszesen 12 akadémiai kutatocsoport,
21 doktori iskola és hét korabbi TAMOP palyézaton timogatast elnyert innovativ kutatoi
team miikodik.

A Dr. Joé Ferenc vezette Molekulatudomany, mint kiemelt kutatasi teriilet a kémiai és
biologiai kutatdsok, valamint a gyogyszerkutatds szoros egylittmiikodését valdsitja meg.
Kiemelt kutatasi irdnyt képvisel a bioldgiai makromolekuldk és a kis molekuldk kozotti
kolesonhatasok vizsgalata, kivalasztott hatassal rendelkezé molekuldk tervezése, a szénhidrat-
fehérje szerkezetek vizsgalata, fehérjekrisztallografia, fehérjék aktiv allapotanak

A projekt az Eurdpai Unié tdmogatdsaval, az Eurdpai Szocidlis Alap
tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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A Dr. Trécsanyi Zoltan vezette Fizikai szamitas- és anyagtudomany alprojekt dsszefogja
az egyetemen folyd, a fizika, a szamitds- és az anyagtudomdany teriiletén a vilag élvonalahoz
tartozo alap- €s alkalmazott kutatasokat. Szamitdstudomanyban a fiiggvény- és a diofantikus
egyenletek elméletében, illetve a szamitdgépes titkositasi eljardsok kidolgozdsdban vannak
kiemelkedé eredményeik. Az anyagtudomanyokban az orvosi és gyogyszerészeti célra
alkalmas polimerbazisi nanokompozitok eldallitasa, valamint a kifejlesztett anyagok
fogaszati felhasznalasa hozott 4tiitd ujitasokat.

Az Egészség- és Kornyezettudomany teriilet vezetdje Dr. Gergely Pal. A népesség
egészségi allapotanak javitasat célzd népegészségiigyi kutatasok kiterjednek a népbetegségek
(sziv-érrendszeri, daganatos, anyagcsere, mozgasszervi) kockazati tényezdinek felismerését, a
szlirdvizsgalatok keretében torténd korai kimutatdsdt és a rehabiliticids tevékenység
hatékonysagat javitd kutatasokra. A természettudomanyok teriiletén tovabbi, tekintélyes
elézményekkel és alapkutatdsi potenciallal rendelkezd teriiletet képeznek a
mikroorganizmusokkal kapcsolatos kutatdsok. Az egyetem mindharom nagy egységében (az
AMTC, OEC ¢és TEK nyolc tanszékén és a Bioinkubatorhazban) folyik ilyen tevékenység,
ami Osszességeben olyan széles alapkutatasi profilt jelent, ami egyediilallo az orszagban.

A Nyelvtechnoldgia és Bioetika teriilet vezetdje Dr. Kertész Andras. A nyelvtechnologia
teriilet napjaink egyik legdinamikusabban fejl6dd, a nyelvtudomény és az informatika
interdiszciplindris  egyiittmiikddésére  épiild6  tudoméanya. Eredményei példaul a
beszédszintézisben, a beszédfelismerésben, nyelvi adatbazisok létrehozasaban vagy a gépi
forditasban hasznosulnak kozvetleniil. A bioetika a nemzetkozi érdeklédés homlokterében
allo alkalmazott filozéfiai diszciplina, mely az ¢lettudomanyok altal felvetett etikai
kérdésekkel foglalkozik.

A Molekularis Medicina teriilet vezetdje Dr. Nagy Laszlo. A teriilet lefedi a DE Orvos- es
Egészségtudomanyi Centrum szamos elméleti es klinikai intézetét, melyek 2000-ben
létrehoztak a Molekularis Medicina Kutatokézpontot (angolul: Research Center for Molecular
Medicine). Ebben a kutatasi egységben vilagszinvonalu kutatdsok folynak a sejtek, szovetek
mikédésének molekularis részleteit illetéen, kiilonds tekintettel fontos betegségek
kialakuldsanak jobb megértése érdekében. A kutatok 26 munkacsoport és 5 kozponti
laboratérium bevonasaval vizsgaljak az emberi genom Kkifejez6désének szabalyozasat és
rendellenességeit, a sejtek differencialodasanak es elhalasanak szabalyozasat, bizonyos
immunfolyamatokban szerepet jatszo jelatviteli utvonalakat es az érrendszer
integritasat elésegité mechanizmusokat. Az itt folyd munka kozelebb vihet a sziv és
érrendszeri, daganatos, kronikus gyulladasos es a cukorbetegség megértéséhez, diagnozisahoz
és kezeléséhez is. A palyazat lehetdséget biztosit a kutatdbmunka elmélyitésére, ugyanakkor 6
fiatal munkacsoport inditasara ¢s a kozponti laboratériumok miiszerezettségének javitasara.

A hatodik alprogram a Tudas- és technolégiatranszferért, valamint a projektben létrehozott
infrastruktura hatékony hasznositasaért felelds, melynek vezetéje Balogh Judit, a Debreceni
Egyetem Tudas- és Technologiatranszfer Iroda igazgatdja. Ezen beliill folyik a kutatdsok
szervezése €s a nemzetkdzi kapcsolatrendszer bovitése, mélyitése az 6t kiemelt teriileten. Az
alprojekt a teljes egyetemi vertikum kutatasi eredményeinek hasznositdsat is timogatja.

A projekt az Eurdpai Unié tdmogatdsaval, az Eurdpai Szocidlis Alap
tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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A projekttel kapcsolatban tovabbi informacidkat, valamint a kutatdcsoportok részletes
bemutatkoz6 anyagiat megtalalhatjdk a kutatéegyetem hivatalos honlapjan:
kutatoegyetem.unideb.hu

Infoblokk a cikkhez:

Nemzeti Fejlesztési Ugyndkség I

www.ujszechenyiterv.gov.hu M AGYARURSZM; MEGUJU'_
06 40 638 638 _—

A projekt az Eurdpai Unio tamogatasaval, az Europai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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A projekt az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap SZECHENYI TERV
tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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Nagyteljesitményi (TA Instruments miszerek a biokémia/biologia,
a fehérje — és enzimkutatas, a makromolekulak vizsgalata szamara

NANO KALORIMETEREK

nano ITC: Isothermal Titration Calorimetry
(nano izotermikus titralasos kalorimetria)
Kotési reakciok energetikai jellemzése, entalpia
valtozasok mérése (fehérje-fehérje, fehérje-
kismolekula kolcsonhatasok stb.)
Konformacié-valtozasok nyomonkovetése.

nano ITC

NANO DSC

Fehérjék, makromolekulék szerkezetének, termikus
stabilitdsanak jellemzése, ligandum kotések,
higitasok energetikai viszonyanak vizsgalata

nano DSC

TAM IZOTERMIKUS
NANO-, MIKRO-, MINI és MULTI
TITRALASOS
KALORIMETEREK

Receptorfehérjék — (gydgyszer)kismolekulak
sejttenyészetek — gydgyszerkdlesonhatasok
termodinamikai vizsgalata. Mikrobalis aktivitas,
mikroorganizmus detektalasa.

TAM III.

m MC DSC: Multicellas DSC igen valtozatos biologiai/biokémiai alkalmazdsokhoz
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