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EO - Plenaris eloadasok

EO-01

Hiszem, ha latom. Bioldgiai folyamatok meg-
jelenitése és befolyasolasa tervezett fluo-
reszcens fehérjékkel

Balla T.

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
A jelatviteli rendszerek jellemzése és pontosabb
megismerése egyre nyilvanvalobba teszi, hogy a
molekularis jelkdédok tobbsége nemcsak idében,
de a sejten bellli térben is igen korlatozott. A
“kompartmentalizacié¢” kifejezés korabban gyak-
ran az érthetetlen jelenségek kodés magyarazatara
szolgalt, mara viszont olyan konkrétan is vizsgal-
hat6 fogalomma valt, ami szlikséges a sejten belili
szelektiv jeltovabbitds megértéséhez. Munkacso-
portunk tobb éve a jelatvitelben és kllénféle sejtbi-
oldgiai folyamatokban kulcsszerepet jatszo inozitol
lipidekkel foglalkozik, s ennek részeként olyan méd-
szerek kifejlesztésével, melyek lehetdvé teszik ezen
lipidmolekuldk elhelyezkedésének és dinamikus
valtozasainak kovetését él6 sejtekben. Az inozitol
lipidek megjelenitése mellett tovabbi célunk, hogy
ezen szabalyozd lipidek szintjét viszonylag gyorsan
meg tudjuk valtoztatni mesterségesen az altalunk
valasztott kilénb6z6 membrankompartmentekben,
hogy aztan ezen valtozdsok kdvetkezményeit tud-
juk analizalni az egyes sejtfolyamatokra. Az el6-
adasban igyeksziink atfogd képet adni azokrdl a
modszerekrdl, amelyeket az utdbbi idében fejlesz-
tettlink ki ezekre a célokra, tébb alapveto bioldgiai
példat bemutatva a jelatvitel és altalanos sejtbiolo-
gia tertletérdl.

EO-02

A KIBRA gén szerepe a tanulas és memoria
folyamataiban

Nikolich K.

1 Stanford University Medical School, Department
of Psychiatry and Behavioral Sciences, Palo Alto,
CA, USA; 2 Amnestix Inc., Burlingame, CA, USA

A KIBRA fehérje a WWC csalad tagja. Kddolé gén-
je asszociaciot mutatott az emberi memodriaval
tobb nagyméretli GWAS analizisben. A KIBRA gén
expresszidja valtozik el6rehaladott Alzheimer-

kérban. Az el6adasban osszefoglalom a genetikai
és funkciondlis adatokat, amelyek arra utalnak,
hogy a KIBRA fehérje alapvetd szerepet jatszik a
neurondlis folyamatokban, amelyek a memoria
tom, hogy a KIBRA gén neuronokban milyen szere-
pet jatszik, és milyen terdpids stratégiakat lehet fi-
gyelembe venni az adott mechanizmusok alapjan.

EO-03

Transcription regulation in liver

A. Tatarakis, T. Margaritis, C. P. Martinez-Jimenez,
A. Kouskouti, W. S. Mohan II, A. Haroniti, L. Tora,
I. Talianidis

Biomedical Sciences Research Center, Vari, Greece
Accurate and efficient transcription of eukaryotic
genes by RNA polymerase II requires the combined
activities of several protein complexes assembled at
promoter regions. These include sequence-specific
DNA-binding proteins, general transcription factors
TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIH, the Mediator
complex and different coactivators. To better
understand the function of the core transcription
machinery in the regulation of tissue-specific genes
during development, we studied animal models
in which TAF10, a key component of TFIID, was
conditionally inactivated in embryonic or adult liver.
We found that hepatocyte-specific inactivation
of TAF10 leads to the dissociation of TFIID into
individual components and to the downregulation of
most hepatocyte-specific genes during embryonic
life, with parallel defects in liver organogenesis.
In contrast, transcription of the majority of the
genes in the adult liver was not affected by TAF10
inactivation and TFIID disassembly. Our results
suggest that after the initial activation of genes,
TFIID is dispensable for ongoing transcription
and that in addition to its pivotal role in the initial
activation of hepatic genes, TFIID is also required
for the developmental stage-specific repression of
previously active genes. These data suggest that
TFIID actively participates in the regulation of the
temporal pattern of gene expression during liver
development.

DE - Dijazottak el6adasai

A Bio-Science-dij nyertesének eloadasa
DE-01

Egy jelatviteli szfingolipid kalmodulinhoz
valé kotodése: a lipid-fehérje kolcsonhatasok
aj aspektusai

Kovacs E.

MTA SzBK, Enzimolégiai Intézet, Budapest

A lipid—-fehérje-kolcsonhatasok alapvet6é szignal-
transzdukcids folyamatokban jatszanak szerepet,
igy mechanisztikus megértésiik bioldgiai jelent6-
sége Oriasi, de technikai nehézségek miatt ritkan
nyilik lehetGség részletes szerkezeti jellemzésiikre.
A szfingozil-foszforilkolin (SPC) szamos jelatviteli

Utvonal mediatora, kllén érdekessége, hogy el-
sOdleges és masodlagos hirvivéként is viselkedhet.
Mig sejtfelszini G-fehérje-kapcsolt receptorokat
aktivalo hatasa alaposan leirt, sejten bellli célfe-
hérjéir6l nem sokat tudunk. Korabbi munkaink-
ban kimutattuk, hogy az SPC szelektiven kotddik
a kalmodulinhoz (CaM), az altalanos intracellularis
Ca?*-szenzorhoz, és gatolja annak aktivitasat.
Eredményeink alapjan az SPC az els6 bioldgiai-
lag relevans CaM-inhibitor, és feltételezhetd, hogy
a Ca?*-szenzor a masodlagos hirvivé szfingolipid
intracellularis receptora. El6adasomban bemuta-
tom a kolcs6nhatas részletes szerkezeti és biofizi-
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kai jellemzését, amely szamos érdekességet elarul
a lipid-fehérje-kodlcsébnhatadsok valtozatossagarol.
Meghataroztuk a CaM-SPC komplex 1,6 A felbonta-
sU réntgenszerkezetét: a fehérje a CaM-célpeptid-
komplexekre jellemz6 zart konformaciot veszi fel.
A mi szerkezetiinkben azonban négy SPC-molekula
foglalja el a CaM hidroféb két6csatornajat, amely
magyarazza a funkcionalis mérésekben tapasz-
talt kompetitiv gatlast. ITC, dinamikus fényszéras,
ANS-fluoreszcencia és stopped-flow adatok alapjan
felallitottunk egy kétlépcsbs sztochiometriafiiggd
kotédési modellt: a CaM alacsony fehérje-lipid-

E1l - Receptorok és

E1-01

Az AT1-receptor internalizacioé inozitol
lipidfiiggésének vizsgalata emléssejtben
Varnai P.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A sejtek receptoraik internalizacidjaval képesek
valtoztatni a sejtfelszini receptorszamot, ami alap-
vetéen meghatarozza egy adott ligandum iranti
érzékenységliket. A G-fehérjéhez kotott recep-
torok esetében az internalizacié alapveté mecha-
nizmusa ismert (B-arresztinkétés, a receptor elju-
tasa a klatrinburkos vezikulaba, lefliz6dés, korai
endoszémakba kerllés), azonban a folyamat sza-
balyozasarol ma még igen hianyos a tudasunk. Mi-
vel az internalizacio létrejottében fontos fehérjék
tobbsége kotédik a sejtmembran foszfatidilinozitol-
4,5-biszfoszfat (PIP2) molekulaihoz, illetve a plaz-
mamembran-receptorok aktivalddasa gyakran jar
egyltt a PIP2-szint valtozasaval, felmerilt ezen
lipid szabalyozdé szerepének lehet6sége. A kér-
dés vizsgalatara egy olyan, munkacsoportunk al-
tal korabban kidolgozott mddszert alkalmaztunk,
amellyel megvaltoztathatd a sejtmembran inozitol
lipidtartalma. Az eljaras soran rapamicin segitségé-
vel egy 5-foszfataz aktivitdsu enzimet iranyitunk a
plazmamembranhoz, amely csdkkenti ott a PIP2-
szintet. Az elmult években fluoreszcensen jelzett
B-arresztin2 és Rab5, illetve egy a plazmamembran
citoplazmatikus felszinéhez iranyitott fluoreszcens
fehérje segitségével sikerllt térben és idében Iépé-
seire bontanunk a luciferazhoz kapcsolt 1-es tipu-
su angiotenzin II receptor (AT,R) internalizaciojat.
Ehhez egyrészt konfokalis mikroszkopiat, masrészt
az ugyancsak molekularis koélcsénhatasok kimuta-
tasara hasznalt biolumineszcens rezonanciaener-
gia-transzfer (BRET) technikat alkalmaztuk. Azt,
hogy a PIP2-depléciés mddszer a BRET mérések
soran alkalmazott rendszerlinkben is m{ikod6ké-
pes-e, egy a PIP2-molekuldhoz specifikusan kot6dé
PH-domén segitségével ellendriztiik. A mérés soran
a rapamicin hozzaadasat koveté BRET-jelvaltozas
a membran PIP2-szintjének csokkenésére utalt.
Ezt kdvet6en néztuk a PIP2-deplécié hatasat az
endocitozis kilonbozd 1épéseire. Méréseinkben azt
talaltuk, hogy a receptor-p-arresztin2 interakci-
ot a lipidszint csokkentése egyik vizsgalt receptor
esetében sem befolyasolta, ugyanakkor jelent6sen
gatolta a receptorok plazmamembranrél torténd

aranynal a micelldkhoz kotédik, mig magas arany-
nal magaba zar néhany SPC-molekulat, felvéve a
kristalyban latott szerkezetet. Kimutattuk, hogy a
kolcsonhatas létrejohet Osszetett lipid- és fehérje-
kornyezetekben is, igy valdszinl, hogy a CaM fizi-
olégias korllmények kozott kétédhet az SPC-hez,
jelent6sen befolyasolva mind a szfingolipid-, mind
a Ca?+-jelatviteli itvonalakat.

Az MBKE-dij nyertesének eléadasa
DE-02
lasd E2-02

kapcsolofehérjék

lefliz6dését, és még nagyobb mértékben a korai
endoszomaba torténé érkezésiket. Ezzel sikerilt
bizonyitanunk az ATR internalizaciéjanak PIP2-
fluggését.

E1-02

Pleiotrop kannabinoid interakcidok hatasa a
receptor farmakologiajara

Szlics M., R. Cinar

MTA SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A G-protein-kapcsolt receptorok (GPCR) mas fe-
hérjékkel kolcsonhatva olyan uj funkcionalis egysé-
geket hozhatnak létre, melyeknek a ligandumkoté
és jelatviteli tulajdonsagai eltérnek az egyedi part-
nerekét6l. Munkank célja, hogy a kannabinoid CB1-
receptorok lehetséges interakcidit vizsgaljuk olyan
GPCR-okkal, melyekkel ko-lokalizalnak és hasonld
fiziologiai folyamatok szabalyozasaban vesznek
részt. A CBl-agonista R-Win55,212-2 (WIN) nagy
affinitdssal és hatékonysaggal stimulalta a [3°S]
GTPyS kotést patkany agyban. A GABA,-agonista
baclofen és SKF97541 mikromdlos potenciaval,
mintegy 60%-kal fokozta a [3*S]GTPyS kotést. A
phaclofen ED,, # 1 mM potenciaval gatolta a baclofen
hatdsat hippocampus membranban. Azonban a
phaclofen nM koncentaciokban szignifikansan gatol-
ta a WIN hatasat, de uM szinteken nem. A GABA,-
és CB1-receptorok kozotti ,cross-talk” sztereo- és
szovetspecifikus, nem mutatkozott cortexben és
gerincvel6ben. A jelenség hatterében feltehetGen
allosztérikus kolcsdnhatas all. [3°S]GTPyS kotési
kisérleteink szerint a CB1l-antagonista SR141716
(Rimonabant, Acomplia) alacsony koncentraciéban
antagonistaként, mikromdlos koncentraciokban in-
verz agonistaként hat. Utdbbi, azaz az alapaktivitas
gatlasa detektalhaté vad tipusu és CB1-receptor-
ra génkiltott egér cortexben, parentalis Chinese
hamster ovary (CHO) és p-opioid-receptorokkal
stabilan transzfektalt CHO (MOR-CHO) sejtekben
is, ami arra utal, hogy nem CB1-receptorokon ke-
resztll jon létre. Kimutattuk, hogy az SR141716
kompetitiven gatolta a p-opioid agonista DAMGO
hatasat MOR-CHO sejt- és egér cortex membran-
ban, és direkt kotédik a MOR-hoz. Pertussis toxin-
kezelés utdan - ami szétkapcsolja a MOR-t a gat-
6 Gi/o fehérjékt6l - megszlint az SR141716 és
a DAMGO hatasa, viszont egylttes jelenlétiikben
PTX-fliggetlen Uj jelatviteli folyamatok indulnak be.
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A targyalt receptor-interakciok gyokeresen modo-
igy fontos gyodgyaszati, gyogyszeripari jelentéség-
gel birnak.

E1-03

Intracellularis kis G-fehérje-aktivalodas vizs-
galata az angiotenzin hatasmechanizmusa-
ban

Balla A., Erdélyi L., Soltész-Katona E., Varnai P,,
Hunyady L.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A kozelmultban egyértelmivé valt, hogy az 1-es
tipust angiotenzin receptor (AT,R) kis G-fehérjék
aktivalodasat is okozza agonista stimulus hata-
sara. A kis G-fehérjék (pl. Ras, Rho/Rac/cdc42)
génexpresszidt, aktin-citoszkeletont, vezikularis
transzportot, mikrotubulus-szervezddést
reguldlnak. Ezek a folyamatok alapvets szerepet
jatszanak vaszkularis remodelling folyamataban,
endotélium-diszfunkcioban, atherosclerosisban.
Az angiotenzin II (Angll) hatasat Ras kis G-fe-
hérjék aktivalodasara biolumineszcencia-
rezonancia-energiatranszferrel (BRET) vizsgaltuk
él6 sejtekben. Az altalunk készitett szondak az
energiaakceptorbdl (eYFP), a Ras fehérjébdl, illetve
a Raf-1 Ras kot6 doménjébdl és az energiadonor-
bél (renilla luciferaz) allnak. A szondak kilénb6z6
sejtkompartmentekbe (pl. plazmamembran kiilon-
b6z6 mikrodoménjei, endoszéma, endoplazmatikus
retikulum) iranyitasat a citoplazmatikus konst-
rukcio és megfelel6 target peptidszakasz N- vagy
expresszalt, a plazma-membranba targetalt Ras
szondak EGF-, illetve AnglII-stimulusra BRET-jel-
novekedést, Ras-aktivalédast mutattak. A sejtek
belsejébe targetalt szondak esetében a transz-
Golgihoz, az endoplazmatikus retikulumhoz, illet-
ve a mitokondrium kils6 membranjahoz targetalt
konstrukt mutatott Ras-aktivalédast. Kilonbo-
z6 AT,R konstruktok felhasznalasaval (vad tipus
és mutansok) megallapitottuk, hogy a Golgin és
az endoplazmatikus retikulumon kapott aktivalo-
das a plazmamembrannal all kapcsolatban, mig a
mitokondriumok esetében az internalizalt recep-
torok okozhatjak a Ras-aktivaldodast. EGF receptor
kinaz inhibitor alkalmazasaval kimutattuk, hogy az
AnglI hatasara bekovetkez6 Ras-aktivalodas nem a
hagyomanyos Utvonalon térténd, un. EGF-receptor-
transzaktivaci6 eredménye a plazmamembran-
ban. Eredményeink szerint ezen bioszenszorok
alkalmasak noOvekedési faktorok, hormonok
szignalizacidjanak vizsgalatara, illetve kilénb6z6
vegylletek ezen szignalizacids jelpalyakra torténd
farmakoldgiai hatasanak tesztelésére €16 sejtekben.
A szondak targetalasaval kiloénb6z6 intracellularis
kompartmentekben vizsgalhatjuk kis G-fehérje-
jelpalyak mikodését és kiilonb6z6 farmakonok
hatdsat specifikus sejtkomparmentekben. (OTKA
NNF78925; TAMOP 4.2.2-08/1/KMR-2008-0004)

E1-04

Az Fc-receptorok jelatviteli folyamatainak
vizsgalata primer fagocitasejtekben

Németh T., Jakus Z., Mdcsai A.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A vilag népességének jelentés hanyada szenved
fertézéses vagy autoimmun gyulladasos beteg-
ségekben, melyek kialakulasaban fontos sze-
rep jut a neutrofil granulocitaknak és a felszinl-
kén nagy szamban talalhatd, az immunglobulin G
(IgG) Fc-részét megkotd Fcy-receptoroknak. Ezen
immunreceptorok jelatvitelérél az adaptiv immuni-
tasban résztvevo tarsaikkal - a T-sejt-receptorral
(TCR) vagy a B-sejt-receptorral (BCR) - ellentétben
viszonylag kevés adat all rendelkezésre. Az Fcy-
receptorrol induld jelpalya feltérképezéséhez ge-
netikai megkozelitéssel éltink transzgenikus ege-
rek felhasznalasaval. Az immunkomplex-felszinen
stimulalt neutrofilek rovidtavu sejtvalaszaihoz el-
engedhetetlennek bizonyult az Fcy-receptorokhoz
nem kovalensen kapcsoléddé homodimer, transz-
membran Fc-receptor y-lanc (FcRy), ennek a mo-
immunreceptor tirozinalapl aktivaciés motivum
(ITAM) két tirozinja és az ezen foszfotirozinokhoz
kapcsoldédni képes, a BCR-jelatvitelben elengedhe-
tetlen, SH2-doménnal rendelkez6 Syk tirozin kinaz.
A hosszutavu valaszokhoz ezeken kivil az egyéb
immunreceptorok altal az NFkB-aktivaciohoz vezetd
scaffold proteinhomoldg, a CARD9 is szlikséges volt,
ezaltal is igazolva, hogy az Fcy-receptorok a tobbi
immunreceptorhoz hasonld jelpalyamolekulakat
hasznalnak. Az autoimmun izileti gyulladasok kozé
tartozd, részben neutrofil granulocitak medialta K/
BxN szérumtranszfer artritisz segitségével olyan
fontos betegségek modellezhetéek, mint a human
népesség tekintélyes hanyadat érinté rheumatoid
arthritis. In vivo kisérleteink soran az in vitro ada-
toknak megfelel6en épitettiink fel egy Fc-receptor
y-lanc-Syk jelatviteli tengelyt, melyet egy CARD9-
fliggd és -fuggetlen jelpalyara osztottunk. A fagoci-
ta-sejtek Fcy-receptorardl induld jelpalyaban részt-
vevo molekulak feltérképezése hozzasegit minket a
gyulladasos folyamatok pontosabb megértéséhez,
és tamadaspontjat képezhetik a fent emlitett be-
tegségek farmakoldgiai kontrolljanak a jovében.

E1-05

Apoptotikus sejtek fagocitézisa
glitkkokortikoid hatasara torténé novekedé-
sének molekularis mechanizmusa human
dendritikus sejtekben

Hodrea J., Majai Gy., Zahuczky G., Nagy J., Fésls
L.

DE, OEC, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, BMBI MTA Apoptdzis és Genomika Kutatécso-
port, Debrecen

A gltukokortikoidok er6s gyulladascsokkent6 hatasa
annak koszonhetd, hogy gatoljak mind a gyullada-
si citokinek termelését, mind a gyulladasi sejtek
vandorlasat és valaszadd képességét. A szinte-
tikus glikokortikoiddal, dexametazonnal (Dex)
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valo kezelés a human makrofagokban fenotipusos
valtozdsokat eredményez, valamint megnoéve-
li az apoptotikus sejtfelvételt. Kisérleteinkben a
dexametazon human éretlen dendritikus sejtek
(iDC) fagocitézisara gyakorolt hatasat tanulma-
nyoztuk. Az apopto-fagocita rendszer szabalyoza-
saban résztvevd, altalunk kivalasztott 95 gén Dex
okozta kifejez6désének valtozdsat Tagman Low
Density Array technikaval vizsgaltuk. A kezelés ha-
tasara mas gének mellett a TG2 (amely egyik koz-
vetitéje a fagocitdzisnak) expresszidja csokkent.
Szamos fagocitozisreceptor, igy a MERTK, CD14,
sejtfelszini molekuldk (ADORA3), jelatvitelben sze-
repet jatszé (ALOX5) vagy egyéb molekuldk, mint a
C1QA vagy DNASE2 indukaldédott. A CD1la+ sejtek
szama csokkent. Antitestekkel, adenozinreceptor
A3 agonistaval és antagonistaval vizsgaltuk a fel-
szini molekuldk kifjez6désének jelentéségét a Dex
hatasaban. Az eredmények arra utalnak, hogy
a glukokortikoidhatas tOobb apopto-fagocitozis-
Utvonal aktivalédasat eredményezi, amelyek kozul
egyik sem kizarélagosan meghatarozo.

E1-06

A JIP1 allvanyfehérje interakcidéinak vizsga-
lata

Gdgl G., Varga J., Alexa A., Reményi A.

ELTE, Biokémiai Tanszék, Budapest

A mitogénaktivalt protein kinaz (MAPK) kaszkadfo-
lyamat er6sen konzervalt eukariéta jelatviteli rend-

szer, amely extra- és intracellularis jeleket tovabbit
a sejtmembrantdl a sejtmag felé harom, egymast
foszforilacidval aktivald kindzbdl allo kaszkad se-
gitségével (MAP3K - MAPKK - MAPK) A kaszkad
harom szintjérdl szarmazoé kinazok jelatviteli mo-
dulokba szervezddnek, specifikus dokkolé moti-
vumokat hasznalva, am a modulok szervezédésé-
ben az utdébbi évtized kutatdsi eredményei szerint
meghatérozd szerepe van az allvanyfehérjéknek is,
amelyek képesek felsziniikon megkétni a kaszkad
elemeit, funkcionalis modulokba szervezve azokat,
igy befolydsolva m(ikbdésiket. A JIP1-et kordbban
mar az egyik f6 MAPK Ut, a JNK Utvonal egyik all-
vanyfehérjeként azonositottak. Ez a modularis fel-
épitésli fehérje tobb fehérjeinterakciés doménnel
is rendelkezik, és bizonyitottan kéti az MLK3-at a
MAP3K, az MKK7-et, a MAPKK és a IJNK-t, a MAPK
enzimek kézlil. Mindezidaig a JIP1 interakcidit tobb-
ségében in vivo korlilmények kozt vizsgalték, ahol
a konkrét interakcios felszineket nem lehet megha-
tarozni. Vizsgalataink soran in vitro térképeztik fel
a JIP1 funkcionalis alegységei és a kaszkad elemei
kozti interakcidkat GST-pull down kisérletekkel,
melyekhez rekombinans, tisztitott fehérjéket hasz-
naltunk. Eddig sikeresen megtaldltunk tobb olyan
régiot, mely képes a kaszkad tébb elemét kilén-
kilon megkétni, ezaltal magasabb rend(i szervezé-
si funkcidval rendelkezhet. Célunk ezen interakci-
Ok tisztdzadsa és jellemzése tovabbi modszerekkel,
majd a komplexek szerkezeteinek meghatarozasa.

E2 - Molekularis biofizika, szerkezeti biokémia

E2-01

Mechanistic evidence from the pyruvate
dehydrogenase multienzyme complex E1
component

F. Jordan

Department of Chemistry, Rutgers University,
Newark, USA

The pyruvate dehydrogenase multienzyme
complex converts the glycolytic product pyruvic
acid to acetylcoenzyme A, needed for the citric
acid cycle. The complex from Escherichia coli
has three components, a thiamin diphosphate-
dependent E1 to decarboxylate pyruvic acid and
to reductively acetylate the lipoylamide of the E2
components, the latter component then generates
acetylcoenzyme A, while the flavin-dependent E3
component regenerates the oxidized form of E2
and produces NADH. In the x-ray structure of the
E. coli E1 component there are three regions (the
amino-terminal 1-55 stretch of amino acids, the
inner active center loop, 401-413, and the outer
active center loop, 541-557) not seen among the
886 residues by virtue of their high mobility. But,
the two active center loops are indeed seen in the
presence of a pre-decarboxylation intermediate. The
dramatic consequence of the presence of the pre-
decarboxylation intermediate on loop organization
was also underlined by sequence specificassignment
of some NMR resonances pertinent to certain

residues in the two loops. Experimental evidence
regarding the function of these two mobile loops
includes: (1) they control substrate access to the
active center; (2) they control the rate of formation
of the pre-decarboxylation intermediate; (3) they
control the rate of reductive acetylation of the E2
component by the E1 component and pyruvate;
(4) the rate of loop movement is very similar to
the turnover number estimated for the E1-specific
reaction. The evidence suggests that dynamics and
catalysis are linked in this important enzyme. (NIH
grant GM-50380)

E2-02

A szubsztratindukalt oligomerizacié szere-

pe a human Bloom-szindroma DNS helikaz
(BLM) miikodésében

Gyimesi M.1, R. H. J. Pires?, Sarlds K., Mddos K.2,
Kellermayer M. S. Z.2, Kovacs M.!

1 ELTE, Biokémiai Intézet, Budapest; 2 SE, Biofizi-
kai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

A genom karbantartasaban nélkilozhetetlen szere-
pet jatszo6 RecQ DNS-helikdzok mikodésik soran
kulonféle foklu oligomerizaciot mutatnak. Feltétele-
zések szerint az alapveté mechanokémiai aktivita-
sok (ATP-hidrolizis, egyszald DNS mentén torténd
transzlokacid, szalszétvalasztas) ellatasara elegen-
d6é a helikazok monomer, illetve dimer formaja,
de a specializalt funkcidk (szalanellalas, Holliday-
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szerkezetek vandoroltatdsa, D-hurok-szerkezetek
szétbontasa) mar magasabb rendl oligomerizaciot
igényelnek. Azonban a human BLM helikazrol
elektronmikoszkdpos és gélszlirés-kromatografias
eljarasok alapjan azt feltételezik, hogy szubsztratok
hianyaban is multimer (tetra- illetve hexamer) for-
maban taladlhat6. Célunk a kilonb6z6 szubsztratok
jelenlétében pontosan meghatarozni a BLM ne-
gyedleges szerkezetét, hogy ezaltal jobban meg-
érthessiik annak mechanizmusat, miként szabalyo-
zodik az atkapcsolds a kilonb6z6 oligomer formak
k6zO6tt. Ehhez tiszta formaban, biokémiai vizsgala-
tokhoz elegendé mennyiségben eldallitottuk a BLM
teljes hosszusagu formajat. Egyensulyi allapotu és
gyorskinetikai vizsgdlatainkban megallapitottuk,
hogy a BLM egyszali DNS szubsztrat jelenlétében
monomerként funkciondl. Dinamikusfényszoras-
méréseink megerositették, hogy DNS nélkil, illetve
egyszall DNS jelenlétében jelent6és mértékli mo-
nomerfrakcié van jelen az ATP hidrolizis soran, bar
apo allapotban valdoban megfigyelheté a multimer
formak széles spektruma. Pasztazé atomerd-mik-
roszkopos analizis segitségével egyedi molekula-
ris szinten is kimutattuk, hogy az ATP hidrolizise
a monomerforma dominanciajat idézi eld. Vizsgal-
juk tovabba, hogy az in vivo szubsztratként eld-
fordulé komplex DNS szerkezetek (pl. D-hurok)
milyen hatdssal vannak az oligomerizacié fokara.
Vizsgalataink fényt deritenek arra, hogy mely bio-
l6giai funkciok ellatasdhoz nélkllézhetetlen a BLM
oligomerizacidja, és ebben mely biokémiai sajatsa-
gok jatszanak kulcsszerepet.

E2-03

Minifehérjék a cukorbetegség gyogyitasaban
Perczel A.1, Rovo P.1, Farkas V.2, Straner P.1, Téth
G.2

1 ELTE, Szerkezeti Kémiai és Bioldgiai Laboratdri-
um, 2 MTA-ELTE, Fehérjemodellez6 Kutatécsoport
Budapest

Az exendin-4 (Ex-4) 39 aminosavbol felépllé mini-
fehérje, melyet korabban a viperagyik (Heloderma
suspectum) nyalabdl izoldltak. Ez a fehérje hason-
|6 receptorkotd tulajdonsaggal rendelkezik, mint
a human glukagonszer( peptid-1 (GLP-1) inkretin
hormon. A GLP-1 receptorhoz valé kétédés soran
mindkét fehérje (Ex-4 és GLP-1) el6segiti a has-
nyalmirigy p-sejtjeibdl az inzulinszekréciot, igy koz-
vetve hat a vércukorszintre. A GLP-1 peptidtdl elté-
réen, az Ex-4 rezisztens a GLP-1-et bont¢ dipeptidil
peptidaz IV (DPP IV) enzimre. Igy az Ex-4 in vivo
életideje meghosszabbodik, ezért és mas kedvez6
tulajdonsagai miatt mar ma is alkalmazzak a 2-es
tipust cukorbetegség gyodgyszereként. Munkank
soran szerkezeti (ECD, NMR) és dinamikai (NMR)
méréseket végeztink az Ex-4 fehérjén. Csonkitas-
sal és mutacidkkal elGallitottunk, szerkezeteikben
optimalt Uj Trp-kalitka minifehérjéket. Megallapi-
tottuk, hogy a Trp-kalitka ,foldamer” egy olyan ide-
alis ,,C-cap” térszerkezetielem, amely az a-hélixek
héstabilitasat altalaban is megnovelheti. Az Ex-4
elem elvben barmely esetben megnévekedett sta-
bilitasat ezen az alapon meg tudtuk magyarazni.

Eppen ezért olyan variansokat terveztiink, amelyek
N-termindlisukban az Ex-4, mig C-terminadlisukon
a megfelel6 ,C-cap” alkotdéit tartalmazzak. Ezek a
kimérak joval stabilabbnak bizonyultak, mint a ki-
induldsi Ex-4-molekula. Ezt kdvet6 célunk az volt,
hogy teszteljik ezen fehérjék GLP-1 receptorhoz
valo kotédését in vitro assay és NMR-mérések se-
gitségével. Tervezzik tovabba, hogy a ligandum
stabilitédsa (és dinamikaja), valamint a receptork&to
affinitas kozotti korrelaciot vizsgaljuk, és igy ki tud-
juk valasztani azt a legjobban k6tddé minifehérjét,
amely még hatékonyabb bioldgiai valaszt eredmé-
nyezhet.

E2-04

Amiloid és nativ szerkezet egymasba alakula-
sanak vizsgalata éleszt6 foszfoglicerat kinaz
modellfehérjén

Osvath Sz.

SE, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest
Mintegy husz olyan betegség ismert, amelyek-
nél nativ allapotukban globularis fehérjék amiloid
plakkokban rakddnak le szévetelhalast okozva. Az
amiloid szerkezet egy tobb Iépésbdl allé aggregacios
kaszkad végterméke. A kialakult amiloid inert lera-
kdédas, de a felé vezetd uton képzddd oligomerek
a sejtek membranjahoz kapcsolédva citotoxikus
hatast fejtenek ki. A hattérben all6 molekularis
mechanizmusok kevéssé ismertek. Keveset tu-
dunk arrél, hogy mely tényezdk dontik el, hogy
egy fehérje az amiloidképz6dés vagy a nativ szer-
kezetbe gombolyodas Utvonalat koveti. Még ennél
is kevesebbet tudunk arrdl, hogy a mar kialakult
amiloidokbdl visszaalakulhat-e a bioldgiailag ak-
tiv szerkezet. Kisérleteinkben kitekert fehérjébdl
kiindulva gyors keveréssel inicializaltuk kompakt
szerkezetek kialakulasat. A pH valtoztatasaval foly-
tonosan hangoltuk a folyamatot a helyes gombo-
lyodas és az amiloidképzddés koézott. Minden pH-n
azt tapasztaltuk, hogy néhany masodperc alatt
kialakult egy olvadt gombdc koztes allapot. A he-
lyes gombolyodas és az amiloidképz6dés Utvonala
itt azonban elvalt egymastdl. A pH segitségével a
nativtdl az amiloidképz6dés felé hangolva a fehér-
jét a nativ szerkezet destabilizalodik, és kinetikai-
lag is nehezebben elérhetové valik. Ek6zben épp a
forditott folyamat jatszddik le az amiloid szerkezet
felé vezet6 Utvonalon: az amiloid egyre stabilab-
ba valik, mikozben egyre kénnyebben elérhets. A
nativ és az amiloid szerkezet egymasba alakulasat
vizsgalva azt kaptuk, hogy az amiloid fibrillumokbdl
visszanyerhet6 a bioldgiailag aktiv fehérje. Az aktiv
fehérje sikeres helyreallitasahoz el6szor destabili-
zalni kell az aggregalt format, és csak ezutan lehet
stabilizalni a nativ szerkezetet. (ETT 528/2006 és
a MTA BO/00468/09 Bolyai Janos Kutatasi Osztdn-

dij)
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E2-05

Molekularisan rendezett szerkezetek
anizotrop tulajdonsagainak feltérképezése
differencial-polarizaciés mikroszkopiai mod-
szerekkel

Steinbach G.!, Pomozi I.12, A. Zupcanova?,

Szab6 M.!, Buza A.t, Janosa D. P.1, Horvath V. G.1,
Makovitzky 1.4, S. Balaban®, Garab Gy.!

1 MTA SzBK, N6vénybioldgiai Intézet, Szeged;

2 Pi Vision Bt., Budapest; 3 Institute of Physical
Biology, University of South Bohemia, Nove Hrady,
Czech Republic; * Department of Neuropathology,
University of Heidelberg, Heidelberg, Germany; °
Institute for Nanotechnology, Karslruhe Institute
of Technology, Forschungszentrum Karlsruhe,
Germany

Az MTA Szegedi Bioldgiai Kozpontban az elmult
évek soran egy Uj mikroszkdépos leképezési mod-
szert fejlesztettiink ki azzal a céllal, hogy rendezett
szerkezet( bioldgiai mintak féGbb polarizacids optikai
anizotropias sajatsagait megmeérjlk és ezek térbeli
eloszlasat megjelenitsiik. Ezek meghatarozasa sok
esetben csak mikroszkdép-technikakkal lehetséges.
A megépitett berendezés, a differencialpolarizacios
|ézersugar-pasztazé mikroszkép (DP-LSM), lehet6-
vé teszi a f6 DP mennyiségek gyors és nagypon-
tossagu kép-pontonkénti mérését és igy az anizot-
réopia 2D és 3D feltérképezését. A vizsgalt mintak
kozott talalhatunk sejtfal- és sejtmembran-vizsga-
latokat, mesterséges és természetes fénybegyj-
t6 antenna-rendszereket, proteinaggregatumokat,
aktin alapu strukturdkat és folyadékkristalyokat.
Az el6adas harom kutatasi témabdl nyujt izelitot:
1) Az éghajlatvaltozas és a globalis felmelegedés
kovetkeztében egyre fontosabb annak felderité-
se, miként fokozhatd a novények szarazsagtlirése.
Szamos adat utal arra, hogy ez nagymértékben
fugg a sejtfal szerkezetétdl, illetve a celluldzszer-
DP-LSM leképezéssel nyomon kovettik a fokoza-
tosan novelt ozmotikus stresszhatashoz adaptalo-
dott és az azt hirtelen elszenveds, adaptaléodni nem
képes UNGGI-9 japonika rizsszuszpenzién a sejt-
fal szerkezetében bekovetkezd valtozasokat. Ezek
az eredmények mas vonatkozasban, pl. a celluléz
lebontasaban és energetikai felhasznalasa teriile-
tén is felhasznalhatok. 2) Amiloidfilamentumokbdl
Osszeallt, hierarchikusan rendezett fehérje-agg-
regatumok szamos neurodegenerativ betegségért
felelések. Konfokalis DP-LSM leképezéssel sikerilt
feltérképezni a kongovoérossel megfestett izolalt
human amiloidszalak makroszervezédését: a ho-
mogén eloszlasu fluoreszcenciaintenzitas-képekkel
elGjelet valté inhomogenitasokat mutattak. Ezzel a
leképezéssel feltartuk, hogy ezek ym méretl peri-
odikus struktirakbdl szarmaznak, amelyek valoszi-
nlleg a korabban kb. 100 nm-es skalan azonositott
helikalis szerkezetek szuprarendezddésének és fel-
tekeredésének, tulajdonithatok. 3) A névények ha-
tékony fotoszintézisét lehetévé tevé fénybegyl(ijté
pigment-protein komplexek szerkezete a fényener-
gia mesterséges felhasznaldsdhoz is iranymutato.

Olyan, lehet6leg fotostabil molekuldra van sziikség,
amely o6nszervez6d6 modon képes a fénybegylj-
t0 antennarendszert kialakitani. Az esetleges ren-
dezett szerkezet elemzéséhez és ellendrzéséhez a
DP-mikroszkopia jol illeszked6 eszkoz: a - vizsgalt
esetben kialakult - makroaggregatum-rodok par
mikronos mérete jél illeszkedik a DP-LSM feloldd-
képességéhez; segitségével kimutattuk a kialakult
struktira erdsen anizotrop jellegét, és megha-
mikroszkopia - mas modszerekkel nem kinyerhe-
t6 kvantitativ informacidt szolgaltatva az anizotrop
molekularis felépitésrdl, valamint a polarizalt fény
és a vizsgalt minta kolcsénhatasairdl - segiti a ma-
gasan szervezett rendszerek molekularis szerkeze-
tének feltarasat.

E2-06

Polimerizacidra képes GFP-varians eloallitasa
Vonderviszt F.

Pannon Egyetem, MUKKI, Bio-Nanorendszerek
Laboratoérium, Veszprém

A bakteridlis flagellumok helikalis filamentumai
a flagellin (FliC) fehérje tobb ezer példanyabdl
éplilnek fel. A filamentaris szerkezet létrehozasa-
ban a flagellin terminalis régidéi vesznek részt. Az
aminosavszekvencia kozéps6 szegmense altal kiala-
kitott hipervariabilis D3 domén a filamentumok fe-
Itletén helyezkedik el, helyére a polimerizacios ké-
pesség megzavarasa nélkil mas fehérjék jo eséllyel
beépithet6k. Munkank soran egy olyan fuzids fehér-
jét allitottunk el6, amelyben a bels6 fluoreszcenci-
ara képes zo6ld fluoreszcens fehérjét (GFP) Ultettiik
be a flagellinfehérje centralis D3 doménjének he-
lyére. Kisérleteinkben a GFP szuperstabil variansat
(sfGFP) hasznaltuk, amely klilon6sen elényos felte-
keredési képességekkel rendelkezik. Az Escherichia
coli sejtekben tulexpresszalt FliC-sfGFP flzids fe-
hérjét tisztitottuk, spektralis és polimerizacids
tulajdonsagait jellemeztliik. A fluoreszcens tulaj-
donsagok vizsgalata megmutatta, hogy az sfGFP fe-
hérje a flagellinbe illesztve is ki tudja alakitani nativ
térszerkezetét. A FliC-sfGFP alegységek képesnek
bizonyultak filamentaris szerkezetek kialakitasa-
ra is. Sikerrel allitottunk tehat elé egy olyan GFP-
varianst, amelyet filamentaris nanostrukturainkba
beépitve lehetévé valik azok egyszerli nyomon ko-
vethetdsége és detektalasa.

E2-07

Makromolekularis felismerés szabalyoza-

sa sejtciklusfiiggo foszforilacioval a human
dUTPaz sejtmagi transzportja soran

Réna G.

MTA SZBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Az eukaridtdk genetikai allomanyukat kalon
kompartmentumba kil6nitik el, és igy egy tér-
ben és id6ben rendkivil hatasos szabalyozasi le-
het6séghez jutnak. A >40 kDa makromolekulak
magi transzportjdért azok nuklearis lokalizaci-
0s szignalja (NLS) felel6s. A human dUTPaz do-
minans izoformaja jellegzetes NLS-t hordoz. A
dUTPaz m(ikodése elengedhetetlen a genomi in-
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tegritds megG6rzéséhez; hianyaban nagymennyisé-
gl uracil épil a DNS-be, ami apoptozishoz vezet.
Osztédo sejtekben az enzim zémében foszforilalt
formaban talalhatd, am ezen moddositas funkcio-
ja ismeretlen volt. A foszforilaciés hely a fehérje
NLS-ének kozvetlen szomszédsagaban talalhato,
és a CDK1 kinaz konszenzus foszforilaciés motivu-
maba esik. Bizonyitottuk, hogy ez a foszforilacid
kihat a dUTPaz intracellularis lokalizacidjara: az
NLS mellett foszforildlt fehérjét mimikald mutans
kireked a sejtmagbdl. A vad tipust enzim, egy
hiperfoszforilaciét, valamint egy hipofoszforilaciot
dinamikait videomikroszkdépos kisérletekkel ha-
sonlitottuk Gssze. Megallapitottuk, hogy az utdd-
sejtekbe jutd foszforildlt dUTPaz pool a sejtciklus
el6rehaladtaval, valdszinlileg defoszforilaciot kéve-
téen Ujra akkumulalédhat a magban, de ez a folya-
mat lassu. A hipofoszforilaciot mimikald mutans az
utddsejtben sokkal gyorsabban jut be Ujra a magba.
A dUTPaz és az importin rendszer kélcsonhatasat in
vitro kotédésvizsgalatokkal igyeksziink jellemezni.
A komplexképzddést a fenti mutaciok jellegzete-
sen befolyasoljak, amit szamos biofizikai modszer-
rel igazoltunk. A két fehérje kolcsOnhatdsat és a
foszforilaciéd hatadsara bekovetkezd valtozasokat az
importin-a és dUTPaz NLS peptidek kristaly-szer-
kezetének tanulmanyozasan keresztil prébaljuk
megérteni. Vizsgalataink ramutattak, hogy a CDK1-
konszenzusnak megfeleld foszforilacids pozicio sza-
mos mas magi fehérje (p53, APC, ubikvitinaktivalo
enzim E1) NLS-ében megtaldlhaté. Igy felmeril az
azonositott sejtciklus-fliggé transzlokacid altalanos
jelentésége is.

E2-08

Dezmin-protofibrillumok struktirajanak és
rugalmassaganak atomer6-mikroszkopos
vizsgalata

Kiss B., Kellermayer M. S. Z.

SE AOK, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Buda-
pest

A dezmin, az izomszOvet intermedier filamentuma
feltételezett szerepet jatszik a szoveti mechanikai
integritas és rugalmassag fenntartdsaban. Bar a
dezminfilamentumok rugalmassaganak, valamint
Ossze- és szétszerel6désének dinamikaja, illetve
a sejtek mechanikajaban betoltott szerepe jelen-
leg élénk kutatas targyat képezi, sem a dezmin ru-
galmassaganak, sem pedig a szétszerel6désének
molekularis alapjai nem ismertek pontosan. Jelen
munkankban tisztitott, izolalt dezminfilamentumok
topografikus szerkezetét vizsgaltuk atomerd-mik-
roszkoppal. Kétérték(i kationkelatorok (EGTA,
EDTA) hozzaadasa esetén a mar polimerizalddott
dezminfilamentumok 06rak, illetve napok alatt sta-
bil, valtozé (esetenként mikrométeres) konturhosz-
szU, sima felszin(i és egységes vastagsagu fibrillaris
strukturakra bomlottak szét, melyeket a fenti para-
méterek alapjan protofibrillumokként azonositot-
tunk. A rugalmas dezmin-protofibrillumok csillam-
felszinen vizsgalt geometriai orientacideloszlasabdl
szamitott atlagos perzisztenciahossza 51,5 nm-

nek adddott, becsllt Young-modulusuk &tlaga
pedig 10,6 MPa, mely jelentésen meghaladja az
érett filamentumok rugalmassagi modulusat (3,7
MPa). Fentiek tukrében a dezminfilamentumon
belil a protofilamentumok kotegekbe rendez6-
dése a hossziranyu erdkkel szemben nagy szaki-
toszilardsagot biztosit, mig lateralis iranyd eré-
hatasokra a filamentum rugalmasan viselkedik. A
protofilamentumok medfigyelt stabilitdsa alapjan a
dezmin szétszerel6dése vélhetéen a polimerizacio
[épéseitdl eltéré modon zajlik.

E2-09

A komplementrendszer lektinatvonalanak
szelektiv gatlasa iranyitott evolicioval kifej-
lesztett peptidinhibitorokkal

Héja D.!, Kocsis A.2, Dob6 1.2, Szasz R.3, Kékesi A.
K.4; Zavodszky P.2, Gal P.2, Pal G.!

1 ELTE, Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék,
Budapest; 2 MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet,
Budapest; 3 DE OEC, AOK, II. sz. Belgyégyéasza-

ti Klinika, Debrecen; * ELTE, Bioldgiai Intézet,
Proteomikai Kutatécsoport, Budapest

A komplementrendszer a veleszlletett immunrend-
szer alapvet6 eleme, amely harom kiilonb6z6 Utvo-
nalon, a klasszikus, az alternativ és a lektin Utvona-
lon keresztll aktivalddik. Az egyes Utvonalak eltérd
bioldgiai szerepének tisztazasahoz Utvonal-szelek-
tiv inhibitorokra van szlikség. A lektin Ut esetében
sikertlt kifejleszteniink az elsd Utvonal-szelektiv
gatlészereket az alabbiak szerint. A lektin Utvonal-
ban szerepet jatsz6 MASP-1 és MASP-2 enzimek
ellen fag-bemutatason alapulé iranyitott evolucio-
val peptid inhibitorokat fejlesztettlink. A fag-peptid
konyvtarak eldallitdsahoz két eltérd inhibitor vazbol
indultunk ki. A szelektalt szekvenciak alapjan sza-
mos peptidet allitottunk el6, amelyeket részletesen
jellemeztlink. Mind a MASP-1, mind pedig a MASP-2
enzim ellen sikerilt specifikus inhibitorokat kifej-
leszteniink. A MASP-2 enzimrél eddig is ismert volt,
hogy rendelkezik mindazon aktivitasokkal (6nakti-
valddas, C2 és C4 hasitas), amelyek a lektin Gt be-
inditdsahoz szlikségesek. Ezek alapjan nem megle-
pd, hogy a MASP-2 szelektiv inhibitoraink képesek
tokéletesen meggatolni a lektin Ut aktivaldédasat. A
MASP-1 enzim szerepe jelenleg is vitatott. A lektin
Ut beinditdsahoz sziikséges aktivitasoknak csak egy
részével (6naktivaldédas és C2 hasitas) rendelkezik,
ezért széles kérben elfogadott, hogy az Utvonal ak-
tivalédasaban pusztan kisegité szerepe van. Ezzel
szemben mi azt tapasztaltuk, hogy a MASP-1 speci-
fikus inhibitorok is tokéletesen meggatoljak a lektin
utvonal aktivalédasat. Egy tobbféle funkcionalis
tesztet kombinald vizsgalatsorozatunk eredményei
arra utalnak, hogy a MASP-1 kulcsszerepet télt be a
lektin Ut aktivalédasanak kezdeti szakaszaban az-
altal, hogy aktivalja a MASP-2 zimogént. A lektin
Ut aktivaldodasa szerepet jatszik olyan életveszé-
lyes folyamatok lezajlasaban, mint a szivrohamot
kovet6 tomeges szivizompusztulas. Ezért alapkuta-
tasi jelent6séglik mellett ezek az inhibitorok lektin
utvonalat blokkold terapias szerek kifejlesztésének
fontos kiindulopontjai is lehetnek.
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E2-10

Exosite kdlcsonhatasok szerepe a MASP-2
autoaktivaciéjaban

Harmat V.1, Kocsis A.2, Szilagyi K.2, Fodor K.3,
Zavodszky P.2, Gal P.2

1 ELTE, Kémiai Intézet, Szerkezeti Kémia és Bio-
Iégia Labor, Budapest; 2 MTA SzBK, Enzimoldgiai
Intézet, Budapest; 3 EMBL, Hamburg, Germany

A manndzkots lektinasszocialt szerin proteaz 2
(MASP-2) a komplementaktivalédas lektinltja so-
ran a C3-konvertazt generaja, ezért a lektinut
kulcsenzimének tekinthetd. Egy MASP-2-dimer tolti
be a MBL-MASP komplexben mindazokat a funkci-
Okat, amiket a klasszikus aktivalodasi ut C1s-Cir-
C1r-Cls enzim-tetramerje a C1 komplexen belll:
autoaktivalddik és elhasitja a C2 és C4 fehérjéket.
Ez az autoaktivalédas a komplement-aktivalodasi
kaszkad els6 proteolitikus eseménye, ezért szigoru-
an szabalyozott. A MASP-2 enzimmel homoldg fel-

épitésli MASP-1 és C1r szintén autoaktivalodd en-
zimek, ezek szabalyozasi mechanizmusa is hasonlo
lehet, mint a MASP-2 esetében. Célunk a MASP-2
és rokon enzimei nagy szubsztratspecificitdsa és
autoaktivalddasi képessége alapjainak vizsgalata
atomi szinten. Meghataroztuk a MASP-2 aktiv for-
ma katalitikus fragmentumanak kristalyszerkeze-
tét egy Uj kristalyformaban. A kristalyban a szom-
szédos molekuldk kontaktusai enzim-szubsztrat
kolcsonhatasnak felelnek meg. A kanonikus
protedz-peptid koélcsénhatasokon kivil tovabbi,
kiterjedt (,exosite”) kélcsénhatésok észlelheték a
két MASP-2-molekula kozott. Az ,exosite” régiok
felderitése segithet az autoaktivalédasi mechaniz-
musnak és a MASP-2, valamint a hozza hasonlo,
a komplementaktivalédas kezdeti |épéseiben részt
vevl protedzok szlk szubsztrat-szelektivitasanak
jobb megértésében. (OTKA F67937, NK67800)

E3 - Bioinformatika, halézatok

E3-01

Genomannotacioé

Patthy L.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A genomannotacié - az a folyamat melynek soran
az egyes DNS-elemekhez bioldgiai informaciot,
tudast rendellink - el6szo6r is azt igényli, hogy a
genomban azonositsunk valamennyi funkcionalis
szempontbdl fontos DNS-elemet (fehérjekodold gé-
neket, RNS-géneket stb.), és meghatarozzuk pon-
tos szerkezetliket. Prokariéta genomok esetén a
fehérjekodold gének szerkezetének predikcidja tri-
vialis feladat, az introngazdag eukariéta genomok
fehérjekodold génjeinek predikcidjara hasznalatos
bioiniformatikai eszk6z6k azonban kevésbé meg-
bizhatdéak [Harrow ], Nagy A, Reymond A, Alioto T,
Patthy L, Antonarakis SE, Guigd R (2009) Genome
Biol., 10(1): 201.1-8]. A génpredikciés modszerek
hibai kovetkeztében a szekvencia-adatbazisokat
jelentés mértékben “szennyezik” hibas szekvenci-
ak, ezért rendkivul fontos a hibas szekvenciak azo-
nositasara alkalmas minGségellen6rz6 rendszerek
kidolgozasa. A MisPred mindségellenérzé rendszer
[Nagy A, Hegyi H, Farkas K, Tordai H, Kozma E,
Banyai L, Patthy L. (2008) BMC Bioinformatics,
9: 353.1-26] kulénboz6é eszkozeinek alap-
ja az a megfontolas, hogy azok a hipotetikus
fehérejeszekvenciak,, melyek megsértenek vala-
mely, az adott fehérjecsoportra érvényes térvény-
szerliséget “életképtelennek” mindsithetdek, vald-
szinlivé téve, hogy a hipotetikus fehérjeszekvencia
(és a megfelel6 génszekvencia) téves predikciod
eredménye. A MisPred moddszer szamos miné-
ségellen6rz6 eszkoéze példaul azt vizsgalja, hogy
az adott fehérje képes-e eljutni abba a cellularis
kompartmentbe, ahol fel tudja venni nativ, stabil és
funkcioképes térszerkezetét. Példaul: azok a fehér-
jék, melyek extracellularis doméneket tartalmaz-
nak, de hidnyzanak beldlik azok a szekvenciajelek,
melyek az  extracellularis doméneket az

extracellularis térbe iranyitjak, nagy valdszinliség-
gel funkcidképtelenek, és téves predikciot tlikroz-
nek. A MisPred minGségellen6rz6 modszer elénye,
hogy nemcsak a hibas szekvencidk azonositasara
alkalmas, hanem segitséget nyujt azok korrekcio-
jara is.

E3-02

Az antibiotikumrezisztencia evolucidja

Pal Cs., Papp B.

MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged

A mikroorganizmusok nagy populaciéjuk, magas
mutdcios ratajuk és rovid generacids idejik révén
rendkivil gyorsan képesek alkalmazkodni a legku-
I6nfélébb stresszkorilményekhez. Ezt a folyamatot
kulonosen jol érzékelteti kdrokozdk antibiotikumok-
kal szembeni ellenalloképességének rendkivil gyors
evolucidja. Van-e lehet6ség arra, hogy ezt a folya-
matot specifikus beavatkozasok révén lelassitsuk?
Hogyan befolyasoljak kilonboz6 stresszhatasok
és nehézfémszennyezés az antibiotikumokkal
szembeni érzékenységet? Hogyan és hany lépés-
ben alakulhat ki rezisztencia tébb antibiotikummal
szemben? Ezeknek a kérdéseknek a megvalaszo-
lasdhoz elengedhetetlen a rezisztencia kialakula-
sat szabalyoz6 genetikai faktorok feltérképezése.
Hala a szinte teljes genetikai allomanyra kiterjedd
Escherichia coli mutans és génexpresszios kényv-
tarak jelenlétének, mara azonosithatéak azok a gé-
nek, amelyek nem kozvetlenll az ellenalldképesség
Munkank soran 6tvozzik a funkcionalis genomika,
laboratoriumi evollcids vizsgalatok és rendszerbio-
I6gia modszertanat.

E3-03

Kolcsonhato rendezetlen fehérjék, a fehérje-
halézatok fontos elemei

Mészaros B., Dosztanyi Zs., Simon I.

MTA SzBK Enzimoldgiai Intézet, Budapest
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Az egy-két évtizede még ismeretlen fehérjeosz-
talyrdl, a rendezetlen fehérjékrdl el6szor az derilt
ki, hogy a torzsfejlodés el6rehaladasaval egyre
nagyobb aranyban fordulnak el6 a proteomokban.
KésObb azt is kimutattuk, hogy a fehérjehaldza-
tok csomdpontjaiban ezek a fehérjék az atlagosnal
gyakrabban taldlhaték meg. A rendezetlen fehér-
jeszakaszok koélcsénhatasai mas fehérjékkel tehat
fontos szerepet jatszanak a fehérjehaldzatok ki-
alakitdasaban. Ramutattunk, hogy a rendezetlen fe-
hérjék és fehérjeszakaszok szekvenciabdl torténd
becslésénél hasznalt parkdlcsénhatasi energia sza-
mitasa, az IUPred becslé mddszer algoritmusanak
alapja, kivaléan alkalmazhaté annak valdszin(si-
tésére, hogy egy rendezetlen fehérjeszakasz mely
részei alakithatnak ki stabil kdlcsdnhatast rendezett
fehérjékkel. Erre éplil az ANCHOR becsl6 mddszer
algoritmusa. A felismerésnek jelent6s gyakorlati
haszna is lehet példaul Uj gyogyszer-célfehérjék
azonositasaban.

E3-04

Kolcsonhatas-szabalyozott halézati dinamika
Csikasz-Nagy A.

CoSBi, The Microsoft Research - University of
Trento, Centre for Computational and Systems
Biology, Trento, Italy

Bioldgiai és egyéb haldzatok is dinamikusan valtoz-
tatjak kapcsoltsagukat: a halézat tagjai szepara-
I6dhatnak, és kapcsolataiak slirlisddhetnek az id6
valtozasaval. A haldzat tagjainak egyedi kolcson-
hatasai nagyban befolyasoljak, hogyan valtozik
a haldézat strukturajanak a sorsa. A jatékelméleti
modszereket alkalmazva vizsgaljuk, hogy a halo-
zat elemeinek egylttmikodése vagy éppen egyltt
nem mukodése hogyan hat a haldzat strukturaja-
san elterjedt kooperacidé képes slrl kapcsoltsagu
halézatokat Iétrehozni, mig az 6ntorvény(i egyedek
terjedése a haldzat széteséséhez vezethet. Az is
megfigyelhetd, hogy a haldozat egészének sikeres-
sége (atlagos fitness) a halozat slrliségével ng, de
ugyanigy né a haldzat szétesésének a valoszinlisé-
ge is, azaz a haldzat nem tud maximalis sikeres-
séggel stabilan m(ikodni. Ezt az elméleti fejtege-
tést terjesztjlik ki a normal és rakos sejtek kozotti
sejt-sejt-kapcsolatok altal szabalyozott szovet-
novekedésre, és példaként emlitiink még egyéb,
hasonléan m(ikodé kooperacion alapuld bioldgiai
rendszereket.

E3-05

Szabalyozott fehérje-kinazok és -foszfatazok
a sejtciklus soran: az egyszerii halézati moti-
vumoktél az eukariota sejt osztodasi ciklusa-
nak a modelljéig

Kapuy O., M. R. Domingo-Sananes, Novak B,
Oxford Centre for Integrative Systems Biology,
University of Oxford, UK

A sejtosztédasi ciklus miikodését egy komplex
fehérjemolekula-halézat iranyitja. A szabalyozd
rendszer megértésének elengedhetetlen tartozéka,

hogy az azt felépitd egyszer(i haldézati motivumok
viselkedését megvizsgaljuk. A szabalyozasban ki-
emelkedd szerepe van az egymas ellen hato fehérje-
kindzoknak és -foszfatazoknak, amelyek egyutte-
sen hatarozzak meg a szubsztratjaik foszforilacids
allapotat. Mivel a szubsztratok gyakran maguk is
kindzok vagy foszfatédzok, és vissza is hathatnak a
regulatoraikra, igy kilonb6z6, Un. visszacsatolasi és
el6recsatolasi hurkokat hoznak létre a szabalyozasi
halézatban. Egyszer(i matematikai modellek segit-
ségével és kisérleti adatok felhasznalasaval bemu-
tatjuk a sejtciklus mikodését meghatarozd szaba-
lyozasi motivumokat. A kinazok k&zott kiemelkedd
szerepe van a magosztodasi ciklushoz nélkulézhe-
tetlen Cdk1/CycB (CDK) mitdzisos kindznak. A CDK
aktivitésa jellegzetesen valtozik a sejtciklus folya-
man: a sejt novekedési szakaszéban alacsony az
értéke, a mitozisba lépve megnd, majd annak vé-
gén kozel nulldra esik le. Mig a mitozisos kinaz ellen
hato fehérje-foszfataz (PP) aktivitédsat a sejtciklus
soran sokaig allanddnak hitték, addig az Uj kisérleti
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a
CDK mellett a PP aktivitasa is pontosan szabalyo-
zott. Az el6adasban megmutatjuk, hogy a sejtciklus
ellen6rzési halézatanak kézéppontjaban a CDK-PP
antagonizmusa all, amely motivum két alternativ
egyensulyi allapottal rendelkezd rendszert hoz létre
(CDK-aktiv és PP-inaktiv, illetve CDK-inaktiv és PP-
aktiv allapotok). Ahhoz, hogy a haldézati rendszer
az egyik stabil allapotbdl a masikba tudjon eljutni,
egy kinaz vagy egy foszfatadz tranziens aktivaldda-
sara van szlikség. A CDK-PP-antagonizmusra ala-
pozva és tovabbi egyszer( szabalyozasi motivumok
felhasznaldsaval altalanos modellt épitettiink fel,
amely jél leirja az univerzélis eukariota sejt oszto-
dasi ciklusa soran a mitézisos CDK és az ellene hato
foszfatazok kinetikai viselkedését.

E3-06

Tobb forrasb6l szarmazé omikai adatok és
informaciok kiértékelése hibrid tudasbazis-
technologiaval

Temesi G.!, Antal P.2, Falus A.%, Szalai Cs.!

1 SE, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet,
Budapest; 2 BME, Méréstechnika és Informacios
Rendszerek Tanszék, Budapest

A teljes emberi géntérkép Osszeadllitasanak mil-
liardos koltségvetése ota eltelt 10 évben évente
kozel felez6dott a genetikai mérések koltsége. A
nyilvanosan elérheté genetikai adatok mennyisé-
ge még ennél is gyorsabban ng, a kutatdsok még-
sem hoztdk meg a vart eredményeket, a legtébb
multifaktoridlis betegség genetikai hatterének alig
néhany szazalékat ismerjik. Az elérheté omikai
tudasanyag mennyisége hasonlé mértékben no-
vekszik, egy-egy szlikebb szakterllet kovetése
is egyre komolyabb kihivds az emberi szakértok
szamara. A fejlodés egyik kulcsa ezen adatok és
informacidok hatékonyabb feldolgozasa, rendszere-
zése és értelmezése. Csoportunk olyan hibrid tu-
dasbazis-szoftvertechnoldgia fejlesztésén dolgozik,
amelyben egyesithetéek a laboratériumi mérések
altal szolgaltatott numerikus adatok, azok statisz-
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tikai kiértékelésének eredményei, valamint a szak-
ért6i hattértudas és a szakirodalom gépi elemzésé-
vel térténd automatizaltan kivonatolt szemantikus
informacidk. Kiemelt hangsulyt kap tobb adatforras
egylttes értelmezése. Bar elsGsorban genetikai
asszociacids vizsgalatok tamogatdsa a célunk, az
alkalmazott Bayes statisztikai keretrendszer lehe-
tové teszi kilbnb6z6 szabalyzasi szintekrél érkez6
(DNS, RNS, proteomika, lipidomika, klinikai adatok
stb.) mérési eredmények hipotézismentes, teljes
modell alapu kiértékelését, legyen sz6 sajat mérési
eredményekrdl vagy nyilvanosan elérheté adatba-
zisok metaelemzésérdl. A keretrendszerben adott

szakterilet alapveté rendszerbioldgiai ismeret-
anyaganak manualis formalizalasaval, kuilsé tudas-
bazisok (pl. Gene Ontology) felhasznalasaval, vagy
nagy mennyiségl szakszdveg automatizalt kivo-
natoldsaval témaorientdlt tudasbazisok hozhatdak
létre. A hibrid tudasbazis normativ modon kezeli az
adatokbdl és informaciokbdl adodd bizonytalansa-
got, és képes orvosbiolégus szakért6k kérdéseire
felelni, pl. melyek azok az SNP-k, amelyek legalabb
10% valdszinliséggel relevansak asztma esetén, és
mely asztmahoz még nem kapcsolt Utvonalrészle-
ten talalhatok?

E4 - Molekularis genetika - genomika

E4-01

Az inzulinrezisztencia agyi hatasai
Sasvéry-Székely M.!, Abdul Pahman, 0.1, Vér A.1,
Rosta K.2, Keszler G.t

1 SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Biolégiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest; 2 I. sz. Sziilé-
szeti és N6gydgydszati Klinika, Budapest

A 2-es tipusl diabétesz jelent6s komorbiditast
mutat hangulati zavarokkal és kognitiv funkcié-
csOkkenéssel, de a kozbs pathomechanizmus nem
ismert. Néhany szakirodalmi adat arra utal, hogy
a vér-agy-gaton atjutott inzulin fontos szerepet
tolt be a taplalékfelvétel és a kognitiv funkcidk
szabdalyzasaban, az inzulinrezisztencia kozponti
idegrendszeri hatasairdl azonban keveset tudunk.
Bemutatasra keril6 vizsgalatainkban patkany di-
abétesz-modellek agyi génexpresszid valtozasait
vizsgaltuk 1-es tipusu diabetesz modellben (DM1;
streptozotocinkezelés) és a 2-es tipusu diabétesz
egyik fontos allatmodelljében (DM2; Goto-Kakizaki
patkany). A teljes genomi expresszio-vizsgalatok
jelentls eltérést mutattak a DM2 vs. kontroll 6ssze-
hasonlitdsanal, mig a DM1 vs. kontroll értékeknél
alig tapasztaltunk eltérést. A DM2 modell vizsgalt
agyterileteibél els6sorban a prefrontalis kéreg és
a hippokampusz mutatott jelentés valtozasokat,
mig a striatumban nem taldltunk valtozast. A szig-
nifikdns expresszié valtozast mutaté gének Utvo-
nalelemzésre és validalasra kerlltek. A valds idejl
PCR modszerrel validalt, eltéré expresszidju gének
k6zll néhanynal irodalmi adatok is valoszinUsitik a
kettOs funkcidt. Kozllik kilénoésen érdekesnek tli-
nik a galanin emelkedett expresszios szintje a DM2
hippokampuszban. Allatkisérletekbél ismert ugyan-
is, hogy a galanin tultermelése kognitiv deficitet,
fokozott taplalékfelvételt és depressziv tiineteket
okoz, mely jél egyezik a human komorbiditasi is-
mereteinkkel. Eredményeink alapjan az inzulinre-
zisztencia jelent6s agyi expresszids valtozasokat
okoz allatmodellben. Az eltéré expressziét mutato
gének tovabbi vizsgalata hozzasegithet a diabete-
szes betegeknél gyakran el6forduld depresszid ri-
zikofaktorainak és pathomechanizmusénak megis-
meréséhez.

E4-02

A glukokortikoidok hatasmechanizmusa-

ban szerepet jatsz6 génpolimorfizmusok

és fehérje-izoformak szerepe komp-

lex 6roklédésmenetii betegségek
pathogenezisében

Patdcs A.12, B. Boyle?, Szappanos A.?, Feldman
K.?, Likd 1.3, Racz K.2

1 MTA TKI, Molekularis Medicina Kutatécsoport,
Budapest; 2 SE, II. sz. Belgydgyaszati Klinika, Bu-
dapest; 3 Richter Gedeon Nyrt, Budapest

A glukokortikoidok a glukdz- és zsiranyagcsere
szabalyozasa mellett fontos szerepet jatszanak az
immunfolyamatok, a kardiovaszkuldris rendszer és
a viselkedés szabalyozasaban. Hatassal vannak a
novekedésre, az egyedfejlddésre, a kalcium-me-
tabolizmusra, a csontszovet metabolikus folyama-
taira, a pajzsmirigy és ivarmirigyek funkcidjara.
Jelentéségliket tovabb fokozza, hogy napjaink leg-
hatékonyabb gyulladdscsékkent6i kozé tartoznak.
A glukokortikoidok hatdsadra a sejtekben l|étrejo-
vO valaszreakcid és a glukokortikoid-érzékenység
Iényegesen kiilonbozik a kiilénbozé egyedekben,
szOvetekben és sejttipusokban. A glukokortikoidok
hatasat a glukokortikoidreceptor (GR) kdzvetiti, ami
tulajdonképpen egy ligandum altal aktivalt transz-
kripcios faktor. A GR génjének szamos genetikai
variansa ismert, amelyek koézlil szamos fokozott,
mig masok csokkent glukokortikoidok iranti érzé-
kenységgel jarnak. A génvariansok mellett a recep-
tornak kilénb6zd izoformait fedezték fel, melyek
részben ismert, részben még ismeretlen korilmé-
nyek hatdsara eltéré aranyban képzddnek és sze-
repik lehet a glukokortikoidok hatasara kialakuld
bioldgiai valaszok sokféleségében. A megvaltozott
glukokortikoidok iranti érzékenységnek szerepe van
szamos nem monogénesen 6rokl6dé betegség és
allapot (obesitas, inzulinérzékenység, autoimmun
korképek, szteroidterapiara adott valaszkész-
ség) pathomechanizmusaban. Klinikai szempont-
bol kilonods jelentéséggel bir a glukokortikoidok
iranti rezisztencia, melynek kialakuldsaban a re-
ceptor B-izoformajanak pathogenetikai szerepét
valoszinlsitik. Az el6adas a genetikai asszociaci-
0s vizsgalatokbdl kiindulva bemutatja az érintett
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pathomechanizmusokat és a tarsuld eltéréseket.
(Norvég Alap és OTKA NNF77756, Bolyai Janos ku-
tatasi 6sztondij — Patdcs Attila)

E4-03

Feltételezett mikroRNS-kotohely-
polimorfizmusok funkcionalis és asszociacio-
vizsgalata diabeteszben

Roénai Zs.!, Kovacs-Nagy R.t, Brauswetter D.?,
Nagy G.2, Somogyi A.?, Sasvari-Székely M.!

1 SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest; 2 SE, II. sz.
Belgydgyaszati Klinika, Budapest

A 2-es tipusu diabetes mellitus (DM2) napjaink
egyik leggyakoribb multifaktorialis betegsége,
melynek szamos genetikai rizikéfaktorat azonosi-
tottak, de még tobb var felfedezésre. A mikroRNS-
UTR) kotédé oligonukleotidok, melyek komplex fo-
lyamatok révén szabalyozzak a keletkez6 fehérje
mennyiségét. Célunk olyan mikroRNS-kotGhely-
polimorfizmusok (miR SNP-k) vizsgalata, melyek
Osszefliggésbe hozhatdk a DM2 genetikai kockaza-
taval. Munkank elsé |épésként in silico megvizsgal-
tuk, hogy a DM2 kodrképpel 6sszefliggésbe hozhatd
gének kozll melyekben azonosithatd feltételezett
miR SNP, majd a kandidans miR SNP-k listajat el-
méleti és gyakorlati szempont szerint sz(irtik. A
jelen munka f6 célja a DM2 kandidans génjeiben
in silico azonositott miR SNP-k kozul azok kiva-
lasztdsa, melynek funkcionalis szerepe igazolhato.
Az SNP vizsgalat a Szegedi Bioldgiai Kozpontban
‘open array’ rendszerrel tortént. A kapott adatokat
AutoCaller 1.1 szoftverrel elemeztiik. A statisztikai
értékelés SPSS programmal tértént. A kivalasztott
iranyitott mutagenezissel hoztuk létre. 48 miR SNP
genotipusat hataroztuk meg 0Osszesen 891 DNS-
mintan (diabetes + kontroll) SNP-chip segitségé-
vel, a statisztikai elemzés soran 5 miR SNP ese-
tében talaltunk asszociaciot egy adott allélvarians
és a DM2 el6fordulasa kozott. Ezek kozt szerepel
a mar korabban is vizsgalt Hiflalfa (rs11549465:
p=0,015), valamint 3 Gj gén (WFS1 (wolframin),
rs9457: p=0,005; FABPZ2 (fatty acid binding prote-
in 2, intestinal), rs2964: p=0,011 valamint MYO5B
(miozin 5B), rs9959610: p=0,046 és rs12457962
tergént tartalmazdé vektorba klonoztuk, hogy az
allélvariansok fehérjetermelddésre kifejtett hatasat
molekularis szinten igazolhassuk. A DM2 genetikai
hatterének mind pontosabb feltérképezése hozza-
jarulhat hatékony terapias és megel6z6 stratégiak
kidolgozasahoz. (258/2009ETT)

E4-04

A human képiaszam-variacio RCCX ge-
netikai atrendez6déseinek szerepe a
kardiovaszkularis betegségekben

Doleschall M.!, Szilagyi A.2, Patdcs A.3, Prohaszka
Z.%, Flrst Gy.*

IMTA-SE, Gyulladasbioldégiai és Immuno-
genomikai Kutatdcsoport, Budapest; 2 SE, Orvosi
Vegytani, Molekularis Bioldgiai és Pathobiokémiai
Intézet, Budapest; 3 SE, II. sz. Belgydgyaszati
Klinika, Budapest; * SE, III. sz. Belgydgyaszati
Klinika, Budapest

Az RCCX szegmentalis duplikaciot négy megketts-
z0dott gén - a szerin/treonin kinaz 19, a komple-
ment komponens 4 (C4), a szteroid 21 hidroxilaz
(CYP21A2) és a tenascin X fehérjéket kodold
gén - alkotja. A gének a fenti sorrendben, tan-
dem moddon helyezkednek el, de a megkett6z6-
dott génparok kozil az egyik pszeudogén, kivéve
a C4 gént, amelynek mindkét valtozata - a C4A
és a C4B - funkcionalis. A kardiovaszkularis beteg-
ségekben (CVD) az alacsony C4B-kopiaszammal
(copy number variation, CNV) n6 a morbiditas és
a mortalitds. Feltételezve, hogy nem a C4 gén a
kozvetlen okozdja a megfigyelt CVD-fenotipusnak,
hanem a kortizolszintézisért felelés CYP21A2,
az alacsony C4B CNV-vel genetikailag kapcsolt
CYP21A2 haplotipusokat kerestiink. Allélspecifikus
long-range PCR technikat és az ebbdl nyert teljes
CYP21A2 gének szekvendladsat alkalmaztuk a C4
gének és a CYP21A2 haplotipusok egylittes megha-
tarozadsahoz. Azokban az esetekben, ahol a diploid
kombinacidja az RCCX haplotipusoknak nem tette
lehet6vé a molekularis haplotipizalast, a C4- és
CYP21A2-koépiaszamok RT-PCR meghatarozasat és
genotipizalast kovetéen in silico rekonstrualtuk a
RCCX és CYP21A2 haplotipusokat. Kimutattuk, hogy
a klilénb6z6 RCCX haplotipusok, a benniik elhelyez-
ked6é C4 gének és a CYP21A2 haplotipusok geneti-
kailag kapcsoltak. Mind az RCCX, mind a CYP21A2
haplotipusok kialakuldséban intenziv szerepet jat-
szik a konverzid és az egyenl6tlen atkeresztez6dés,
majd az ezeket kdvet6 fixacid. A CYP21A2 génben
taladlhatd polimorfizmusok kapcsoltsaga toredezet-
tebb, mint a CNV-ken kiviiles6, alapvetéen atke-
resztez6déssel és pontmutacidkkal rekombinalédd
géneké, igy a CYP21A2 teljes haplotipusa sziiksé-
ges a CVD fenotipusokkal valé asszociacié felmé-
réséhez.

E4-05

Hisztonmaddositasok és a génmiikédés kap-
csolata

Boros I.

SzTE TTIK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tan-
szék és SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged

Az eukaridta DNS transzkripciéjahoz feltétel a
kromatin-szerkezet fellazitdsa, amit hisztonokat mé-
dositd és nukleoszomakat atrendezd/eltavolitd fehér-
jék, illetve komplexeik végeznek. Az egyik elképzelés
szerint a nukleoszémat alkoté négy hisztonfehérje
N-terminalis részein bekoOvetkez6 posztranszlacios
modositasok - leggyakrabban acetilacio, metilacid,
foszforilacio, ubiquitinacié — egy Un. hisztonkddot
képeznek, ami felismerési jelként szolgal a transz-
kripciéban résztvevd fehérjék szamara. A sejt élete
soran flexibilisen valtoztathatd, de sejtrél sejtre is
atorokitheté hisztonmoddositasi mintazat, igy altala-
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nos és génspecifikus transzkripcid meghatarozodja,
ezaltal epigenetikai szabalyozasi programok megva-
l6sitasanak iranyitdja. Csoportunk tobb éve vizsgal-
ja hisztonacetilaciot végzd fehérjekomplexek szere-
pét a génm(ikédés altalanos szintjének és specifikus
gének transzkripciéjanak meghatarozasaban. Két
metazoaspecifikus hiszton acetiltranszferaz komplex,
a SAGA és ATAC miikodésének részletes analizisé-
vel megallapitottuk, hogy bar acetiltranszferaz enzim
alegységlik ugyanaz, szereplk dramaian eltér: az
ATAC komplex gének ezreinek mikodését szabalyoz-
za, a SAGA szerepe ezzel szemben a gének sokkal
szlikebb csoportjara korlatozott. A két komplex elté-
ré6 hatdsdnak oka lehet eltéré hisztonspecifitasuk és
kapcsolatuk mas hisztonmaodosité komplexekkel, ami-
vel a hisztonfoszforilacié és -metilacié mértékét befo-
lyasoljak. Adataink szerint e komplexek kialakitotta
moddositasok az egyedi gének szintjén sokkal inkabb
moderatori, mint egy ki-bekapcsold szerepet télte-
nek be. A nagyszamu gén mikodésére kifejtett hatas
hatterében kulcsszerepet jatszé szabalyozd moleku-
lat szintetizalé enzimek, az ATAC komplex esetében
a szteroid-bioszintézisben résztvevs fehérjéket ko-
dolé gének transzkripcidéjanak szabdlyozasa allhat. A
hiszton acetiltranszferdz komplexek szerepérél eddig
féként Drosophila modellben szerzett adatokra épitve
az utdbbi idészakban elkezdtiik a hisztonmaddositdsok
szerepének feltarasat daganatos sejtekben és a da-
ganatossa valas folyamataban, valamint drogrezisz-
tencia kialakulasaban [Pankotai T., Popescu C., Martin
D., Grau B., Zsindely N., Bodai L., Tora L., Ferrus A.,
Boros 1. (2010) Mol. Cell. Biol., in press; Pelaez IM,
Kalogeropoulou M, Ferraro A, Voulgari A, Pankotai T,
Boros I, Pintzas A. (2010) Int. J. Biochem. Cell Biol.,
42(6): 911-920; Zsindely N, Pankotai T, Ujfaludi Z, La-
katos D, Komonyi O, Bodai L, Tora L, Boros IM. (2009)

Nucleic Acids Res., 37(20): 6665-6680]. Az el6adas
rovid attekintést ad az ezekrdl szerzett ismeretekrol
is.

E4-06

Genomikai vizsgalatok a rakkutatasban
Puskas L.

MTA SzBK, Funkcionalis Genomika Laboratérium
és Avidin Kft., Szeged

Az (j, nagy ateresztOképességl genomikai tech-
nolégiak megjelenése, amelyek lehetévé te-
szik a genomikai eltérések genomszintl analizi-
sét, dramai modédon megvaltoztattak a tumorok
genomjanak, epigenomjanak, transzkriptomjanak
kutatasat. A vizsgalatok az egyedi raktipusok el-
kulonitését, molekularis szinti megismerését, a
kezelések hatékonysaganak nyomon kovetését és
genomikai markerek diagnosztikai célu felhaszna-
lasat célozzak. Az el6adas az irodalmi attekintésen
tul betekintést nyujt a legljabb mddszerek hat-
terébe, azok alkalmazhatésagaba, valamint tébb
példan szemlélteti az Uj hatdanyagok szlirésére és
azok hatdsmechanizmusara vonatkozd genomikai
kutatasokat, Uj felfedezéseket. A rakkutatas sar-
kalatos és eddig csak részben megvalaszolt kér-
déseire (a tumorigenitds, a metasztazishajlam,
a szunnyadd tumorsejtek léte és reaktivacidja, a
de-/differenciacid, a klonalis szelekcid, a hetero-
genitas, a tumordssejt-szelekcié és -atalakulas, a
kromatinstabilitas és a genom-atrendezddés, az
immunrendszer kikerllése, a sztroma szerepe és
kialakulasa, a kronikus gyulladas és fert6zések sze-
repe, a kozeli mezOk léte, szinkron tumorok el6-
forduldsa, a tumor-hierarchia, stb.) a kézeljovében
mélyrehatd valaszok varhatéak foként az atfogd
genomikai vizsgalatok eredményei alapjan.

E5 - Pathobiokémia

E5-01

A szoveti transzglutaminaz (TG2 ) szerepe

az akut promieloctas leukémia NB4-sejtek
neutrofil granulocita iranyba torténé ATRA-
indukalt differenciaciojaban. Adhat-e a

TG2 gatlasa egy lehetséges megoldast a
differencialszindroma kezelésére?

Balajthy Z., Csomés K., Német I., Fésis L.

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

Az emlésokben tobbfajta transzglutaminazt (TG)
irtak le. Ismert a keratinocita TG, szbveti TG,
epidermalis TG, prosztata TG és a XIII-as faktor.
A szoveti transzglutaminaz (TG2) a legtobb em-
I6s szovetben jelen van és a TG-k kozott a leg-
nagyobb mennyiségben el6forduld enzim. Ismert
a fehérjéket kovalensen keresztkot6 aktivitasa,
de multifunkciondlis enzimként, szignalizacios
G-fehérjeként, adhézios faktorként vagy
kinazaktivitassal rendelkezé fehérjeként is leirtak.
Jelenlétét kimutattak intracellularisan a legtébb
sejtkompartmentben és extracellularisan a matrix
molekulai koézott. Ennek ellenére a fiziologias és

patholdgids szerepérél hidnyosak ismereteink.
Az utobbi par évben elkezdtiik szisztematikusan
vizsgalni a TG2 expresszidjanak a hozzajarulasat
az ATRA (all-transz-reténsav) indukalta neutrofil
granulocita irdnyba toérténé differenciaciés folya-
mathoz NB4 promielocitdas in vitro sejtmodell-
rendszerben. A TG2-r6l el6z6ekben leirtuk, hogy
a differenciacié alatt a sejtmagba transzlokaléddik,
majd kimutattuk, hogy a NB4 promielocitas sejtek

""" legnagyobb
mértékben expresszalddd fehérjék egyike. A TG2
gén expresszidjanak siRNA-csendesitésével bizo-
nyitottuk, hogy a génexpressziés mintdzatban és
igy az érett neutrofil granulocita gyulladasos va-
laszaban a TG2 modulalé szerepet tolt be. A TG2-
expresszio alacsony szintjével egyltt jar szamos a
neutrofil granulocita funkcidéjahoz szikséges gén
expresszidjanak az elmaradasa, ami kifejezédik
vandorlasaban, fagocitdzisaban és szuperoxid-ter-
melésében. Az akut promielocitds leukémia (APL)
ATRA-kezelésének egyik hatranya, hogy az esetek
25%-aban differenciacids szindroma (DS) alakul ki,
ami a keringési-légzési rendszer mikodésének a
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leromlasahoz, majd ezt kévetben halalhoz is vezet-
het. A DS kialakuldsaban dont6 szerepet jatszik az
ATRA-indukalt differencialéodd sejtek magas CCL2,
CCL3, CCL22, CCL24 kemokinek és IL1B és IL8
citokinek termelése. Eredményeinkbdl feltételez-
zUk, hogy a TG2 expresszidjanak a csokkentése in
vivo a diffencialodd APL-sejtekben enyhébb ATRA-
indukalt gyulladasos DS-val jarhat egydtt.

E5-02

Az endoplazmas retikulum redox
homeosztazisanak szerepe az elhizas és a
metabolikus szindroma pathogenezisében
Csala M.

SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest

Az endoplazmatikus retikulum (ER) lumenje és a
citoplazma anyagcseréjét az ER membranjan ke-
resztili anyagforgalom kapcsolja 0ssze. Az utdb-
bi években szamos medgfigyelést tettlink, amelyek
azt tamasztjak ala, hogy az ER tapanyagszenzor-
funkciot lat el, és ezaltal - a fizioldgidas szabalyo-
zas mellett - az elhizassal kapcsolatos betegségek
kialakulasaban is jelent6s szerepet jatszhat. Meg-
erdsitettlik, hogy az ER lumenében a citoplazma-
tol elkllonilt NADP-NADPH-készlet talalhatd. A
lumenbeli hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz (H6PD)
és 1-es tipust 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz
(11BHSD1) e ko6zo6s piridinnukleotid-készlet révén
funkcionalis kapcsolatban all egymassal. Az elGb-
bi enzim tartja fenn a magas [NADPH]:[NADP]
aranyt, amely szlikséges az utobbi altal katalizalt
kortizolaktivalashoz. A H6PD szubsztratellatasat
pedig a glukdz-6-foszfat-transzporter (G6PT) bizto-
sitja. A glukokortikoidok fontos szerepet jatszanak a
zsirsejtek kialakuldasaban, és igy az elhizasban. Mivel
az emlitett G6PT-H6PD-11BHSD1 triad aktivitasa a
lokalis kortizolszint egyik legfontosabb meghataro-
z6ja, megvizsgaltuk, hogyan alakul a triad kompo-
nenseinek szintje a preadipocitak differencialédasa
soran. Azt talaltuk, hogy a 11BHSD1 expresszidja
és aktivitdsa nagysagrendekkel novekszik, mig a
masik két fehérje mennyisége valtozatlan marad. A
11BHSD1 indukcidja azonban énmagaban is elegen-
dé a pre-receptorialis kortizoltermelés fokozodasa-
hoz, ami egyben pozitiv visszacsatolasként a sejt-
differencialdodas lényeges eleme. Ha metiraponnal
csokkentjik a [NADPH]:[NADP] aranyt az ER lu-
menében, az inaktiv prohormon kortizon aktiv
kortizolla redukalasat meg tudjuk gatolni, és ki-
védhetjik a preadipocitak kortizonnal indukalt dif-
ferencialdodasat. A bemutatott kisérletes munka a
fizioldgids szabalyozas Uj mechanizmusait tarta fel,
egyuttal potencialis gydgyszer-tamadaspontokat is
azonositva. Ezek rendkiviili jelent6séggel birnak a
metabolikus szindroma, illetve a diabetes megel6-

s

E5-03
ABCC6 transzporter: Gj jatékos az érfali me-
szesedés kialakulasaban

Aranyi T., H. de Boussac, Fllop K., C. Bacquet,

Szabd Z., Pomozi V., Varadi A.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

Az ABCC6 gén egy membrantranszportert kédol,
mely a hepatocitak citoplazmajabdl egy ismeret-
len vegylletet juttat a véraramba. A transzporter
mikodésének genetikai eredetli hidnya a
pseudoxanthoma elasticum korkép kialakuldsa-
hoz, az elasztikus rostok fragmentalédasahoz és
kalcifikdlédasdhoz vezet. Igy a betegség tlnetei
elasztikus rostokban gazdag szervekben jelent-
keznek. A betegeknek tehat bdrtineteiken kivil
jelentésen romlik a latéasuk és gyakran szenved-
nek hiperténidban. A koézelmultban kimutattuk,
hogy mar egy funkcionalis ABCC6 allél elvesztése
is rizikdfaktor a koronariabetegség kialakuldsaban.
Kisérleteink soran az ABCC6 gén szdvetspecifikus
kifejez6désének szabalyozasat vizsgaltuk. Els6-
ként egy kisebb vegylletkonyvtarat teszteltlink,
és megvizsgaltuk az egyes molekulak hatasat az
ABCC6 gén expresszidjara. Megallapitottuk, hogy
HepG2-sejtekben tobb vegyiilet is hat a gén kifeje-
z0désére, melyek koziil a hepatocita és epidermalis
novekedési faktorok gatldo hatasat talaltuk legiz-
galmasabbnak. Kimutattuk, hogy hatédsukat az
ERK1/2 Utvonal aktivalasan keresztil fejtik ki, az
ERK1/2 pedig a HNF4 transzkripcids faktor aktivi-
tasat gatolta rendszerliinkben. A majbeli anyagcse-
re szabdlyozasaban fontos szerepet jatszo6 HNF4
fehérje pontos kot6helyét és magi kdrnyezetben
torténd kotését is meghataroztuk. Az ABCC6 gént
sejtmagi kdrnyezetben is vizsgaltuk, hogy a szaba-
lyozésban fontos szerepet jatszd régidkat felderit-
hessiik. DN-az hiperszenzibilitasi teszt segitségével
hérom szabalyozd régidét mutattunk ki. Az egyik a
mar ismert HNF4-régidé volt, mig a masik kett6 az
els6 intronban talalhaté. A szekvenciat luciferaz
riportergénteszt segitségével térképeztiik, és azo-
nositottunk egy 60 bp hosszUsagl szakaszt az
els6 intronban, melyhez kétédik a C/EBPbeta nevl
transzkripcios faktor. Eredményeink azt is bebizo-
nyitottak, hogy a promoter és az intronikus erdsitd
szekvenciak, illetve az azokhoz k6t6dd transzkrip-
ciés faktorok egy funkcionalis egységet alkotnak és
egylttesen felel6sek a gén szovetspecifikus kifeje-
z0déséért.

E5-04

A Tks4/HOFI szerepe az EGF-fligg6 sejtmoz-
gasban

Sipeki Sz.!, Gujdar A.t, Bégel G.!, Lanyi A.2, Geiszt
M.3, Buday L.%*

1 SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest; ? DE, Immu-
noldgiai Intézet, Debrecen; 3 SE, Elettani Intézet,
Budapest; + MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Bu-
dapest

A sejtek mozgasanak alapvetd szerepe van a sz06-
vetek, szervek fejl6désében, az immunvédekezés-
ben és a daganatos attétképzésében. Ugyanakkor
ezt a bonyolult folyamatot csak mozaikosan is-
merjik. Munkacsoportunk hosszu ideje vizsgalja
a sejtmozgasokat iranyitd jelatviteli utakat, kilo-
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nos tekintettel az epidermaélis névekedési faktor
(EGF) jelpalyajéra. Jelen munkankban a PX és SH3
doméneket tartalmazo allvanyfehérjék kézé tartozo
Tks4/HOFI szerepét vizsgadltuk az EGF jelpalyaban.
Kimutattuk, hogy ez az allvanyfehérje EGF-kezelés
hatadsara komplexet képez az EGF-receptorral, il-
letve tirozin-oldalldncokon foszforilalodik. Megalla-
pitottuk, hogy a foszforilacidért nem maga az EGF-
receptor, hanem az Src tirozin kinaz felel6s, mely
EGF-fel stimulalt sejtekben szintén asszocialodik a
Tks4/HOFI-val. Vizsgaltuk a fehérje PX doménjét
is, és azt talaltuk, hogy mutacidja (R71-94L) az
EGF-fligg6 tirozin foszforilacié elvesztését okozza.
Boyden-kamraban kovetve kimutattuk tovabba,
hogy ha HelLa-sejtekben géncsendesitéssel lecsok-
kentjik a HOFI/Tks4 mennyiségét, akkor a sejtek
szérum-, illetve EGF-indukalta vandorlasa dramaian
csokken. Kisérleteinkkel parhuzamosan, 2010. feb-
ruarjaban publikaltak, hogy egy ritka, autoszomalis
recessziv 6roklésmenetet mutaté emberi megbete-
gedésért, a Frank-Ter Haar-szindromaért a Tks4/
HOFI fehérje teljes vagy részleges hianya felelGs.
A Frank-Ter Haar-szindrdmaval szliletettek jelleg-
zetes koponya- és csontdeformitasokat, szemfej-
I6dési rendellenességeket mutatnak, fejlodésik-
ben visszamaradnak és nem élnek tovabb a kora
gyermekkorndl. 2010. majusédban szlletett meg
az els@, altalunk el6allitott Tks4/HOFI-génhianyos
egér, amely intrauterin retardaciot mutatott. A gén-
hidnyos egér jellemzését jelenleg végezziik. Kisér-
leteink alapjan megallapithatjuk, hogy a HOFI/Tks4
fehérje fontos szerepet jatszik a sejtmozgas EGF-
fiuggd szabalyozasaban. Hidnya vélhetéen ezért
okoz olyan sulyos elvaltozasokat mind az emlitett
human betegségben, mind egérmodellben.

E5-05

Az oxidativ stressz az RNS-interferencia ré-
vén gatolja a hésokkvalasz indukciéjat és a
stresszadaptaciot

Spird Z., Somogyvari M., Dancso B., Csermely P.,_
Séti Cs.

SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest

Az Oregedés a stresszadaptacios képesség prog-
ressziv csOkkenése, melynek egyik példaja a
hésokkvalasz indukalhatdésaganak idGskori visz-
szaesése. A hdsokkvalasz a h6sokk transzkripcids
faktoranak aktivacidja révén hdésokkfehérjék altal
tartasat, kulcsszerepet jatszik az akut tulélésben és
a betegségekkel szembeni ellenalloképességben.
Az Oregedés és szamos korfliggé betegség egyik
fontos kéroki tényezdje az oxidativ stressz, mely a
makromulekulak karositasa, illetve a sejten bell-
li redoxegyensuly felboritasa révén fejti ki negativ
hatasat. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogyan
befolyasolja az oxidativ stressz a hGsokkrendszer
indukalhatésagat. Eredményeink szerint az el6-
zetes hidrogén-peroxidos (H,0,) kezelés jelentd-
sen gatolta a hdsokkvalasz-marker Hsp70 fehérje
hdsokkindukciéjat COS-7 emldssejtvonalon, illetve
az ennek kapcsan kifejlédé termotoleranciat (ma-

gas homérsékleten vald tulélést) Caenorhabditis
elegans fonalférgen. Riporteraktivacios és turnover-
mérés alapjan a transzkripcios és poszttranszlacios
tamadaspontot kizérhattuk. A poszttranszkripcids
szinten hatd RNS-interferencia szerepét vizsgalva
belattuk, hogy a mikroRNS kialakulasaban érintett
dicer csendesitése mind sejteken, mind C. elegans
fajon kivédte a H,O, hatdsat. Tovabba, az eml6s
kezelés és a dicer csendesités hasonléan gatol-
ta. Az RNS-interferencia szerepét egy masik gén
csendesitésével is megerdsitettiik, mig az oxidativ
stressz esetleges rombold hatasat mikroRNS
riporterexpressziés vizsgalatokkal cafoltuk meg.
A dicer csendesités a szabadgyOk-eliminacidban
deficiens mutansokban kivédi, az 6reged6 férgek-
ben pedig késlelteti a termotolerancia gyengulését.
Eredményeink alapjan a fokozottan oxidativ kor-
nyezet az RNS-interferencia kozvetitésével gatol-
ja a hésokkvalaszt és a héstresszadaptaciot, mely
gyengitheti a betegségekkel szemben mutatott
ellendlloképességet.

E5-06

A heroinfiigg6ségben szerepet jatszo
dopaminerg polimorfizmusok vizsgalata
Vereczkei A.1, Barta Cs.!, Péter A.2, Demetrovics
Zs.?, Sasvari-Székely M.!

1 SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest; 2 BME, Mé-
réstechnika és Informacids Rendszerek Tanszék,
Budapest; 3 ELTE, Addiktoldgiai Tanszéki Szakcso-
port, Budapest

A kabitoszer-fligg6ség kialakulasaban a kérnyeze-
ti hatasok mellett genetikai tényezok, illetve ezek
interakcidi is szerepet jatszanak. Az oroklott fak-
torok szerepe az addikciéban 40-60%-ra tehetd.
Habar korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy tobb
génnek is szerepe lehet a fligglség kialakulasaban,
ezen géneknek 6nmagukban kis hatasuk van. Mivel
a dopaminerg rendszer az agy jutalmazo kézpont-
janak része, a neurotranszmissziéban részt vevo
fehérjék génjeit a figgdség kandidans génjeinek
tartjak. Vizsgalataink célja a fliggGség kialakula-
sat esetlegesen befolyasold genetikai rizikdfak-
torok felderitése, ezen belll elsésorban az agyi
jutalmazasi rendszerhez kapcsolédé dopaminerg
receptorok génjei altal betoltott szerep tisztazasa.
Eset-kontroll-vizsgalatunkban ezen gének polimor-
fizmusait vizsgaltuk 303 heroinfliggl beteg és 555
egészséges kontroll 6sszehasonlitasaval. A vizsgalt
polimorfizmusok a dopamin D4-es receptor génje

(DRD4) kédold régidjanak (3-as exon VNTR - val-
tozd szamu egymas utan ismétlédé régiok), illetve
5’ régidjanak (-521CT, -616CG, -615AG SNP-k -

egypontos nukleotidvariaciok — és a 120 bazispar
duplikacid) polimorfizmusai; a dopamin transzporter
(DAT) 3’ VNTR és 8-as intron VNTR polimorfizmusai;
a katekol-O-metiltranszferaz (COMT) 158 AG SNP
polimorfizmusa; illetve a dopamin D2-es receptor
(DRD2) TaqIA, TaqIB és TaqID polimorfizmusai.
Eredményeink alapjan a dopamin D2-es receptor
génjének két polimorfizmusa - melyek valdjaban
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a szomszédos ANKK1 génben taldlhatdk - szigni-
fikans asszociaciot mutattak a heroinfliggéséggel.
A tobbi polimorfizmus esetében klasszikus statisz-
tikai elemzéssel nem talaltunk szignifikans elté-
rést a heroinfligg6 csoport és a kontrollcsoportbeli
genotipus gyakorisagai kozott, a Bayes-elemzés

viszont feltart néhany szignifikans 6sszefliggést.
Mindezek alapjan vizsgalataink aldtéamasztotték a
dopaminerg rendszer kandidans polimorfizmusai-
nak szerepét a fliggGség kialakitasaban, és a nagy
mintaszam (N=853) altal a f6 hatdsok pontositasa
is lehetségessé valt.

E6 - Membrancsatornak és -transzporterek

E6-01

Molekularis atrendezédések a Shaker K+-
csatornak inaktivacidéja soran

Szanté G. T., Papp F., Panyi Gy.

DE OEC, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debre-
cen

A fesziiltségkapuzott K+*-csatorndk citoszolikus
bejaratanal talalhaté aktivacios kapu (A-kapu) és
a csatorna extracellularis bejaratahoz koézel elhe-
lyezkedd inaktivaciés kapu (I-kapu) csatoltak, az
I-kapu zart allapota lassitja az A-kapu kapu mozga-
sat. Kisérleteinkben azt vizsgdltuk, hogy a két kapu
kozotti csatolasban lehet-e szerepe az aktivacios és
inaktivacids kapuk kialakitdsdban résztvevé S6 jell
transzmembran helikdlis szegmens mozgasanak.
Az S6 szegmens cisztein-scanning mutagenezisét
(470C-474C) és a beépitett ciszteinek kulonbo-
z6 metan-tioszulfonat (MTS) reagensekkel torté-
né médosithatésagat vizsgaltuk a csatornak zart,
nyitott és inaktivalt allapotdban. A ciszteinek MTS
reagensekkel torténd reakcidja a csatorna funk-
cidjanak elvesztését jelenti, igy a reakcié az ion-
aram meérésével kovethetd. Zart A-kapu mellett a
Shaker 449A/47XC mutansok egyike sem mutatott
reakciét MTS reagensekkel, azaz a csatorna zart
A-kapuja mellett a reagensek nem érik el a csator-
na aktivacios és inaktivacioés kapuja kozétt az S6-
Az I-kapuhoz ko&zeli 470C és az A-kapuhoz kozeli
474C a csatorna nyitott és inaktivalt allapotaban
is médosithatdk voltak. Az S6-szegmens helikalis
szerkezetébdl kovetkezéen a 470 és 474 pozici-
ok kozott elhelyezked6 472C a csatorna porusatdl
elfelé mutat, ennek megfeleléen a csatorna egyik
allapotaban sem reagalt MTS reagensekkel. Ezzel
szemben, a 471-es pozicidban lév6 cisztein a nyi-
tott allapotban nem, de inaktivalt allapotban gyors
kinetikdval maddosithatd volt MTSEA reagenssel. A
471C jelent6s, allapotfiiggé mddositasa azt jelent-
heti, hogy az S6-hélix a sajat tengelye koril rotaci-
0s mozgast végez a nyitott allapotbdl az inaktivalt
allapotaba tértén6é atmenetkor, biztositva ezzel az
inaktivacids és az aktivacios kapuk kozotti csato-
Iast.

E6-02

A TRESK hattér-kaliumcsatorna szabalyozasa
(foszforilacio és fehérje-kolcsonhatasok)
Enyedi P., Czirjak G.

SE, Elettani Intézet, Budapest

Az alegységenként két porusdoménnel rendelkezé
2P tipusu kalium-ioncsatornak aktivitdsat a memb-
ranpotencial valtozdsa nem vagy csak kis mérték-

ben befolyasolja. Ennek megfelel6en a rajtuk folyo
kdliumaram hozzajarul a sejt nyugalmi potencial-
janak kialakitasahoz, befolyasolja a sejt ingerlé-
kenységét, és egyben elbsegiti az akcidés potencidl
soran, a depolarizaciot kovetéen a nyugalmi poten-
cial helyredllasat is. A 2P tipusu kaliumcsatornak
els6 képvisel6jét, a TWIK csatornat 1996-ban fe-
dezték fel. Azéta a csalad ismert tagjainak szama
15-re nétt. Az elmult években az is nyilvanvalova
valt, hogy a 2P kaliumcsatorndk nem tekinthetdk
a sejt ionhaztartasat befolyasolé egyszerl pasz-
sziv elemeknek. Az egyes csatornak miikodését a
sejt kornyezetében bekoévetkez6 szamos valtozas
(pH, hémérséklet, a sejtet ér6 mechanikai inger,
telitetlen zsirsavak stb.), receptoringerlést kove-
t6 intracellularis jelatviteli folyamatok és tébb, a
klinikumban hasznalt szer is befolyasolja. Vizsga-
lataink a sorrendben utolséként megismert TRESK
2P csatorna szabdlyozasanak mechanizmusara ira-
nyultak. Eredményeink szerint a Xenopus laevis
petesejtjében kifejezett csatorna aktivitasa kalci-
ummobilizalé receptor ingerlésére jelentésen foko-
zodik. A TRESK-et a kalciumszignal hatasara akti-
valédo kalcineurin defoszforildlja, ezaltal aktivalja.
A csatorna
aminosavja is foszforildlt nyugalmi helyzetben, a
foszfatdznak a 264-es és a 276-0s (illetve e pozicid
kozelében elhelyezkedd) szerinek a szubsztratjai.
A kalcineurin aktivalddasanak fontos megel6z6
lépése, hogy a foszfatdz a TRESK-hurok PQIVID
szekvenciajdhoz kotédik. Ez az interakcié elenged-
hetetlentl sziikséges a defoszforilacios lépésekhez.
Kimutattuk tovabba, hogy a csatorna rendelkezik
egy 14-3-3 koétémotivummal, melynek része a 264-
es foszfoszerin, a kalcineurin egyik szubsztratja. A
14-3-3 foszforilacids allapottdl fliggé mdédon hozza-
kapcsolddik ehhez a két6helyhez, és jelent6sen be-
folyasolja a kalciumfliggdé szabalyozas kinetikajat.

E6-03

MDR-szelektiv antitumor szerek felfedezé
kutatasa

Szakacs G.

MTA SzBK, Enzimolégiai Intézet, Budapest

A korszer(l daganatellenes terapia jelentds sikerei
ellenére a kemoterapiaval szemben fellépd rezisz-
tencia (multidrog-rezisztencia, MDR) tovabbra is
megoldasra vard klinikai kihivds. Szdmos rossz-
indulatu és attétet adé daganatos megbetegedés
hatékony kezelése a terapia soran rendszerint ki-
alakuld MDR-hatas miatt a mai napig nem meg-
oldott. A rezisztens fenotipus gyakran tarsul az
ABC-transzporterek csaladjaba tartozé fehérjék
emelkedett expresszidjaval. E csaldd legismertebb
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képvisel6éje az MDR1/Pgp (P-glikoprotein) memb-
ranfehérje, mely az ATP energidjat felhasznalva
megakadalyozza a citosztatikus vegylletek sejten
beliili felhalmozddasat. A transzporter gatlasaval az
in vitro tenyésztett sejtek rezisztencidja attorhetd,
am a klinikai probak tanusaga szerint ez a stratégia
nem alkalmas a drogrezisztens tumorok elimina-
ldsara. Farmakogenomikai megkozelités révén ki-
mutattuk, hogy az egyébként multidrog-rezisztens
sejtek paradox modon sebezhetOk [Szakacs et al.
(2004) Cancer Cell, 6: 129-137], késGbb azonosi-
tottunk egy sor in. MDR-szelektiv vegylletet, me-
lyek toxicitasa fokozodik a Pgp-t expresszald sej-
tekben [Turk et al. (2009), Cancer Res., 69(21):
8293-8301]. Megkozelitésink szerint ezért a
P-glikoprotein, mely a klinikai drogrezisztencia uni-
verzalis markere, egyben a multidrog-rezisztens
tumorsejtek molekularis célpontja (,Achilles-ina”)
lehet.

E6-04

Plazmamembran kalciumtranszporterek: lo-
kalizacio és funkcio osszefiiggései

Enyedi A.!, Padanyi R.!, Antalffy G.2, Heged(is L.2,
E. E. Strehler3, Lor K.t, Paszty K.2

1 Orszagos Vérellaté Szolgalat, Molekularis Sejtbi-
olégiai Osztaly, Budapest; > MTA-SE, Membranbio-
I6giai Kutatdécsoport, Budapest;

3 Mayo Clinic College of Medicine, Department of
Biochemistry and Molecular Biology, Rochester,
MN, USA

A Ca?*-jelatvitel egyik kulcsfontossagu eleme a plaz-
mamembranbantalalhaté Ca2+-ATP-az (PMCA), mely
az ATP kémiai energiajanak terhére Ca?*-ionokat ta-
volit el a citoszdlbdl az extracellularis térbe. E fehér-
jék kulonleges strukturalis egysége a C-terminalis
régio, amely szamos regulaciés lehet6séget tar-
talmaz: kalmodulinkoté motivum, foszforilacids és
protedz-hasité helyek. A C-terminalison talalhaté
PDZ-ko6té motivumon keresztil pedig a PMCA olyan
multiprotein-komplexekhez kapcsolddhat, melyek
specialis szignalizacis membrandoménekbe ira-
nyithatjak e fehérjéket. Kimutattuk, hogy az egyik
altalanosan el6fordulé izoforma a membranasszo-
cialt guanilat kindz (MAGUK) fehérjecsalad egyes
tagjaival egyltt kifejezve a plazmamembranban
szigetszer(i elrendezddést mutat. A “fehérjeszige-
teket” a membran alatti aktinvaz tartja fenn - az
aktinsejtvaz szétesése a szigetek Gsszeolvadasat
eredményezi. Egy masik izoforma, mely a laktald
emlémirigysejtek apikalis membranjaban taldlha-
td, specialisan az apikalis membranban lokalizalo-
doé NHERF-2 allvanyfehérjével egyltt kapcsolddik
multiprotein-komplexekhez. A NHERF-2 ezrinen ke-
resztll polarizalt sejtek apikalis citoszkeletonjahoz
horgonyozza, s ezaltal stabilizélja a PMCA fehér-
jét az apikalis membranban. A komplex Osszetar-
tasaban tehat ebben az esetben is az aktinvaznak
van kitlintett szerepe, tovabba mindkét jelenség
szigoran a PDZ-kélcsonhatas fliggvénye, hiszen
a PDZ-ko6tdé motivum eltavolitasa teljes mértékben
megsziinteti a PMCA fehérjék specidlis membran-

elrendezOdését. A hagyomanyos felfogas szerint a
PMCA Ca?*-jelatvitelben betoltott szerepét komple-
xen szabdlyozott aktivitdsa hatarozza meg. Ered-
ményeink arra utalnak, hogy a megfelel6 Ca2*-jel
kialakitasahoz a PMCA aktivitasanak kozvetlen sza-
balyozasan tul a PMCA specialis membrancsopor-
tokba rendezédése is fontos szerepet jatszik. Je-
len kisérleteink arra iranyulnak, hogy genetikusan
koédolt Ca?t-indikatorok segitségével olyan fuzids
fehérjéket hozzunk létre, amelyek alkalmasak le-
hetnek PMCA kézeli Ca?*-jelek monitororzasara, és
ez altal a PMCA aktivitasanak meghatarozasara a
kiilonb6z6 membrandoménekben.

E6-05

Gatl6 neurotranszmitterreceptor-
ioncsatornak allosztérikus szabalyozasa:
neuroszteroidok és tropeinek

Maksay G.!, R. Schemm?, Fodor L.3

MTA KKK, Molekularis Farmakolégiai Osztaly, Bu-
dapest; 2 Max-Planck-Institute for Biophysical
Chemistry, Germany; 3 Richter Gedeon Nyrt, Bu-
dapest

A y-amino-vajsav A-tipusi (GABA-A) és a glicin
(GIlyR) receptorai a pentamer szerkezet( ion-
csatornak csaladjaba tartoznak. Agonistaik és
antagonistaik, illetve allosztérikus modulato-
raik mas-mas Uregben kotédve végzik a gatld
neurotranszmisszié élettani és farmakoldgiai szaba-
lyozasat. A neuroszteroidok a GABA-A-receptorok
endogén allosztérikus modulatorai. A két legfébb
neuroszteroid, az allopregnanolon és az 5a-THDOC
eltér6 és polifazisos potencirozé hatast fejtett ki
a GABA-A-receptor kotddésére és Cl-ioncsatorna
funkciojara, az extraszinaptikus a6B3-receptorokkal
vald eltérd kolcsonhatas eredményeképpen. GABA-
A-agonistak és neuroszteroidok leszoritd hatasa
az [3H]EBOB-k&t6désre heterogén volt, amely-
nek nanomolos fazisa a6KO egerek kisagyaban
hianyzott. Az allopregnanolon 17B-szubsztitualt
szarmazéka nanomolos affinitassal, szelektiven
antagonizalta allopregnanolon potencialé hatasat
a6Bd GABA-A-receptorok kloridaramara kisagyi
szemcsesejt-tenyészetben. GlyR-okra a (nor)tropin
(hetero)aromas észtereinek nanomalos potenciald
és mikromédlos gatld hatasa lehet6séget kinal
nagyaffinitasu, alegységszelektiv, allosztérikusan
modulalé és eddig hianyzo (gydgy)szerek kifej-
lesztésére. A tropeinek kémiai szerkezetének és
receptorkotédési affinitasanak, valamint az ail-
GlyR-ok pontmutansainak funkcionadlis vizsgalata
alapjan a tropeinek az ortosztérikus kotéiregben
eltér6 médon koétdédve fejtik ki potenciald, illetve
gatlé hatasukat. Molekularis dinamikai szimula-
cié alapjan a nortropeinek potencialé kotddése a
C-kot6hurkot a kotéuregre hlizza. Mig az R119A
mutacié szelektiven felszamolta (nor)tropeinek
potenciald hatasat, R119K viszont a gatlast szlin-
tette meg. R119 és D97 az interface-részt athidald
ionpart képez, amit a tropeinek és R119 kozti hid-
rogénhid perturbal. Az R119 rotamerei feltehet6-
en a jelatvitel mikrokapcsoldiként funkcionalnak.
(OTKA K62203)
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E6-06

A Phel296- &s Asn!3%3-gldallancok szerepe a
CFTR masodik nukleotidko6t6 alegységének
ATP-indukalt doménzarédasaban

Sz6ll6si A.1, P. Vergani?, Csanady L.t

1 SE, Orvosi Biokémia Intézet, Budapest; 2
Department of Neuroscience, Physiology and
Pharmacology, University College London, UK

A CFTR Cl-ioncsatorna a kanonikus ABC fehér-
jékhez hasonldéan két transzmembran régidbdl és
két nukleotid kot6 alegységbdol (NBD-k) épll fel.
A CFTR sajatsaga egy un. regulaciés alegység,
melynek foszforilacidja permissziv szerepet tolt
be a csatorna aktivitasaban. Homoldg fehérjék
szerkezete alapjan feltételezhetd és indirekt mod-
szerekkel bizonyitott, hogy a CFTR-csatorna pé-
rusanak nyitddasa az NBD-k kozotti szoros dimer
kialakulasahoz kapcsolhato, jelenleg azonban nem
ismert, hogy az ATP kotédése az NBD régidhoz mi-
lyen szerkezeti atalakulason keresztlil segiti el6 a
dimer képzddését. Izolalt NBD alegységeken vég-
zett szerkezeti vizsgalatok kimutattdk, hogy a
dimerképz6dést megel6zi az NBD-k ATP-indukalt
szerkezeti atalakuldsa, amit doménzarddasnak
neveztek el. Munkank soran a CFTR masodik NBD

alegységében talalhaté harom oldalldanc (Phe1296,
Asn1303 és Arg1358) alloszterikus kolcsonhata-
sait vizsgaltuk, mivel egy bioinformatikai analizis
ko-evoluciot josolt a harom poziciéo kozott, tovab-
ba homoldg NBD-k kristalyszerkezetében a harom
oldalldnc ko6zotti kolcsonhatdsok ATP-bekotddés
hatasdra  atrendez6dnek.  Méréseink  soran
makroszkopikus aramokat rogzitettiink inside-out
patch clamp technikaval Xenopus-petesejtekbdl ki-
szakitott membranokban, amelyek vad tipusu vagy
mutans CFTR-ioncsatornakat fejeztek ki. Termodi-
namikai mutans-ciklusanalizissel becstltik meg az
egyes oldallancparok kozotti interakciokat a CFTR
kapuzasi ciklusdnak egyes szakaszaiban. Ehhez
az egyensulyi atalakulasok kinetikai paramétereit
hasznaltuk fel, nevezetesen az ATP iranti latszoéla-
gos affinitast, a nyitvatartasi valoszin(iséget ATP hi-
anyaban, illetve nem hidrolitikus mutansok esetén
a telitési ATP-koncentracié mellett mért nyitvatar-
tasi valoszinliséget és a csukddasi sebességi allan-
dot is. Eredményeinkbdl arra kévetkeztetlink, hogy
a Phel1296 és Asn1303 kozotti interakcié moleku-
laris kapcsoldként segiti az NBD2-domén zarodasat
és ezaltal az NBD-dimer kialakulasat.

Poszterek
P1 - Receptorok és kapcsolofehérjék

P1-01

Miozin foszfataz, egy lehetséges regulator az
eNOS aktivitasanak szabalyozasaban

Batori R., Lontay B., Erdédi F.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A miozin foszfatdaz (MP) holoenzimet protein
foszfataz 1 katalitikus (PP1c), 130/133 kDa regu-
lator (MYPT1) valamint 20 kDa molekulatémegd al-
egység alkotja. Az enzim konvencionalisan a miozin
konny( lanc defoszforilacidjaért felel6s, azonban ma
mar szamos a MP altal szabdalyozott nem kontraktilis
folyamat is ismert. Az endotélidlis nitrogén-mono-
xid szintdz (eNOS) konstitutivan expresszaldédd
fehérje, amelynek aktivitasa foszforilaciéval sza-
balyozhatd aktivitast fokozd (pl. Ser1177) vala-
mit gatlé (pl. Thr495) foszforilaciés helyeken. A
foszforilalt Thr495 defoszforilaciéjat a PP2A, PP2B
és PP1c is katalizadlhatja, azonban a defoszforilaciét
végzG6 protein foszfatdz holoenzimek nem ismer-
tek. Kisérleteinket HUVEC- és HEK293-sejteken
végeztik. HUVEC-sejteken végzett vizsgalataink
alapjan a MYPT1 és eNOS koOzotti kolcsénhatast
immunprecipitacioval és pull down mébdszerel is ki-
mutattuk, valamint sejten bellli kolokalizaciojukat
konfokalis mikroszképiaval is alatéamasztottuk. A
két fehérje részleges ko-lokalizaciojat figyelhet-
juk meg a citocentrumokban és a mikrotubulusok
mentén. Osztédd HUVEC-sejtekben az aktivitast
fokozé Ser1177 foszforilacidjanak fokozodasat,
ugyanakkor a Thr495 foszforilaciéjanak csokke-
nését detektaltuk immunfluoreszcens felvétele-
ken. HEK293-sejteket MYPT1- és/vagy eNOS-

plazmiddal transzfektaltunk. Az eNOS-plazmiddal
transzfektalt sejtekben PKC-aktivator forbolészter-
kezelés hatasara novekszik a Thr495 és a Ser1177
foszforilaciéja, ami tovabb fokozddik PMA és a
foszfatazgatld kalikulin-A egylttes hatasara. A
HEK293-sejtek NO-szintetizald képességét a
Thr495 fokozott foszforilacidja gatolja. MYPT1- és
eNOS-plazmiddal ko-transzfektalt HEK293-sejtek
lizatumabdl a két fehérje ko-precipitaciojat detek-
taltuk. Eredményeink a MYPT1 és az eNOS kolcson-
hatasara utalnak, és felvetik azt a hipotézist, hogy
az eNOS Thr495 defoszforilacidjat a MP katalizal-
hatja, és ennek szerepe lehet a sejtciklus szabalyo-
zasaban. (OTKA 68416)

P1-02

A Nod-like receptor csaladba (NLR) tartozo
NLRC5 fehérje, mint a gyulladasos folyama-
tok gatlé molekulaja

Benkd Sz.!, J. Magalhaes?, D. J. Philpott?, S. E.
Girardin3

1 DE OEC, Immunoldgiai Intézet, Debrecen; 2
Department of Immunology, 3 Department of
Laboratory Medicine and Pathobiology, University
of Toronto, Toronto, Canada

A Nod-like receptorok (NLR) olyan intracellularis
fehérjék, melyek a mikrobadk és a vészszigna-
lok érzékelésén keresztil szabalyozzak a vellink
szlletett immunitds egyes kulcsfontossagu fo-
lyamatait. A human genomban kédolt 22 NLR fe-
hérje nagy részének funkciéja jelenleg ismeret-
len. Munkank soran azonositottuk és jellemeztiik
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az NLR-csaladhoz tartozé NLRC5 fehérjét, mely
els6sorban mieloid és limfoid sejtekben fejez6-
dik ki, és expressziéja IFN-gamma hatasara er6-
sen indukalddik. A fehérje, amely a citoszol és a
sejtmag ko6zott ingazik, gatolja az NFkB-, az AP-1-
és az I. tipusu interferon altal szabalyozott szig-
nal-Uutvonalak mlkodését. Az NLRC5 csendesitése
egérmakrofag-sejtvonalban (RAW264.7) fokozza az
LPS indukalta proinflammatorikus citokinek (TNF,
IL-6, IL-1beta) termel6dését, ugyanakkor csokkenti
az antiinflammatorikuus IL-10 expresszidjat. Ezek
alapjan az NLRC5 a gyulladasos uUtvonalak negativ
szabalyozo6 fehérjéje.

P1-03

A p-opioid receptorok regulaciéja morfin
dependencia és megvonas hatasara patkany
agyban

Birkas E.!, Kékesi O.!, Bakota L.2, Gulya K.2, Szlics
M.?

! MTA SzBK, Biokémiai Intézet, Szeged; 2 SzTE
AOK, Sejtbioldgia és Molekularis Medicina Tanszék,
Szeged

Amorfinismételtaddsakortolerancia ésdependencia
alakul ki, megvonasakor pedig sulyos elvonasi ti-
netek jelentkeznek. Munkank célja az agyi p-opioid
receptorok kétési paramétereiben és regionalis lo-
kalizaciojaban bekovetkez6 valtozasok vizsgalata
volt. Wistar patkanyokat 5 napig kezeltink emel-
ked6é ddézisu morfinnal (teljes dézis 370 mg/kg,
s.c.), majd naltrexonnal (1 mg/kg, i.p.) precipitalt
megvonast idéztlink elS. A szer beadasat kévetden
15 perccel az allatokat dekapitéltuk, az eléagyakat
honogenizaltuk, differencidl- és slrlséggradiens
centrifugaldssal a sejtfelszini receptorokat hordo-
20 szinaptikus plazmamembran (SPM), valamint az
intracellularis két6helyeket tartalmazé mikroszéma
(MI) frakciét tisztitottunk. Az ismert p-agonista
DAMGO-val végzett homolég kompeticids kisérle-
tekben azt taldltuk, hogy a morfin-dependens alla-
tokban a sejtfelszini receptorok széama és affinitésa
nem valtozott az SPM-ben, azonban 26 %-kal nott
az intracelluldris p-kétéhelyek szédma az MI-ben.
Naltrexonnal kezelt allatokban viszont az SPM-ben
emelkedett 66%-kal a kotéhelyek denzitasa. A val-
tozasok régid-specifitdsanak vizsgdlatara receptor
autoradiografids vizsgalatokat végeztiink. Az agy-
bél koronasikl metszeteket készitettlink, amelyeket
targylemezekre vettlink fel. Ezutéan a metszeteket
2 nM [*H]DAMGO-val inkubaltuk, pufferrel mostuk,
majd a metszetekre Kodak X-OMAT rdntgenfilmet
helyeztiink. Kilenc hénapos expozicios id6 utan a
filmeket el6hivtuk. A specifikus kotéshez rendelhe-
t6 autoradiografias jelet az Imagel program segit-
ségével mértik, és [3H]microscales standardokat
alkalmazva kvantitaltuk.

P1-04

Az ARHGAP25 a Rac kis G-fehérjén keresz-
tiil szabalyozza a neutrofil granulocitak
fagocitozisat

Csépanyi-Komi R., Lazar E., Szabd J., Wisniewski
E., Sirokmany G., Geiszt M., Ligeti E.

SE, Elettani Intézet, Budapest

A monomer (kis) G-fehérjék szamos sejtfunkcio-
ban résztvevd, szabalyozd proteinek. GTP-kotott
formajuk aktiv, GDP-t kotve pedig inaktivva val-
nak. Ezen folyamatot a GTP-az-aktivald proteinek
(GAP-0k) katalizaljak, melyek mikodésérdl, szaba-
lyozasardl jelenleg kevés ismeret all rendelkezés-
re. Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy az
ARHGAP25 GAP fehérvérsejtekben expresszalodik
és in vitro koralmények kozott a Rac kis G-fehérjét
szabdlyozza. Csendesitése PLB-985 neutrofil sejt-
vonalban a fagocitdzis indukalta szuperoxid-ter-
melés fokozdodasat eredményezte. Jelen munkank
soran célul tliztik ki az ARHGAP25 fagocitdzisban
és aktin-citoszkeleton-atrendez6désben betoltott
szerepének, valamint lehetséges szabalyozasanak
pontosabb feltarasat. Kisérleteink soran vad tipusu
COS7, illetve a fagocita oxidaz enzim komponen-
seit és az FcyRIla-receptort stabilan expresszald
COSPhox-sejteket alkalmaztunk. A sejteket tran-
ziensen transzfektaltuk a cian-fluoreszcens pro-
teinnel jelzett, teljes hosszisagl ARHGAP25-tel.
Kontrollként az inzertet nem tartalmazé vektort
alkalmaztuk. A COSPhox-sejtek fagocitézisat Cell
Tracker Red szupravitalis, intracellularis festékkel
jelolt, kevert human savoval opszonizalt élesztével
vizsgaltuk. A COS7-sejtekben az endogén Rac-ot
monoklonalis ellenanyaggal, az aktint phalloidinnel
jeloltuk. Eredményeinket konfokalis mikroszkdppal
értékeltlk. Az in vitro foszforilacios és a lipidkotési
(PIP-Strip) vizsgalatokhoz rekombinans, teljes
hosszlsdgu GST-fuziés ARHGAP25 fehérjét, illet-
ve kiilénb6z6 doménjeit hasznaltunk. Eredménye-
ink szerint az ARHGAP25 COS7-sejtekben foként
citoplazmatikus elhelyezkedést mutat. Helyenkénti
dusulasa, valamint PIP Strip kisérleteinkben meg-
figyelt kotodése foszfatidil-inozitolokhoz, felveti
sejtorganellumokhoz valé kapcsolddasénak le-
hetdéségét. Kimutattuk ko-lokalizaciojat az endo-
gén Rac-kal és a filamentaris aktinnal, valamint
in vitro foszforilacidjat. Az ARHGAP25 fehérjét
tulexpresszalé6 COSPhox-sejtek nem voltak képe-
sek opszonizalt éleszté-fagocitozisra, szemben a
kontrollvektorral transzfektalt sejtekkel. Ezen ered-
meényeink szerint az ARHGAP25 a Rac kis G-fehér-
jén keresztul szabalyozza az aktin-atrendezddést,
amely kulcsfontossagu a fagocitézis soran.

P1-05

A foszforilalhato protein foszfataz-1 (PP1)
gatlofehérjéinek szerepe a daganatos sejtek
talélésében

Dedinszki D., Kiss A., Erdédi F.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
Kemoterapias szerek, mint pl. a daunorubicin
(DNR) altal kivaltott apoptoézisban fontos szerepe
van a fehérjefoszforilacié-valtozasoknak. A prote-
in foszfataz-1 (PP1) és -2A (PP2A) enzimek gat-
lasa antiapoptotikus fehérjék (Erk1/2, Akt, pRb)
foszforilaciéjahoz vezet, és cstkkenti a DNR altal
kivaltott sejthalal mértékét. Daganatos sejtekben a
retinoblasztéma fehérje (pRb) foszforilacios szintje

BIOKEMIA
XXXIV. évfolyam 3. szam, 2010. augusztus

19



Az MBKE 2010. évi Vandorgylilése, Budapest, el6adas és poszter 6sszefoglalok

magas, ami fokozott sejtproliferaciot okoz. Korab-
ban kimutattuk, hogy a a foszforilalt pRb fehérjét
PP1 defoszforilalja, igy a PP1-gatlasnak fontos sze-
repe van a pRb-foszforilacid és a sejtciklus sza-
balyozasaban. A kezeletlen daganatos sejtekben
tapasztalhatd magas pRb-foszforilacids szint arra
utalhat, hogy a PP1 eleve gatolt a sejtekben. Cé-
lunk az volt, hogy a 17 kDa foszforilacié-fiigg6 PP1-
inhibitor (CPI-17) valamint rokon fehérjék jelenlétét
és azok foszforilacios szintjét vizsgaljuk THP-1- és
MCF-7-sejtekben. Szdamos, a CPI-17 foszforilacids
helyére specifikus antitesttel keresztreakciot add
fehérje jelenlétét mutattuk ki. Szekvenciaanalizissel
olyan fehérjéket azonositottunk, amelyekben meg-
talalhaté a CPI-17 foszforilaciés hely koérnyezeté-
nek megdfelel6 szekvencia. Ezt a CPI-17-csaladba
tartoz6 fehérjéken (KEPI, PHI-1) kivil mas fehér-
jék, mint pl. a LIM-kindz (LIMK), valamint eml&-
tumor-antigének is tartalmazzak. THP-1-sejtekben
a LIMK nagyfoku foszforilacidja a foszfatazgatlast
okozd helyen lehet felelés a PP1l-gatlasért és a
megnovekedett pRb foszforilaciéért. FLAG-KEPI-
plazmid MCF-7-sejtekbe torténé transzfektalasaval
modelleztilk a PP1l-inhibitorok hatdsat a pRb
foszforilacidjara. Kimutattuk a transzfektalt KEPI
spontan és foszfatazgatld hatdsara megnovekedett
foszforilacidjat, amit a pRb-foszforilaciéo fokozo-
dasa kisért. Eredményeink arra utalnak, hogy a
PP1-gatld fehérjéknek fontos szerepe van a pRb
foszforilacidéjanak szabalyozasaban, és igy befolya-
soljak a daganatos sejtek sejtciklusat és tulélését.
(OTKA K68416)

P1-06

Neutrofil granulocitak gyulladasi
citokinvalasza szoveti transzglutaminaz-
hianyos allapotban

Német I., Csomods K., Fésls L., Balajthy, Z.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A széveti transzglutaminaz (TG2) megtalalhaté a a
sejtcitoszolban, a sejtmagban, a mitokondriumban
és az extracellularis matrixban. Intracellularis fe-
hérjeként rendelkezik Ca?*-fligg6 keresztkoto,
membranfelszini GTP-az és szerin/treonin-kinaz-
aktivitassal. Extracellulasitérbenintegrin-receptorok
ko-receptoraként is funkcionalhat. Ismert egyes
mint a gyulladasi folyamatokban bet6ltott szerepe
is. All-transz-retinsavas (ATRA) kezelés hatasara az
NB4 human promielocitasejtek neutrofil granulocita
iranyba differencialédnak. Munkacsoportunk ki-
mutatta, hogy az NB4-sejtek neutrofil granulocita
iranyba torténé differencialédasakor a TG2 kifeje-
z6dése mind gén szinten, mind fehérje szinten je-
lentésen fokozddik és modositja egyes gének (pl.
GP91) expresszidjat [Balajthy et al. (2006) Blood,
108 (6): 2045-2054]. Munkahipotézislink sze-
rint a TG2 a neutrofil granulocitdkban nemcsak a
differenciaciéban, hanem a terminalisan differenci-
alédott sejtek cellularis immunvalaszaban is részt

vesz. Ennek igazolasara TG2 knock down (KD) NB4-
sejtekbdl differencidltatott neutrofil granulocitak
teljes genomvizsgalatat (DNS-microarray) végez-
tik el, és a gyulladasi citokinvalaszt vizsgaltuk
lipopoliszacharid- (LPS) kezelés hatasara ELISA
modszerrel. TG knock out (KO) egerekbdl izolalt
neutrofil granulocitéak gyulladasi citokinvalaszat ex
vivo korilmények kozott szintén vizsgaltuk. Ered-
ményeink azt mutatjak, hogy mind a KD, mind
a KO neutrofilek alacsonyabb gyulladasi citokin-
(TNFa, IL6) valasszal reagalnak az LPS-kezelésre.
A microarray- és RT-QPCR-eredmények a differen-
ciadlodott sejtekben alacsonyabb génexpresszios
szintet mutatnak ugyan (pl. TNFa, Myd88), de ez
fehérje szinten nem minden esetben volt igazolha-
t6. Meger0sitésre var az a feltevés, hogy a sejtek
esetleges differencidltsagi fokanak alacsonyabb
volta vagy az LPS-receptorbdl induld jelatvitel egy
vagy tébb komponensének az LPS-szignal atvitel-
ében tortént megvaltozasa éall-e a jelenség hatte-
rében.

P1-07

A Caskinl allvanyfehérje és az EphB1-
receptor kapcsolatanak vizsgalata

Pesti Sz.

SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest

Az extracellularis jelek sejten bellli tovabbitasaban
kitintetett szereplk van az allvanyfehérjéknek.
Ezek az enzimaktivitdssal nem rendelkezd fehér-
jék jelatvitelben fontos szerepet jatszo fehérjéket
kétnek meg és ezaltal azokat egymas fizikai ko-
zelségébe hozzak. Kulénosen az idegrendszerben
vannak jelen nagy molekulatomeggel rendelkez6
allvanyfehérjék (PSD95, Shank, stb.) Munkacsopor-
tunk a posztszinaptikus denzitasban megtalalhaté
egyik allvanyfehérje-csaladot, a Caskin fehérjéket
kezdte vizsgalni. Az irodalomban eddig a Caskin
fehérjecsaladnak egyetlen interakcidés partnerét
azonositottak, a Cask fehérjét, melyrél a neviket
is kaptak. Ugyanakkor a fehérje szerkezetébdl ado-
dik, hogy a Caskin szamos mas fehérjével is képes
asszocialddni. Eleszté-kéthibrid mddszerrel munka-
csoportunk korabban azonositott tobb Caskin-kot6
fehérjét (Abi2, Nck, MyoB1, stb.), melyek kozul az
Abi2-vel valé interakciét mar bizonyitottuk. Jelenle-
gi célunk a Caskinl és az Nck adapterfehérje inter-
akcidjanak, illetve a Caskin1-nek Nck-n keresztiil az
Ephrin tirozin kinaz receptorcsalad egyik tagjahoz,
az EphB1-hez valé kot6édésének a kimutatasa. Ki-
sérleteinkben bizonyitottuk, hogy in vivo a Caskinl
kotddik az Nck-hoz. Kimutattuk tovabba, hogy in
vitro a Caskinl az Nck SH3-doménjeihez kapcso-
I6dik. Irodalmi adatoknak megfeleléen sejtes rend-
szerben sikerilt ko-immunprecipitalnunk az Nck-t és
az EphB1-t. COS7-sejtekbe ko-transzfektalva, majd
ko-immunprecipitalva a Caskinl és az EphB1 fehér-
jéket, sikerilt kimutatnunk az EphB1-Nck-Caskin1-
komplexet. Tovabb vizsgalva a fenti komplexet
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megallapitottuk, hogy a ko-transzfekcié hatasara
a Caskin1l tirozinon foszforilalodik. A foszforilacios
helyek megallapitasa jelenleg zajlik. Eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy a harmas komplex
kialakulasa soran az Nck SH2-doménen keresztil
az autofoszforildlt EphB1-receptorhoz kotédik, mig
SH3-doménjeivel a Caskinl-hez asszocialddik. To-
vabbi terveink kozott szerepel ezen kapcsolat funk-
ciéjanak a felderitése.

P1-08

A retinoidok fokozzak a T-sejtek
gliikokortikoidok altal kivaltott apoptézisat,
és el6segitik a gliikokortikoidreceptor altal
medialt transzkripcios folyamatokat

Téth K. A.

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

A szteroidhormonok csaladjaba tartozd gliko-
kortikoidok nagy jelentdségl antiinflammatorikus,
immunszupressziv és antineoplasztikus aktivi-
tassal birnak, beleértve képességliiket a T- és
B-limfocitak apoptdzisanak kivaltasara. A timocitak
gluko-kortikoid indukalta apoptdzisa az egyike
volt a programozott sejthaldl els6k k&zott elfoga-
dott formainak. Ez a hatas a glikokortikoidoknak a
glukokortikoidreceptorhoz vald kétédésén keresztil
valosul meg, melynek kovetkeztében a hormon-re-
ceptor komplex a sejtmagba transzlokalédik, ahol
génexpresszié szabalyzasan keresztil, alapve-
t6 sejthalalfolyamatokat indit el. A glikokortikoi-
dokon kivUl, a transz-retinsav és a 9-cisz-retinsav,
melyek ligandumaik mind az RAR, mind pedig az
RXR receptoroknak, kuilonb6zé6 modokon szin-
tén timocitaapoptézist szabalyoznak. A retinoid-
receptorok, a glukokortikoidreceptorhoz hasonlo-
an, a sejtmagi receptorok csaladjaba tartoznak.
Retinoidok jelenlétében a retinoidreceptorok RAR/
RXR heterodimer, illetve RXR/RXR homodimer for-
majaban fejtik ki aktivitasukat és génexpressziot
szabalyoznak. El6zetes kutatasaink igazoltak a
retinoidok szerepét a timocitasejt-elhalas indukci-
Ojaban és negativ szelekcidjuk szabalyozasaban.
Jelen kisérleteink arra iranyultak, hogy a retinoidok
befolyasoljak-e a timuszsejtek glikokortikoidok
altal kivaltott apoptdzisat, ha igen, ez mely
retinoidreceptorokon keresztul és milyen mecha-
nizmussal torténik. Kisérleteink soran igazoltuk,
hogy mind az RARa, mind pedig az RXR képes
kapcsolddni a glikokortikoid-receptorhoz, és ez-
altal képes retinoidkezelést kovetéen befolyasolni
annak transzkripcids aktivitasat. Tovabbi eredmé-
nyeink igazoltak, hogy a gltkokortikoidreceptor a
mitokondriumba transzlokalddik, ahol a Bcl2 fehérje
szabalyzasan keresztll szerepet jatszik a T-sejtek
mitokondriumon keresztul torténd apoptdzisanak
kivaltasaban.

P1-09

Az ADE,NOZIN A, RECEP1:OR SZEREPE AZ
APOPTOTIK'US SE,JTI,=ELVETEL GYULLADAS-
CSOKKENTO HATASABAN

Koroskényi K., Sandor K., Sarang Zs., Szondy Zs.
DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen

Az apoptotikus sejtek makrofagok altali hatékony
és gyors eltakaritasa kulcsfontossagu folyamat az
immunhomeosztazis fenntartdsénak szempontja-
bdl. Az eltakaritdas harom szakaszra bonthatd: (1)
fagocitak mobilizélasa szolubilis ‘find me ' szigalok
kézremUkodésével, (2) sejtfelszini ‘eat me’ moti-
vumok altali felismerését kovet6é fagocitdzis, (3)
gyulladasi valasz gatlasa direkt modon, illetve
gyulladascsokkent6 mediatorokon keresztll. Vizs-
galatainkkal a féként gyulladasgatlé jelet kozvetité
adenozin A2 (A2AR) receptor részvételét vizsgaltuk
a makrofagok apoptétikus sejtekre adott immun-
valaszaban. Munkank soran azt talaltuk, hogy a
makrofagok egyrészt adenozin termeléssel, mas-
részt az A2AR sejtfelszini és génexpresszios szint-
jének megemelésével reagalnak az apoptotikus
sejtekre. Ez utdbbi sejtfelvétel-fliggének bizonyult
és valoszinlleg két, az apoptotikus sejtek gyul-
ladascsokkent6é hatasat kozvetité magreceptor
sul meg. Emellett apoptétikus sejtekkel kezelt
vad tipusi makrofagokban az A2AR stimulacio-
ja a NO-termelés gatlasan keresztil csokkenti a
neutrofil kemoattraktans MIP-2 és KC szekrécid-
jat. Ennek megfeleléen A2AR hianyaban mindkét
kemoattraktans szintje emelkedett, melynek ered-
ményeként fokozott neutrofil migracié figyelhetd
meg apoptoétikus sejtekkel injektalt A2AR knock
out egerekben in vivo. Osszességében eredménye-
ink azt mutatjak, hogy az adenozin egyike azon,
makrofagok altal termelt szolubilis mediatoroknak,
melyek részt vesznek az apoptotikus sejtek
gyulladasgatlé hatasban.

Tamogatta: OTKA F-67632, OTKA T049445 és ETT
100/2003.

P1-10

A retinoidok altal kivaltott apoptozis szaba-
lyozasanak vizsgalata egér timuszsejteken
Kiss B., Téth K., Sarang Zs., Szondy Zs.

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

Régéta ismert, hogy az A-vitamin hidnya
immundeficiencidval jar egyltt és szamos fert6z6
betegség irant érzékenyit. A-vitamin hianyos alla-
tokban hatarozott, erételjes 1ép és timusz atrofi-
at figyeltek meg. Az adatok arra utalnak, hogy az
A-vitamin immunrendszerre gyakorolt hatasat valo-
szinlileg annak aktiv metabolitjai, a retinsavak - az
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all-(csupa) transz- és 9-cisz-retinsav - kozvetitik,
melyek a sejtmagban elhelyezkedd retinsav re-
ceptor csaldd ligandjai. Laboratériumunkban folyo
el6zetes kutatasok igazoltédk, hogy a retinoidok az
RARgamma receptor ligaldsan keresztll apoptdzist
valtanak ki egér timuszsejteken. Jelen kisérlete-
inkben Affymetrix 430Av2 microarray analizissel
azonositottunk szamos olyan gént, melyek kifeje-
z0dése retinoidok altal szabalyozott. Ezek egyike a
Nur77 transzkripcios faktor, melyrél ismert, hogy
overexpresszidja sejthalalt idéz el timocitakban. A
Nur77 knock out timuszsejtek esetében retinoidok
altal nem indukalhaté apoptdzis, mely bizonyitja
a transzkripcids faktor retinoid kivaltotta timocita
sejtelhalds soran betoltott kozponti szerepét. A

retinoidok szamos sejthaldlban szerepet jatszé gén
kifejezOdését szabalyozzak Nur77 figgdé maddon.
Ilyen példaul a FasL és TRAIL , melyek sejtfelszini
sejthalal receptorok ligandjai, az NDG1, mely ké-
pes apoptdzist kivaltani a kaszpaz-8 aktivalasan
keresztll, illetve a Bid, mely kaszpaz-8 hasitast ko-
vetéen a Bax fliiggé mitokondrialis utat erésiti.
Tovabba medfigyeltiik, hogy a Nur77 képes a
mitokondriumba transzlokalddni, ahol gatolja a
Bcl-2 fehérje antiapoptotikus funkciojat.

Adataink arra utalnak, hogy a retinoidok képesek
atprogramozni az I-es tipusu sejteket II-es tipusu
sejtekké és a mitokondridlis Uton keresztll halal
ligand mediélta sejthalalt indukalnak.

Tamogatta: OTKA K 77587

P2 - Molekularis biofizika, szerkezeti biokémia

P2-01

A dihidrolipoil dehidrogenaz enzim
patogenikus mutacioi altal kivaltott emelke-
dett reaktiv oxigénszarmazék-képzés

Ambrus A.!, Torécsik B.!, Tretter L.1, Ozohanics
0.2, Adam V.t

1 SE, Orvosi Biokémia Intézet, Budapest; 2 MTA
KKK, Kémia Intézet, Tomegspektrometria Osztaly,
Budapest

A piruvat és alfa-ketoglutarat dehidrogenaz
enzimkomplexek (PDHc, KGDHc) k6zds harmadik
alegységének, a dihidrolipoil dehidrogenaznak
(LADH) a mutacidja annak csokkent aktivitasahoz
és szamos betegség kialakulasahoz vezethet (E3-
deficiencia). A vad tipusu LADH patoldgias korl-
mények kozétt (magas NADH/NAD* arany, pH<7.0)
meghatarozé mennyiségben képes reaktiv oxigén-
szarmazékokat (szuperoxidot, hidrogén-peroxidot,
Osszefoglaldoan ROS-t) termelni enzimatikus reakci-
ojanak nem fizioldgids iranyaban (reverz reakcid).
Vizsgalataink soran azt taldltuk, hogy a LADH né-
hany betegséget okozd mutacidja akar 200%-kal
is megnoévelheti in vitro a vad tipushoz képest a
ROS-képzést, aminek szerepe lehet a mutaciok-
hoz kotheté betegségek kialakuldsaban. Tizenkét
LADH muténst fejeztink ki Escherichia coli szerve-
zetben, tisztitottunk meg és vizsgaltunk. A mutan-
sok tobbsége esetében az aminosavcserék hatassal
voltak egyszerre a forward és a reverz reakcidkra,
a prosztetikus csoport (FAD) kotédésére, a fehérje
kai reakciomechanizmusara is. A LADH homodimer
dimerizacios felszinén |évé mutaciok nem okoztak
monomerizaciot, ahogy korabban azt gondoltak,
igy az ezen mutéaciok altal kivaltott deficiencidak me-
chanizmusara mas magyarazatot kellett talalnunk.
Eredményeink tikrében az E3-deficienciaban szen-
vedo betegek kezelésének - az itt azonositott spe-
cifikus mutaciok esetében - figyelembe szlikséges
vennie a ROS-szint csokkentését is (pl. antioxidans
terapiaval).

P2-02

A TIMAP és a protein foszfataz-1 katalitikus
alegységének vizsgalata daganatos sejtek-
ben

Boratkod A., Czikora I., Erdédi F., Gergely P.,
Csortos Cs.

DE OEC, AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
A Ser/Thr specifikus protein foszfatdz-1 (PP1)
holoenzim a sejtekben egy 37 kDa PP1 kataliti-
kus alegység izoforma (PP1ca, y vagy &/B) és re-
gulator alegység (R) komplexébdl all. A tébb mint
50 potencidlis R fehérje k6z0s szerkezeti eleme a
PP1c-k6té motivum (K/R-x1-V/I-x2-F/W). A MYPT
(myosin phosphatase target subunit) a miozin
foszfataz holoenzimben a PP1c-hez és miozinhoz is
k6t6dd regulator alegység. A 64 kDa TIMAP (TGF-
B-inhibited membrane associated protein) fehérje a
MYPT-vel mutat szerkezeti rokonsagot, mivel PP1c
kotémotivumot és ankirin-szer(i ismétl6déseket is
tartalmaz. A TIMAP-ra jellemz6 elemeknek tekint-
het6k a fehérje szerkezetében a nuklearis lokaliza-
cids szignal (NLS) és prenilaciés motivumszekven-
cidk, ez utébbi a fehérje membranlokalizacidjaért
lehet felel0s. El6zetes eredményeink szerint a
TIMAP a PP1c regulator alegységeként funkcional,
és specifikusan a PP1cd izoformaval asszocial. Jelen
munkankban a TIMAP lokalizaciés sajatsagait ta-
nulmanyoztuk monocita eredet(i THP-1 leukémias
sejtekben. Immunfluoreszcencias kisérleteinkben,
kontroll sejtekben a TIMAP a citoplazméaban és a
plazmamembranban lokalizalddik. Proteinfoszfataz-
gatlészeres (50 nM kalikulin-A) kezelést kovetd-
en a sejtmagban is megjelenik. A citoplazma- és
sejtmagfrakciok izolalasat kovetéen a CLA hatasa-
blot kisérletekkel is meger0sitettiik. A TIMAP vad
tipusu és mutans formajat (amely nem tartalmazza
a NLS-szekvenciat), valamint a PP1cd vad tipusu,
illetve katalitikusan inaktiv formajat transzfektaltuk
HelLa-sejtekbe, melyek nem tartalmaznak TIMAP-
ot, igy a tulexpresszalt fehérje lokalizaciés sa-
jatsagai ezekben a sejtekben jol vizsgalhatdk. A

BIOKEMIA
XXXIV. évfolyam 3. szam, 2010. augusztus

22



Az MBKE 2010. évi Vandorgylilése, Budapest, el6adas és poszter 6sszefoglalok

transzfekcid sikerességét Western blot modszerrel
ellendriztik. A tovabbiakban megvizsgaljuk, hogy
foszfataz-gatlidkkal torténs kezelést kovetéen a
TIMAP milyen lokalizacids sajatsagokat mutat, és a
PP1c-vel torténd ko-expresszidonak van-e hatasa a
lokalizaciojara. (OTKA CNK80709 és K68416)

P2-03

Csillamfeliiletre adszorbealédott liposzémak
nanomechanikajanak vizsgalata atomeré-
mikroszképpal

Bozd T.t, Murvai U.2, Kovécs L. G.2, Gréf P.t,
Kellermayer M. S. Z.2

! SE, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Buda-
pest; 2 PTE AOK, Biofizikai Intézet, Pécs

A liposzomakat elterjedten alkalmazzdk modell-
kompartmentként, membrantulajdonsagok vizs-
galatara és potencidlis nanomedicinalis gyogy-
szerhordozdként is. A vizsgdlatukra alkalmazott
fénymikroszkdpos modszerek esetében a megfele-
I6 térbeli feloldas hianya, az elektronmikroszkdpos
technikanal pedig a fixalas és festés soran keletke-
z6 m(itermékek akadalyozzak a morfoldgiai tulaj-
donsagok megismerését. Ezen problémak kikiisz-
Obolhet6ek atomerd-mikroszkdp alkalmazasaval,
ami a nanométeres felbontasu képalkotas és piko-
nanonewton nagysagrendl erémérés, valamint a
topografiai és mechanikai informaciok térben 6sz-
szehangolt regisztralasa révén egyedulalld lehetd-
séget biztosit lipidvezikuldk és kettdsrétegek vizs-
galatara. Munkank soran felliletre adszorbealddott
liposzémak morfoldgidjat €s nanomechanikai tulaj-
donségait vizsgaltuk atomeré-mikroszkoéppal. Atla-
gosan 100 nm atmérajl, extrudalt DPPC-vezikulakat
1 6raig inkubaltuk atomi simasagu csillamfelszinen,
majd a minta fellletét pufferben, tapogatdé moad-
ban pasztaztuk. A liposzomak lapos, szabalytalan
foltokként jelentek meg, a szubsztrattél mért kb.
5 nm-es magassag egy foszfolipid-kettdsréteg vas-
tagsaganak felel meg, ami a vezikuldk teljes szét-
teriilésével magyarazhatd. Helyenként részlegesen
szétlapult vezikuldk jelenlétét is regisztraltuk. Az
nanomechanikai er6gorbék felvételéhez meghata-
roztuk a td rugdallandojat, és a méréseket izolalt
lipidfoltok kozepén végeztik. A kozelitési erégor-
béken jelentkezl, a kettdsréteg atszurasahoz szik-
séges er6hatas mellett, a tl felszintél valo eltavoli-
tasakor, az esetek mintegy 7%-aban konstans (80
+ 16 pN) erdvel jellemezheté platd, illetve tébb-
szoros platok jelentek meg, hosszuk 5 nm és 680
nm kozott valtakozott. A jelenség feltételezhet6en
membrannanocsé (illetve -csdvek) kihtizasaval ma-
gyarazhatd. Az ehhez sziikséges erd allandd nagy-
saga a szerkezet viszkdzus tulajdonsagara utal. A
platéhossz és a kihlUzashoz sziikséges er6 kozott
nem taldltunk egyértelmd 6sszefliggést.

P2-04

A TIMAP fehérje és a protein foszfataz

1 kolcsonhatasanak vizsgalata tiid6-
endotélsejtekben

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

DE OEC, AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
A tud6endotélium barrier funkcidéjanak szaba-
lyozasdban a citoszkeletonhoz k&ét6d6é fehérjék
foszforilacidja és defoszforildcidja kulcsszerepet
tolt be. A TIMAP (TGF protein) fehérje a MYPT
(protein foszfatadz 1, PP1 reguldtor) csaladdal szer-
kezeti rokonsagot mutat, igy feltételezhetd, hogy
a PP1 katalitikus alegység (PP1c) regulator al-
egysége. Mas sejttipusokhoz viszonyitva a TIMAP
expresszios szintje az endotélsejtekben igen ma-
gas. Korabban TIMAP-depletalt és kontroll human
tudGartéria-sejtekben (HPAEC) a TIMAP barrier
védo funkcidjat mutattuk ki. Jelenlegi munkank-
ban a TIMAP és a PP1c fehérjék kozotti kdlcsonha-
tast mutattunk ki immunoprecipitaciéval, valamint
rekombinans, tisztitott fehérjékkel Biacore készllék
(feltletiplazmon-rezonancia) segitségével. A TIMAP
S333/S337 helyen (GSK/PKA altal) foszforilalt for-
mai jelentésen gyengébb koélcsénhatast mutattak.
A TIMAP plazmamembranhoz asszocialddé fehérje;
immunfluoreszcencids kisérletekben elsGsorban a
sejtmembranban valamint a sejtmagban detektal-
tuk. A sejtmembranban ko-lokalizaciét mutattunk
ki a TIMAP és a moezin (ezrin-radixin-moesin (ERM)
fehérjecsaldd tagja) kozott. A TIMAP és a moezin
kozotti kolcsbnhatdst immunoprecipitacidval is
megerdsitettilk. Az ERM fehérjék aktivalt allapot-
ban vannak, ha a C-terminalis treonin-oldallancukat
a PKC-6 vagy a Rho kinaz foszforilalja, ezaltal ké-
pesek az aktinfilamentumokat a plazmamemb-
ranhoz kotni. Rekombinans moezin fehérjét (vad
tipus és trunkalt muténs) Rho kindz enzimmel
foszforildltunk, melyet in vitro foszfatdz assay ki-
sérletekben szubsztratként hasznéaltunk. A PPlc
aktivitdsa TIMAP jelenlétében gatolt, mig a PKA/
GSK-val foszforilalt TIMAP a PP1c aktivitasat nem
befolydsolta. Feltételezziik, hogy a TIMAP a PPlc
aktivitasanak szabalyozasaval szerepet jatszhat az
ERM fehérjék defoszforilacidéjaban és ezen keresztul
az ERM altal szabalyozott sejtmembran-folyama-
tokban és a barrier funkciéban. (OTKA CNK80709
és K68416)

P2-05

A Thermobifida fusca fajbol szarmazo
intracellularis B-D-xilozidaz enzim aktiv cent-
rumanak topolégiai vizsgalata

Fekete Cs. A.%, Elek R.%, Batta Gy.3, Kukolya J.?,
Kiss L.}, Barna T.t

IDE-TEK, TTK, Genetika és Alkalmazott Mikrobiolo-
gia Tanszék, Debrecen;

2Agruniver Holding Kft., G6doll5;

3DE-TEK, TTK, Szerves Kémiai Tanszék, Debrecen
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A xilanazok névényi hemicelluldzt bonté enzimek,
amelyek jelenleg a vilag biotechnoldgiai enzim-
felhasznalasédnak kozel 20%-at adjak. A hete-
rogén Osszetételli xilan teljes lebontdsahoz egy
tobb enzimbdél &ll6 enzimrendszerre van szik-
ség, amelynek utolsé tagja a B-D-xilozidaz (EC
3.2.1.37). A Thermobifida fusca B-D-xilozidaz en-
zime jellegzetes felépités(i, kizardlag B-red6kbdl
allé modularis fehérje, a katalitikus egység otla-
patos B-propeller, mig a szénhidratkoté domén
B-szendvics szerkezetl. 'H-NMR-vizsgalatokkal bi-
zonyitottuk, hogy az enzim a szubsztratjat (rovid
ldncu xilooligoszacharidok) inverziés mechanizmus
szerint hasitja. Termékgatlas volt megfigyelhet6
xiléz esetén amelyet, STD !H-NMR-technikaval,
valamint klasszikus kinetikai mérésekkel is meg-
hatéroztunk (K. = 67 mM). Tovabba azt is meg-
allapitottuk, hogy az enzim aktiv centrumaban a
glikon-kot6hely abszolUt szubsztratspecifitdst mu-
tat. Az inhibicids vizsgalatokbdl pedig az derilt ki,
hogy az aglikonkotodést nagymértékben elGsegitik
a n-n koélcsénhatasok, amikor az aglikon aril- vagy
azidcsoport. A B-redOs szerkezetnek koszénhetd-
en az enzim nagy termostabilitdsi. A CD spekt-
roszkopias mérések alapjan ez a szerkezeti mo-
tivum torzul, amikor szubsztratanaldg inaktivator
(N-brémacetil-B-D-xilopiranozilamin) kotédik az
aktiv centrumba. A T. fusca B-D-xilozidaz esetén
négy inaktivator molekula két6dése valt bizonyitot-
td a MALDI-TOF mérések soran, arra utalva, hogy
az altalanostdl eltéréen nem kettd, hanem négy
esszencialis karboxilcsoport talalhaté az aktiv cent-
rumban. A mddositott aminosavak peptid térképe-
zéssel torténé azonositdsa folyamatban van. Egy
masik megkozelitéssel az esszencidlis karboxilat
oldallancok részvételét a szubsztrat hidrolizisében,
specifikus reagensek (N-(3-dimetilamino-propil)-
N’-etil-karbodiimid, glicin-metil-észter) alkalmaza-
saval is igazoltuk. NKTH TECH_08-A3/2-2008-0385
(OM-00234/2008)

P2-06

A szubsztratindukalt oligomerizacio szere-

pe a human Bloom-szindroma DNS helikaz
(BLM) miikédésében

Gyimesi M.1, R. H. J. Pires?, Sarlos K., Médos K.2,
Kellermayer M. S. Z.2, Kovacs M.!

1 ELTE, Biokémiai Tanszék, Budapest; 2 SE, Biofizi-
kai és Sugarbioldégiai Intézet, Budapest

A genom karbantartdsaban nélkllézhetetlen sze-
repet jatszo RecQ DNS-helikazok miikodésiik so-
ran kulonféle fokl oligomerizaciot mutatnak. Fel-
tételezések szerint az alapveté mechanokémiai
aktivitasok (ATP-hidrolizis, egyszali DNS mentén
torténé transzlokacid, szalszétvalasztas) ellatasara
elegendd a helikdazok monomer és dimer formaja,
de a specializalt funkcidk (szalanellalas, Holliday-
szerkezetek vandoroltatdsa, D-hurokszerkezetek
szétbontasa) mar magasabb rend( oligomerizaciot
igényelnek. Azonban a human BLM helikazrol
elektronmikoszkdépos és gélszlirés kromatografias
eljarasok alapjan azt feltételezik, hogy szubsztratok
hidanyaban is multimer (tetra- illetve hexamer) for-

maéaban talalhat6. Célunk a kilénb6z6 szubsztratok
jelenlétében pontosan meghatarozni a BLM ne-
gyedleges szerkezetét, hogy ezaltal jobban meg-
érthessiik annak mechanizmusat, miként szabalyo-
zodik az atkapcsolds a kiilonb6z6 oligomer formak
kozt. Ehhez tisztan, biokémiai vizsgalathoz elegen-
d6 mennyiségben eldallitottuk a BLM teljes hosz-
szUsagu formajat. Steady-state és gyorskinetikai
vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a BLM egy-
szalu DNS szubsztrat jelenlétében monomer forma-
ban funkciondl. Dinamikus fényszoras-méréseink
megerdsitették, hogy DNS nélkll, illetve egyszalu
DNS jelenlétében jelentés mértékli monomer frak-
cidé van jelen az ATP-hidrolizis soran, bar apo alla-
potban valéban megfigyelhet6é a multimer formak
széles spektruma. Pasztaz6 atomeré-mikroszkdpos
analizissel egyedi molekula szinten is kimutattuk,
hogy az ATP hidrolizise a monomer forma domi-
nanciajat idézi el6. Vizsgaljuk tovabba, hogy az in
vivo szubsztratként el6forduld komplex DNS szer-
kezetek (pl. D-hurok) milyen hatdssal vannak az
oligomerizacié fokara. Vizsgalataink fényt derite-
nek arra, mely bioldgiai funkcidk ellatasahoz nélki-
I6zhetetlen a BLM oligomerizacidja, és ebben mely
biokémiai sajatsagok jatszanak kulcsszerepet.

P2-07

Human kimotripszin C inhibitorainak fejlesz-
tése iranyitott evolicioval

Héja D.!, Zboray K.t, Szakacs D.!, Szabo A.?,
Sahin-Téth M.2, Pal G.!

! ELTE, BiokémiaiTanszék, Budapest; Uratim Kft.,
Budapest; 2 Department of Molecular and Cell
Biology, Boston University, Boston, MA, USA

A kimotripszin C (CTRC) egy hasnyalmirigy enzim,
amely proteolitikusan szabalyozza az egyik f6 le-

s

e

nyezok kronikus hasnyalmirigy gyulladas kialakula-
saban. Célunk nagy hatékonysagu, szelektiv CTRC
inhibitorok létrehozasa volt. Ehhez a Schistocerca
gregaria Proteaz Inhibitor-2 (SGPI-2) molekulabdl
indultunk ki, amely egy 35 aminosavas hatékony
kimotripszin inhibitor. Az SGPI-2 proteazkoété hu-
inhibitor konyvtarat hoztunk létre, amelyet M13
fag felszinén jelenitettlink meg. Az inhibitorban
elhasadd kotést6l mindkét iranyban 4-4 amino-
savnyi szakaszon (P4-P4’) két cisztein kivételével
minden poziciéban megengedtiik a 20-féle amino-
sav el6fordulasat. A tobb milliardnyi varianst tar-
talmazod koényvtarbol CTRC-hez vald kotodés alap-
jan szelektaltunk klénokat. 25 egyedi klén DNS
szekvenalasabdl kirajzoldodott a CTRC altal prefe-
ralt szekvencia mintazat. Ez alapjan rekombinans
fehérje formajaban létrehoztunk egy konszenzus
szekvencianak megfelel6 inhibitort valamint ennek
szamos variansat. Az izolalt inhibitorok proteazgatld
képességét CTRC-n kivil a kovetkez6 human has-
nyalmirigy enzimeken teszteltik: CTRB1, CTRB2,
elasztaz 2A, 3A és 3B; kimotripszin szerl enzim 1.
A fagbemutatassal kifejlesztett inhibitorok a CTRC-t
pikomolos kotési allanddval, mig a tobbi proteazt
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200-200 000-szer gyengébben gatoljak. A P1 pozi-
cidban szelektalddott Leu, valamint a P4’ pozicidban
dominald negativ toltésli Asp és Glu meghatarozo
szereppel birnak a nagy affinitasi CTRC ko6tésben.
A P2’ helyen minor komponensként szelektalddott
Asp oldallancrol kidertlt, hogy nagymértékben fo-
kozza az inhibitor szelektivitasat. Az Gjonnan kifej-
lesztett inhibitorokkal lehetGség nyilik arra, hogy a
CTRC hasnyalmirigy gyulladasban betoltott szere-
pét in vivo kisérletekben is vizsgalni lehessen.

P2-08

A protein foszfataz 2A (PP2A) regulator al-
egységek szabalyozo6 szerepe a sejtek kozotti
kapcsolatokban az endotéliumban

Kasa A., Csortos Cs., Gergely P.

DE OEC, AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen
Az endotélium barrier funkcidban a fehérje-
foszforilacié és -defoszforilacié fontos szerepet jat-
szik, hiszen szamos citoszkeletonfehérjének, és a
sejtkapcsolatok fehérjéinek miikodését szabalyoz-
za. A sejtkapcsolatokban a koélcsonhatdé fehérjék
foszforilaciéjardl és az abban résztvevo kinazokrol
mar vannak adatok. Az adherens kapcsolatok-
ban a cadherin Ser/Thr foszforilacidja sziiksé-
ges a B-catenin kotédéséhez. A foszfatazokat és
azok szabalyozasat viszont még nem vizsgaltak
endotélsejtekben. Korabban kimutattuk, hogy az
endotélsejtekben a PP2A-aktivitds részt vesz a
barrier funkcidé szabalyozasaban és a citoszkeleton
Ujrarendez6désében. A PP2A holoenzimet, egy 36
kDa tomegl katalitikus alegység (PP2Ac) és egy
65 kDa tomegl regulator alegység (PP2Aa) al-
kotja. Ehhez a dimerhez kapcsolddik a B regula-
tor alegység (PP2Ab), melynek tobb egymastdl
eltér6 formajat ismerjiuk. A kulonféle B alegysé-
gek az enzim szubsztratspecificitasat és a sejten
bellli lokalizaciéjat hatarozzak meg. Jelenleg a B
alegységek szerepét kivantuk vizsgalni, mind a
citoszkeleton, mind a sejtkapcsolatokban résztve-
vO fehérjék defoszforilacidjanak szabalyozasaban.
Ezért marhatlidGartéria-endotélsejteket (BPAEC)
PP2Ab és PP2Ab’ konstruktokkal transzfektaltunk.
A tulexpresszalt B és a B’ alegységek a sejtmag-
ban lokalizalédnak, tovabba a B és B’ regulator
alegységek tulexpresszidja a sejtekben jelentls
morfoldgiai valtozast okoz. Immunfluoreszcens
kisérleteink alapjan az endogén B és B’ alegysé-
gek a citoplazmaban, illetve a citoplazmaban és a
sejtmagban talalhatok. Trombinkezelés hatasara
a B alegység jelentds része a plazmamembranba
transzlokalédik, mig a B’ alegység a sejtmagban
dusul fel. Az adherens kapcsolatban fontos szere-
pet betolt6é B-catenin kapcsolatat vizsgaltuk a B al-
egységgel. Trombinkezelt PP2ABa-depletalt sejtek
membranjaban a B-cateninszint lecsékkent, mely
PP2AB alegység sejtkapcsolatokban betoltott le-
hetséges szabalyozd szerepére utal. (OTKA CNK
80709)

P2-09

Transthyretin amyloid oligomers annular
formed by non-native dimers assemble to
form protofibrils

Pires R.!, Karsai A.2, M. J. Saraiva3, A. M. Damas?,
Kellermayer M. S. 2.1

1 SE, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Buda-
pest; 2 PTE, Biofizikai Intézet, Pécs; 3 Institute for
Molecular and Cell Biology, Porto, Portugal
Transthyretin (TTR) is a human protein, whose
aggregation in the form of amyloid fibrils is
associated with severe neurological and systemic
disorders. Cytotoxicity in amyloidoses has been
attributed to pore-forming annular oligomers and
protofibrils. Understanding to which extent these
two morphologically dissimilar intermediates
are structurally related can shed light into the
cytotoxicity mechanism of amyloidoses. Here
we investigated the early events in the amyloid
aggregation of TTR using atomic force microscopy
in liquid coupled to dynamic force spectroscopy
(DFS). We observed that the formation of
protofibrils is preceded by the appearance of
annular oligomers with 16 nm in diameter and 6
nm in the substructure suggestive of the presence
of a TTR dimer as the underlying unit. We show that
annular oligomers associate laterally, forming linear
structures made of several annuli. Subsequently,
amyloid protofibrils positive for thioflavin T and
Congo red appeared. Annular oligomers are
therefore likely to be elements on the pathway to
form amyloid protofibrils. To test this hypothesis
we promoted protofibril disassembly at near
physiological conditions and again we observed
annular oligomers this time with a diameter of
7.2 nm. Further structural details were reveled by
DFS. Force curves of native TTR and its amyloid
aggregates show a fundamental 4 nm pattern,
likely correspondent to successive unfolding of the
B-strands. Manipulation of the annular oligomers
resulted in an 8 nm spacing to be more frequent,
indicating for this case to the more unfolded
state of the TTR monomer. Furthermore, from
manipulating annular oligomers and protofibrils we
also observed the presence of a dimeric structure
which corroborates our imaging data. In sum, our
results show that annular oligomers composed by
non-native dimers are involved in the assembly of
protofibrils via an associative mechanism. Their
reversal to an annular oligomeric state might
explain their cytotoxicity.

P2-10

Enzimek iranyitott evollciéja mikrofluidikai
cseppekben

Kintses B., C. Hein, C. Laine, S. Jonas, G. Whyte,
F. Hollfelder

Department of Biochemistry, University of Camb-
ridge, Cambridge, UK

A képesség, hogy Uj enzimeket tudjunk létrehoz-
ni biotechnoldgiai alkalmazasokhoz, a fenntarthaté
eurdpai vegyipar egyik fontos pillérének tekinthetd.
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Ugyanakkor, enzimek tervezése mérnoki mddsze-
rekkel komoly kihivasnak bizonyul a tudoméany sza-
mara. Ezért a mai modszerek alapja, hogy hatalmas
génkonyvtarakbol valasztjuk ki a feladatra legmeg-
felel6bb enzimeket. Jelent6s limitaciot jelent, hogy
a jelenlegi robotizalt hatasszlrési technologiak at-
ereszt6képessége (10° enzimvarians) nagysagren-
dekkel alacsonyabb, mint a molekularis biologiai
modszerekkel létrehozhatd génkoényvtarak mérete
(> 107). Raadasul tékeigénylk korlatozza a poten-
cidlis felhasznalok korét. Mind a két problémara
megoldast jelenthet egy (j miniatirizacids techni-
ka (in vitro kompartmentalizacié), melyet enzim-
konyvtarak hatésszlirésére alkalmazunk iranyitott
evollciés kisérleteink soran. Az eljaras lényege,
hogy az enzimreakcidk paranyi, pikoliter térfogatu
vizcseppekben zajlanak, és a reakcié altal generalt
fluoreszcens jel alapjan kvantitative analizalhato-
ak. Kisérleteink igazoljak, hogy a legjobban mu-
kéd6 enzimvariansok fluoreszcenciaaktivalt csepp-
szortirozo eszk6zzel - mely masodpercenként 1000
csepp atnézését teszi lehetévé - kivalaszthatdak a
kényvtarbol. A rendszer elénye, hogy az egyetlen
kritérium az enzimreakcio alkalmazhatdsagara egy
fluoreszcens teszt, amely a reakciot kvantifikalja.
Igy enzimkonyvtarak szlirésére ez az elsé altala-
nosan alkalmazhatd, nagy aterersztéképességli
technika. A tesztreakcid jelentds, 100.000-szeres
méretcsOkkenése komoly koltségmegtakaritast
eredményezhet a felhasznalok szamara.

P2-11
A kalcineurin szerepe a miozin foszfataz sza-
balyozasaban endotélsejtekben
Kolozsvéri B.!, Baké E.2, Gergely P.1, Kiss A.2, Bé-
csi B.t, Erd6di F.!
1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen; ?
MTA-DE Sejtbiolégiai és Jelatviteli Kutatécsoport,
Debrecen
Gyulladasos folyamatokban bioaktiv agensek (pl.
trombin) hatasara az endotélsejtek kontrakcidja fi-
gyelheté meg, asejtek kézott hézagok jonnek létre és
a barrier funkcid séril. A kontrakcidéval parhuzamo-
san a miozin kénny( lancanak (MLC) foszforilacidja
novekszik, amelynek mértékét a miozin kénnyl
lanc kindzok (MLCK) és a protein foszfataz-1 (PP1)
tipust miozin foszfataz (MP) aktivitdsanak aranya
szabalyozza. A MP holoenzimben a PP1 katalitikus
alegységhez regulator alegység (MYPT1) kotodik.
A MP MYPT1 alegységének foszforilaciéja kulcssze-
repet jatszik a foszfatazaktivitas és ezzel a miozin
foszforilaciéjanak szabalyozasaban. A MYPT1
defoszforilaciojat katalizalé és ezzel a foszfataz
idjat elGsegit6é foszfatazokrdl keveset
tudunk. Korabbi munkank soran tanulmanyoz-
tuk a kalcineurin szerepét emldsendotél-sejtvonal
citoszkeletonszerkezetének szabalyozasasban. A
kalcineurin (PP2B) Ca?*-kalmodulin- (CaM-) fliggé
Ser/Thr specifikus protein foszfataz. A PP2B gat-
l6szere, a cyclosporin A (CsA), amelynek jelenlét-
ében a trombin hatasara kialakulé hézagok hosz-
szabb ideig megmaradnak. Jelen munkankban
kimutattuk, hogy a CsA-kezelés utan novekszik a

MYPT1 gatlast okozo foszforilacios szintje a Thr695
és Thr850 oldallancokon. Trombin hatdsara a
MYPT1 foszforilacids szintjének valtozasa tranziens,
amely azonban CsA-el6kezelést kovetéen fenntar-
tott marad. A PP2B a tisztitott, foszforilalt MYPT1-
et Ca?*-CaM-fliggé modon defoszforiladlja. A PP2B
és a MYPT1 kélcsénhatdsat GST-MYPT1 pull-down
kisérletekben is igazoltuk. A PP2B kotédése vad
tipust és rekombindns MYPT1-fragmentumokhoz
arra utalt, hogy a PP2B a MYPT1 N-terminalis ré-
gidjahoz kotddik. A PP2B defoszforilalt MYPT1 al-
egységgel kialakulé komplexe meglehetdsen stabil
(K, = 1,86x107), ami arra utal, hogy ezen fehérjék
kolcsonhatasanak az egyszer(i enzim-szubsztrat-
kolcsonhatason kiviil mas bioldgiai funkcidja is le-
het.

P2-12

Vazizomtitin nanomechanikai vizsgalata ero-
visszacsatolt lézercsipesszel

Maértonfalvi Zs.!, P. Bianco?, Kellermayer M. S. Z.1

1 SE, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Bu-
dapest; 2 Department of Evolutionary Biology,
University of Florence, Florence, Italy

A titin a fél szarkomert athidald filamentaris fe-
hérje, mely molekularis rugdként, szarkomerikus
templantként és feltehetben mechanoszenzorként
funkcional a harantcsikolt izomban. A molekulat
felépit6 globularis szerkezetli domének tandem is-
métlédése miatt a titin kedvelt kisérleti modell az
erOvezérelt fehérjetekeredési vizsgalatokban. Mivel
azonban a hagyomanyos mechanikai manipulacios
kisérletekben az erd és a molekulahossz egyszerre
valtozd paraméterek, a tekeredési mechanizmusok
pontosabb megértése érdekében az egyik valtozot
idedlisan konstans értéken kell tartani. Kisérlete-
inkben er6visszacsatolt |ézercsipesz segitségével
alland6 er6nél vizsgaltuk a titinmolekula tekere-
dési folyamatait. Allandé erével (~100 pN) torténd
megnyujtas soran a molekula konturhossza diszk-
rét Iépésekben névekedett, ami az egyes globularis
domének sorozatos kitekeredését reprezentalja.
Ezen diszkrét konturhossz névekmények alacsony
eronél (~50 pN) is megfigyelhet6k voltak, esetle-
ges alacsony machanikai stabilitasi domének je-
lenlétére utalva. Allandé er6 (~2 pN) melletti re-
laxacié soran a molekula rovidllése tobbfazisu,
Osszetett erévalaszt mutatott, ami arra utal, hogy
a kitekert polimer-lanc nem tisztdn entropikus
mechanizmusokon keresztll veszi fel alakjat. A
feltekeredett molekula Ujbdli megnyujtasa soran
a doménkitekeredések ismét megfigyelhetk vol-
tak. Allando terhelés melletti ciklusos er6-rampa-
kisérletek soran, a részlegesen kitekert molekula 2
pN erdig térténd relaxacidja soran entropikus ,fé-
regszer(* lancként viselkedett, majd azonnali Ujra
megnyujtasa soran nem tapasztaltunk szignifikans
doméntekeredést. A teljes domén Ujratekeredés-
hez feltehet6en hosszabb id6t kell a molekulanak
alacsony erénél (< 2 pN) megrovidult allapotban
toltenie. A kitekeredett titinmolekula rovidllését
tehat nemcsak entropikus, hanem entalpikus me-
chanizmusok is segitik, és a molekula hoszu ideig
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diffundal a konformacios energiaprofilon, miel6tt
térbeli szerkezete teljesen stabilizalddik.

P2-13

Az LPFFD beta szerkezetrombolo6 peptid hata-
sa orientalt AB25-35 hal6zatra

Murvai Cs. U.t, Kellermayer M. S. Z., Sods K.2,
Penke B.3

! SE, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet, Buda-
pest; 2 SzTE, AOK, Orvosi Vegytani Intézet, Sze-
ged;

3 MTA-SZTE, Szupramolekularis és Nano-szerkezet(
Anyagok Kutatécsoport, Szeged

Az amiloidfibrillumok olyan Onszervez6d6 struk-
turak, melyeknek kiemelt jelentéségiik van bi-
zonyos neurodegenerativ  betegségekben és
fehérjefelhalmozddassal jaré koérképekben. Az
amiloid-beta 25-35 (AB25-35) peptid az Alzheimer-
kor kialakuldsaért felelés teljes hosszusagu
B-peptid bioldgiailag aktiv, toxikus fragmentuma.
Az AB25-35 peptid csillamfelszinen stabil, orien-
talt halézatot képez, igy ezen egyszer(i, reprodu-
kalhato rendszer lehet6vé teszi kiilonb6z6 faktorok
amiloid-peptidekre gyakorolt hatasanak vizsgala-
tat. Kimutattak, hogy ugynevezett beta-szerkezet-
rombol6 (beta-sheet-breaker, BSB) peptidek gatol-
jak az amiloidképz6dést. Ambar a BSB peptideknek
a jovOben igéretes terapias szereplik lehet, ha-
tdsmechanizmusuk nem egészen tisztazott. Jelen
munkankban az LPFFD (Lys-Pro-Phe-Phe-Asp) BSB
peptidnek a csilldmfelszinen orientalt AB25-35 ha-
l6zatnovekedési kinetikajara, morfologiai és me-
chanikai tulajdonsagaira kifejtett hatasat vizsgal-
tuk in situ atomerd-mikroszkdéppal. A hozzaadott
LPFFD enyhén moddositotta a fibrillumok felépulé-
sének kinetikajat. A mar meglevd fibrillumok nem
sem. A fibrillumok mechanikai stabilitasat eré-
spektroszkopias modszerrel vizsgaltuk. Az AB25-
35-fibrillumok nanomechanikai viselkedésére er6-
Iépcs6k megjelenése jellemzb, melyek a kifejtett
er6 hatasara szétcipzarozddd, illetve disszocialdédd
protofilamentumoknak felelnek meg. LPFFD jelenlét-
ében egyszeres er6platok dominaltak. A fibrillumok
felépllésére és stabilitasara gyakorolt hatasuk
alapjan feltételezhet6, hogy az LPFFD peptid eny-
hén fellazitja az amiloid-protofilamentumok k&zotti
kolcsonhatasokat. Teljes fibrillumszétesést azonban
nem figyeltiink meg. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy az LPFFD nem tekintheté al-
talanos hatasu beta-szerkezetromboldnak.

P2-14

Az LC8 dinein konnyl lanc kdlcsonhatasa a
miozin-5a és az EML3 fehérjével: térszerke-
zeti vizsgalatok

Radnai L., Rapali P.1, Tichy-Racs A.%, Hetényi Cs.?,
W. Wahlgren3, Katona G.3, Harmat V.4, Nyitray L.!

1ELTE, BiokémiaiTanszék, 2 Genetikai Tanszék,
Budapest; 3 Department of Chemistry, University
of Gothenburg, Gothenburg, Sweden; * MTA-ELTE,
Fehérjemodellez6 Kutatécsoport, Budapest

Az LC8 dinein konny( lanc (DYNLL) erésen kon-
zervalt eukaridtafehérje, melynek mara tobb tucat
kolcsonhatd partnerét azonositottak. Eredetileg a
miozin-5a és a dinein alegységeként irtak le, és fel-
tételezték, hogy a kargokotésben jatszik szerepet.
Az Ujabb vizsgalatok tiikrében olyan csomdponti fe-
hérjének tekintjlik, amely kotédésével szabalyozza
a vele kélcsénhaté fehérjéket. A DYNLL homodimer
szerkezetl, és az alegységek kolcsénhatd felszi-
nén kialakuld két parallel kétéarokba illeszkedik a
partnerek nyolc aminosavbdl allé linearis DYNLL-
kété motivuma, amelyet valtozatos szekvencia és
kotéserdsség (100 nM < K, < 50 uM) jellemez. A
motivum egyetlen erésen konzervativ aminosava
egy GIn, amelyet azonban Met helyettesit a miozin-
5a-szekvencidban. A partnerek tébbsége fizioldgi-
as korllmények kozott dimer, ennek megfeleléen
a DYNLL-k6t6 motivumok bivalens ligandumként,
aviditassal kapcsolddnak a DYNLL-hez. Az itt bemu-
tatott munka soran két DYNLL-kotOpartner komplex
szerkezetét hataroztuk meg. A miozin-5a-bdl szar-
mazé peptiddel alkotott komplex kristalyszerkezeti
modellje (1,8 & felbontés) azt mutatja, hogy a nem
kanonikus motivum is a tobbi ismert szerkezethez
hasonléan a DYNLL kotéarkaban helyezkedik el. Ez
valészinltlenné teszi, hogy a DYNLL kargdadapter
funkciot toltson be, viszont a két miozin nehéz
lancot Gsszetartva stabilizalja a coiled-coil szer-
kezetl farokrégiot, és ezaltal szabalyozhatja a
szallitdmotor mlkodését. A szerkezet alapjan ma-
gyarazni tudjuk a miozin-5a gyenge affinitasat a
kanonikus kétémotivumokkal 6sszevetve. Az EML3
(echinoderm microtubule associated protein like) az
eddig ismert legnagyobb affinitdsu kétémotivumot
tartalmazza, amelyet in vitro evollcidés technikaval
talaltunk meg. Az eddigi legjobb felbontast (1,3 A)
szerkezeti modell és molekuladinamikai szimula-
ciék alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy
a komplex nagyfoku stabilitdséért a kotéarok aljat
alkotd peptidszakasz és a kotémotivum kozott Iét-
rejétt optimalis B-szerkezet, valamint a két6peptid
N-terminalis végén taldlhatd Val és az arok oldalén
elhelyezked6 His oldallanc kozotti kélcsénhatas te-
hetd felel6ssé. A DYNLL-EML3-kolcsonhatas biold-
giai szerepének megismerése tovabbi kutatdsokat
igényel. (OTKA K61784, NK81950)

P2-15

Josolhato-e a kooperativitas a fehérjeszerke-
zet alapjan?

Szabé J. E., Merényi G., Vértessy B., Téth J.

MTA SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A dUTPaz a DNS-integritds megG6rzésében fontos
nukleotid hidroldz enzim, mely igéretes gydgy-
szer-célpont olyan jelent6s betegségekben, mint
a tuberkuldzis vagy a rak. Az enzim homotrimer
felépitésl, harom aktiv helyet tartalmaz. Egy aktiv
hely két alegység hataran alakul ki, de a katali-
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zishez sziikséges a harmadik alegység C-terminalis
nyulvanya is, amely beéplil a szomszéd monomer
kozponti B-redGjébe egy B-lanc segitségével. Az al-
egységek ily mértékl 6sszefonddasa felveti azt a
kérdést, hogy a reakcid soran létrejové szerkezeti
valtozasok révén nem befolyasoljdk-e az aktiv he-
lyek egymas mikodését. Ennek vizsgdlatédra hoz-
tunk Iétre olyan kovalensen 0sszekapcsolt trimere-
ket, melyek alegységeibe kiilon-kiilon vihetéek be
mutacidk. Az igy elGallitott muténs heterotrimerek
szubsztratkotési tulajdonsagait és katalitikus ha-
tékonysagat vizsgaltam spektroszkdpiai és kine-
tikai modszerekkel. Eredményeink azt mutatjak,
hogy - bar az egyes heterotrimerek enzimatikus
paramétereiben van kiilénbség - az aktiv helyek
miikddése kozétt jelent8s kooperativitas nincs.
Igy nyitva marad a kérdés, hogy milyen evollcios
hatasra jon létre egy ilyen bonyolultan ¢sszefono-
dott alegységszerkezet. A kooperativitas hianyabdl
azonban kovetkeztetéseket vonhatunk le a dUTPaz-
szabalyozas és -anyagcsere tekintetében.

P2-16

Egylancu ecotin bemutatasa fagon

Szakacs D., Héja D., Pal G.

ELTE, BiokémiaiTanszék, Budapest

Az ecotin az E. coli periplazmatikus, homodimer
szerin proteaz inhibitor fehérjéje. Az ecotin egye-
dulalld tulajdonsaga a szubsztratszer(i inhibito-
rok kozott, hogy szamos olyan enzimet gatol a
10°-10-'*M-os tartomanyokba tartozé K -vel, amely
enzimek szubsztrat-specifitdsa egymastdl jelentd-
sen eltér. Az ecotin monomernek kétféle (elsdd-
leges és masodlagos) proteaz-koté felszine van.
A dimer ecotin egyidejlileg két proteazt kot ugy,
hogy egyszerre mindkét protedaz mindkét mono-
merhez kapcsolddik, az egyikhez az elsédleges, a
masikhoz a masodlagos kot6helyen. Ez a haldzatos
kotésrendszer szerepet jatszhat az ecotin széles
specifitasaban. A széles specifitas molekularis hat-
tere a kot6helyek szisztematikus mutagenezisével
térképezhetd fel. A fag-bemutatassal torténd ira-
nyitott evollucié kivaléan alkalmazhatd lenne a
jelenség hatterének felderitésére, ha az ecotint
garantaltan dimer formaban tudnank megjeleni-
teni fag-felszinen. Létrehoztunk egy olyan egylan-
cu (Single Chain, SC) ecotint, amelyben az egyik
monomer C-terminalisat egy megfeleld linkeren
keresztil 0sszekotottiik a masik N-terminalisaval.
Az SC ecotin a vadtipussal egyenértéklien muko-
dGképes. Kétféle burokfehérje és kétféle promoter
kombinacidiban vizsgaltuk, hogy az SC ecotin mi-
lyen hatékonysaggal jelenithet6 meg M13 bakte-
riofagon. Igazoltuk, hogy az SC ecotin mindegyik
esetben m(ikod6képes a fag felszinén. Tervez-
tink egy félszintetikus SC ecotin gént, amelynek
egyik felét csendes mutaciokkal a leheté legna-
gyobb mértékben megvaltoztattuk annak érdeké-
ben, hogy a mutagenezis soran az egyes primerek

egyedi helyeken tapadjanak le. Igazoltuk, hogy a
félszintetikus gén két fele egymastdl fliggetlendl
valtoztathatd. Az altalunk létrehozott rendszer le-
het6vé teszi, hogy feltérképezziik az ecotin széles
specifitdsdanak molekuldris hatterét. Segitségével,
szlikebb vagy eltéré specifitdsu ecotin varianso-
kat is kifejleszthetlink akar olyan enzimek ellen is,
amelyeknek jelenleg nincs ismert inhibitoruk.

P2-17

A transzglutaminaz 2 és az MFG-E8 fehérjék
interakcidéjanak vizsgalata

Szakal Z. T.

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

A transzglutaminaz 2 (szOveti transzglutaminaz,
TG2) multifunkcionalis fehérje, amely szamos bi-
olégiai folyamatban vesz részt, mint a sejtmoz-
gas, sejtadhézid, apoptodzis és fagocitozis. A TG2
négy doménbdl allé osszetett protein: N-terminalis
B-szendvics, katalitikus centrum és két C-terminalis
B-hordd szerkezetl doménnel rendelkezik. Mun-
kacsoportunk korabbi kutatasai kimutattak, hogy
a transzglutaminaznak szerepe van egy hatékony
fagocitald kapu kialakitasaban az apoptotikus
sejteket felvevé makrofagok membranjaban. A
fagocitdzis soran a TG2 az integrin B-3 mellett egy
makrofagok altal szekretalt MFG-E8-molekulaval
(milk fat globule-epidermal growth factor 8) alkot
komplexet. Az MFG-E8 olyan opszonizalé moleku-
la, amely hidat képez az apoptotikus sejtek felszi-
nén megjelend foszfatidil-szerin és a makrofagok
felszinén léve6 integrin B-3 kozott. Ez a kozvetett
kapcsolat fokozza az apoptotikus sejtek felvételét.
Kisérleteinkben célul tlztuk ki a specifikus inter-
akcidért felelés TG2-felszin azonositasat kulonbo-
z6 doméndeletalt human TG2-mutansok BIAcore
(feltletiplazmon-rezonancia) vizsgalataval. Feltéte-
lezéslink szerint a kotddési hely a molekula felszi-
nének kisebb terliletére korlatozédik, igy a vizsgalt
mutans fehérjék az emlitettek kozlul 1-1 domént
nem tartalmaztak. Az enzim kulonb6zd delécids

konstrukcidit pGEX-2TK-plazmidba  kldnoztuk.
Az inzert DNS-méretének, -orientaciéjanak és
-szekvenciajanak ellenérzése utan Escherichia

coli BL21-torzsben termeltettiik a fehérjéket GST-
fazids formaban. Az enzimet gravitacids affini-
tas-kromatografiaval tisztitottuk és Western blot
modszerrel azonositottuk. A TG2 és MFG-E8 mole-
kularis interakcidjanak vizsgalatat klilonb6zé MFG-
E8-koncentraciok mellett BIAcore 3000 késziilékkel
CM5 chipen végeztik. Tovabbiakban tervezzik a
doméneken belll a pontos két6helyek meghataro-
sanak hatasvizsgalatat az apoptotikus sejtfelvétel
folyaman.
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P2-18
Az I-es tipusi human immundeficiencia-virus
tobbszoros kapszidmutansainak ,,in vitro”
vizsgalatai
Téth F.
DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen
A HIV-1 kapszid (CA) fehérjéje enyhén savas ko-
zegben szubsztratja a viralis proteaznak és a
hasitasa feltételezhetéen hozzajarul a receptor-
medialt endocitézis-Utvonalon belépd  virion
A folyamat vizsgalatara a
korabbi egyszeres mutansokon tortént kisérle-
teink alapjan olyan tobbszoros CA mutansokat
allitottunk el6, melyek hasitasa fokozott mér-
ték{i (A78V/L189F) vagy blokkolt (W23A/A77P/
L189P és W23A/A77P/L1891/L190K). A mutacidkat
helyspecifikus mutagenezissel rekombinans, N-ter-
minalisan hisztidineket kodold CA fehérje bakterialis
expresszios konstrukcidban, valamint HIV-1 alapu,
harmadik generacids vektor-rendszerben hoztunk
létre. A mutans fehérjéket Escherichia coli-sejtek-
ben expresszaltuk, affinitds-kromatografiaval tisz-
titottuk, majd a korabban a vad tipusu kapszidnal

is alkalmazott koértlmények kozott vizsgdltuk a
proteolizis hatékonysagat. A hasitdsokat SDS-
poliakrilamid-gélelektroforézissel, illetve MALDI-
ToF analizissel ellendriztiik. Mdédositott harmadik
generacids vektorrendszer segitségével 293FT-
sejtek transzfekcidjaval mutans kapszidfehérjéket
hordozé virionokat termeltlink. A virustartalmu
feliliszok koncentrédldsa és virus-tartalmanak
meghatarozdsa utan 293FT-sejteket transzdukal-
tunk, majd a GFP-termeld sejtek szamat aramlasi
citométerrel vizsgaltunk a fert6zéképesség megal-
lapitdsahoz. A mutans fehérjék ,in vitro” proteazzal
tortént hasitasai alapjan elmondhatjuk, hogy az
A78V/L189F-mutansnal a proteolizis fokozddasat,
mig a masik két mutédns esetében annak gatla-
sat figyeltik meg. A fert6z6képességi vizsgalatok
alapjan elmondhatd, hogy a mutansok mindegyi-
ke jelentésen csokkent fert6z6képességl. A gatld
mutacidk estében feltételezzliik, hogy a csoékkent
proteolizis kovetkeztében a virionban 1évé RNS
nem hozzaférhet6 a reverz transzkripcié szamara,
mig a fokozd mutdacional észlelt csokkent fert6z6-
képesség valdszinlileg azzal magyarazhato, hogy a
reverz transzkripcidhoz a kapszidburok stabilizald
szerepe is szlikséges lehet.

P3 - Bioinformatika, halézatok

P3-01

Bayes-i médszerek skalazasanak vizsgalata
teljesgenom-asszociacios elemzésekben

Gézsi A.t, Antal P.2, Hajés G.2, Millinghoffer A.2,
Szalai Cs.3, Falus A.*

1 SE, Genetikai, Sejt- és Immunbiolégiai Intézet,
Budapest; 2 BME, Méréstechnika és Informacids
Rendszerek Tanszék, Budapest; > MTA-SE, Gyulla-
dasbioldgiai és Immunogenomikai Kutatécsoport,
Budapest

A human genom szekvenadlasa lehetdvé tette a tébb
millé egypontos nukleotid polimorfizmmusok (SNP)
olyan informativ részhalmazanak meghatarozasat,
amely alkalmas a teljes genomot lefedé asszocia-
cidos vizsgalatok (GWAS) elvégzésére is. Az eddigi
kisérletek szamos U0j, replikalhaté asszociaciot tar-
tak fel a gyakori genetikai varidansok és kilénb6z6
fenotipusos jegyek (pl. komplex betegségek) ko-
z6tt, ennek ellenére széles korben elfogadott né-
zet, hogy a human genomban taldlhatd variaciok
hatdsa nagy mértékben ismeretlen. A “gyenge”
eredményeket tobb tényezd is indokolja: a kisér-
lettervezésénél nem hasznositjak a rendelkezésre
allé bioldgiai hattértudast, az értékelésben legtobb-
szOr egyvaltozos modszereket hasznalnak, illetve
figyelmen kivil hagyjdk a kornyezeti hatasokat.
E problémak kikiliszobolésére terjed6ben van az
olyan tobbvaltozés mddszerek hasznalata, amelyek
az egyenként gyenge faktorok egylttes hatdsanak
térképezni a gén—gén- és a gén-kornyezet-hatasok
modellezésével. Korabban javasoltuk Bayes-haldk
haszndlatat génasszociacids vizsgalatok tobbszin-

tl analizisére (BMLA) [Antal et al. (2008) JMLR
Proceeding, 4: 74-89], a teljesgenom-asszociacios
vizsgalatokra jellemzd adatméret (106 valtozd, 104
szamU minta) és az ebbdl ered6 szamitasi komp-
lexitas azonban neheziti ezen modszerek haszna-
latat. A tanulmanyban megvizsgaljuk e bayes-i
modszerek skalazhatdsagi lehet6ségeit. Célunk
pontosabban egyvaltozés moddszerekkel elGszlrt
valtozék mélyelemzése BMLA modszerrel és a
shotgun BMLA-elemzés bemutatdsa, amely egy
bevalt dekomponalasi mdédszernek az elemzési fa-
zisban torténé igéretes alkalmazasa, kihasznalva a
szamitastechnikai parhuzamositasi lehetdségeket.

P3-02

A Genagrid bioinformatikai szolgaltatas ge-
netikai asszociacios elemzések tamogatasara
Antal P.1, Hajos G.!, Szalai Cs.?, Falus A.3

1 BME, Méréstechnika és Informacios Rendszerek
Tanszék, Budapest; 2 MTA-SE, Gyulladasbioldgiai
és Immunogenomikai Kutatdcsoport, Budapest;

3 SE, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet,
Budapest

A méréstechnika fejl6désével az 1990-es évek ko-
zepétdl a jeloltgén-asszociaciés (CGAS), majd a
2000-es évektdl felfutd teljesgenom-asszociacios
(GWAS) utan mara az uUjgeneracids szekvenalasi
moddszereken alapuld genomialis asszociacids kisér-
letek is egyre elterjedtebbek. A statisztikai elemzé-
sek ennek megfeleléen egyre inkdbb tdamaszkodnak
a meglévd hattértudasra, génannotaciokra és -on-
tologidkra, utvonal-adatbazisokra, génszabalyozasi
halézati ismeretekre vagy fehérje-fehérje inter-
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akciokra. Tudasgazdag volta mellett a statisztikai
elemzések szamitasintenzivitasa is egyre kifejezet-
tebb, ami az asszociaciés elemzéseket kiegészito,
felvaltd haldzati elemzési mddszerek terjedésének
is készonhetd [Antal et al. (2008) JMLR Proceeding,
4: 74-89]. Az el6z6ekre tekintettel fejlesztettiik ki
a genetikai asszociacids elemzéseket tamogato, az
interneten keresztil is elérhet6 Genagrid statiszti-
kai csomagot. A rendszer a kovetkez6, egységes
funkcionalis lancot alkoté modulokbdl all: Gjgene-
récios szekvenalasi adatok eléfeldolgozdsa, GWAS-
adatok el6feldolgozasa, haplotipus-rekonstrukcio,
CGAS-adatok interakcidkat és oksagi relaciokat
kezel6 haldzati elemzése, asszociacios relaciok pa-
rametrikus vizsgalata, asszociacios relaciok gén és
Utvonal szint(i vizsgdlata, metaelemzések és tobb
elemzés tudasgazdag értelmezése, szekvencialis
kisérletek tervezése. Bemutatjuk a statisztikai cso-
mag funkcidit, amit kiilénb6z6 felhasznalasi tertle-
tekr6l szarmazd példak segitségével illusztralunk.
(NKTH  TECH-08-A1/2-2008-0120 (Genagrid),
OTKA PD-76348, MTA Bolyai Janos Kutatdi Osztén-
dij - Antal P.)

P3-03

Bayes-halo6 alapu adaptiv kisérlettervezés
parcialis genomsziirési kisérletekhez

Hajés G.!, Antal P.!, Szalai Cs.?, Falus A.3

! BME, Méréstechnika és Informacids Rendszerek
Tanszék, Budapest; 2 MTA-SE, Gyulladasbioldgiai
és Immunogenomikai Kutatécsoport, Budapest;

3 SE, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet,
Budapest

A genetikai asszociacids kisérletek tobblépéses
jellege dontéstamogatasi eljarasokat tesz sziksé-
gessé a szekvencialis kisérlettervezésben [Chow
and Chang (2008) Orphanet J. Rare Diseases, 3:
11.1-13]. Bemutatunk egy bayes-i szekvencialis
kisérlettervez6 eszkozt, melyet szekvencialis parci-
alis genomszUrési kisérletekbdl szarmazd adatokon
alkalmaztunk az asztma teriletén. Segitségével a
szekvencidlis kisérlet soran adaptivan csokkent-
juk a vizsgalt valtozok szamat és akar a szlikséges
mintak szamat is, ezzel csokkentve a koltségeket.
A mintagylijtés anyagi, orvosi és egyéb kéltségei
miatt az adaptiv kisérlettervezés hagyomanyosan a
mintaméret intelligens megvalasztasaval minima-
lizaélja a koltségeket, fix valtozohalmazt és statisz-
tikai tesztet feltételezve. A bayes-i megkozelités
olyan lehet6ségeket kinal, melyek jél illeszkednek a
tudasgazdag orvosbioldgiai megkézelitéshez, az in-
formativ priorok és hasznossagok segitségével. Az
altalanos bayes-i keretet mar sikerrel alkalmaztak a
mintaméret adaptiv megvalasztasa céljabol is klini-
kai kisérletek tervezése soran, amely a jelen munka
kisebb valtozdészamu, egyvaltozds el6zményének
tekinthet6 [Cheng and Shen (2005) Biometrika, 92
(3): 633-646]. Az optimalis szekvenciadlis donté-
seket végrehajtd eljarast valos adatokon értékel-
tik ki, mas bayes-i tobbszintl(i elemzésen (BMLA)
alapuld heurisztikaval egyltt. Az eredmények azt
mutatjak, hogy az asztma teriletén, négylépéses

szekvencidlis kisérlet esetén, az optimalis szekven-
cidlis 1épéseket kovetve, a mérések fele elegendo6
a relevans valtozok és azok interakcidinak felkuta-
tasara.

P3-04

Sorrendi fGzios algoritmusok alkalmazasa
klinikai genomikaban

Marx P.1, Antal P.t, Hullam G.t, Millinghoffer A.1,
Szalai Cs.?, Falus A.3

1 BME, Méréstechnika és Informacids Rendszerek
Tanszék, Budapest,; > MTA-SE, Gyulladasbioldgiai
és Immunogenomikai Kutatécsoport, Budapest;

3 SE, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet,
Budapest

Bioinformatikai elemzésekben a legtobb esetben
heterogén adatok &allnak rendelkezésre. Ez tobb
okra is visszavezethetd. Az egyes adatok, valto-
zOk kulonb6z6 szinteket képviselnek (pl. genetikai,
proteomikai vagy akar lipidomikai valtozdok). Sok-
szor nem lehet csak egy osztalyvaltozét meghata-
rozni (klinikai valtozdk esetén nehéz az erds 6sz-
szefliggések miatt csak egy valtozot célvaltozoként
kezelni), tovabba az is gyakori, hogy szisztematiku-
san hianyos adat érkezik, amikor a kilonb6z6 paci-
enscsoportok esetén mas adatok érhetbek el. Végul
a heterogenitasnak a tobbféle elemzési modszer
hasznalata is lehet forrasa. A kovetkez6kben egy ti-
pikusnak mondhatd, két heterogén részre tagolodo
elemzést vizsgalunk. Ebben egyrészt ,omikai” ada-
tok nagy dimenzids, kernel mddszereket hasznald
elemzése szerepel, melynek soran egy pontszam-
rangsorolast kapunk. A masik rész pedig Utvona-
lakra vagy genomialis régidkra, génekre fokuszald
adatoknak egy részletesebb elemzése, amely mar
a valtozok kozétti kolcsonhatasokra fokuszal. EIG-
sz6r megvizsgaljuk egy egységes bayes-i elemzés
lehet0ségét. Masodszor modszereket mutatunk be,
melyekkel a heterogén valtozdékat egységes szintre
(altalaban génszintre) lehet leképezni, és integral-
ni lehet az egyes elemzésekbdl szarmazd eredmé-
nyeket, beleértve az eltérd statisztikai megkoze-
litésekbbl szarmazd permutacios statisztikakat és
a posteriori eloszlasokat. Legvégul bemutatjuk a
Gene Ontology alapu elemzésnek és a génhalma-
zok feldUsuldasanak elemzésének bayes-i kibGvi-
tését, melyek ebben a két részre tagoldédd prob-
[émaban alkalmazhatdak. A fent leirt elemzést az
asztma genetikai hatterének kutatdasahoz hasznal-
juk. (NKTH TECH-08-A1/2-2008-0120 (Genagrid),
OTKA PD-76348, MTA Bolyai Janos Kutatéi Osztdn-
dij - Antal P.)

P3-05

Rendezetlen fehérjék jellemzése
bioinformatikai eszkdzodkkel

Dosztanyi Zs., Mészaros B., Simon 1.

MTA SzBK, Enzimolégiai Intézet, Budapest

A rendezetlen fehérjék nativ allapotban sem vesz-
nek fel joI meghatarozott, haromdimenziés tér-
szerkezetet, hanem egy konformaciés sokasaggal
irhatdak le. A rendelkezésre all6 genomszekvenciak
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analizise rdmutatott arra, hogy ezek a fehérjék az
ismert proteomokban - kiléndsen eukaridtakéban
- meglepéen nagy szamban fordulnak el6. Ezek
a rendezetlen fehérjék altaldban funkcionalisan is
fontos szerepet téltenek be, kiiléndésen a transz-
kripciéban, a sejtciklus szabalyozasban és a ku-
16nb6z6 jelatviteli Utvonalakban - emiatt egyre
hangsulyosabb szerepet kapnak a legkulonbo-
z6bb bioldgiai, molekularis bioldgiai, patoldgiai és
gyogyszertervezési kutatdasokban. Mivel azonban
a rendezetlen fehérjék kisérletes tanulmanyozasa
nehéz és kihivasokkal teli feladat, kutatdsukban
klléndsen fontos szerepet téltenek be a kilénb6-
z6 bioinformatikai mddszerek. Jelen munkankban
attekintjuk a rendezetlenségbecslés fé6 modszereit,
s az azokban hasznalt adatbazisokat és alapelve-
ket. Altaldnossagban a rendezetlen és rendezett
részek viszonylag nagy hatékonysaggal felismer-
hetdek a szekvenciabol mar a jelenlegi modszerek-
kel is, kulénosen azok kombinalasaval. A meglévd
moddszerek legnagyobb korlatja azonban, hogy a
rendezetlenséget egységes jelenségként kezelik,
mig nagyon sok rendezetlen régié, mint példaul
a rendezetlen kotéhelyek, a molten globula-szer(i
fehérjék vagy a coiled coil allapotu részek nem so-
rolhaté be egyértelm(ien a rendezetlen-rendezett
kategoriakba. Példakon keresztlil ramutatunk arra,
hogy a rendezetlenség kilénb6z6 aspektusait leird
predikcids eljarasok kimenetének Gsszevetésével
finomabb felbontasu informacidt is kinyerhetink. A
rendezetlen fehérjék pontosabb leirdsahoz és meg-
értéséhez azonban elengedhetetlen a fehérje-ren-
dezetlenség heterogenitasanak tekintetbe vétele,
amihez szlikség van specifikusabb tulajdonsagokat
leir6 modszerekre is, melyeknek fejlesztése - a
meglévé mddszerekkel szemben - Gjabb szemléle-
tli megkozelitéseket igényel.

P3-06

A bizonytalan genotipusos és in silico re-
konstrualt haplotipusos adatok elemzésének
lehet6ségei modellatlagolassal

Sarkozy P.1, Antal P.t, Baldzs Z.!, Sasvari-Székely
M.?, Falus A.3

1 BME, Méréstechnika és Informacios Rendszerek
Tanszék, Budapest; 2 SE, Orvosi Vegytani, Mole-
kularis Biolégiai és Pathobiokémiai Intézet, Bu-
dapest; 3 SE, Genetikai, Sejt- és Immunbioldégiai
Intézet, Budapest

A genotipusos adatok relativ pontossaga és diszk-
rét természete elrejti a mogottik huzédd kép-
feldolgozas és klaszterezés komplexitasat. Amig
expressziés adatok elemzésénel a zajmodellek
haszndlata a felhaszndlé szdmara is megszokott
a hasonlé jellegd normalizalasi és jellemz6 kivo-
natoldsi problémdak megoldasanal, addig mindez
genotipizalasi méréseknél, genetikai asszociaci-
0s vizsgalatoknal (GAS) a felhasznald eldl rejtve
marad. Bemutatjuk a probléma egy valdszin(isé-
gi megkozelitését a bizonytalansagok modelle-
zésére, melyben explicit modon jelenitjik meg a
mintak eldobdsat valamint egy valdszinliségi at-
lagold rendszert a bizonytalan adatok kezelésére.

A mérési nehézségek mellett a bizonytalansag a
haplotipus rekonstrukcidba is propagalddik, ezért
bemutatjuk a PHASE (egy mar létez4 haplotipus-
rekonstrukcids eljaras) és a korabbi bayes-i modell
alapu adatelemzésiink kétfazisi Monte Carlo integ-
ralasat. Az in silico haplotipusrekonstrukciét valadi
experimentalis haplotipusadatok segitségével kiér-
tékeljuk. A megvalositott keretrendszer lehetdvé
teszi a bizonytalansag propagalasat a méréstdl a
haplotipus-rekonstrukciéon at az adat-elemzésig,
ezaltal bOvebb informacidt nyerhetiink a mérések
elégségességérdl. Tovabba bemutatjuk az esetszin-
tl elemzés tobbvaltozds interakcidkat is potencia-
lisan kezel6 haplotipus szint(i kiterjesztését, amely
magaban hordozza a mintaméret megkétszerezé-
sének lehetdségét.

P3-07

Turbine: programcsomag halézatok jel és
zajterjedésének vizsgalatara

Szalay K.

SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest

Biokémiai és molekuldris bioldgiai tudasunk ele-
meinek haldzatokba integraldsaval szamos, az
egész sejtre jellemzd kérdést megvalaszolhatunk.
E kérdések egyike az, hogy a sejt mennyire képes
a beérkezd valtozasokat (jeleket és zajokat, 6sz-
szességében: zavarokat) disszipalni, azaz a sejten
belili halézatokban szétterjeszteni és lecsengésti-
ket elGsegiteni. A zavarok terjedésének vizsgalata
valaszt ad arra a kérdésre is, hogy a sejt folya-
matai mennyire lesznek zajosak akkor, ha tdbb jel
érkezik egyszerre a sejthez vagy példaul az ore-
gedés soran. Munkankban két sejten bellli halo-
zatot: fehérje-fehérje-kolcsdénhatasi  haldzatot
(interaktémot), illetve jelatviteli halézatot vizsgal-
tunk. Ehhez matematikai modelleket és egy Turbine
nev( programcsomagot dolgoztunk ki, amellyel az
interaktomokban torténd zavarterjedés, illetve jel-
atviteli halozatok aktivaciéos mintainak alakuldsa
tetsz6leges dinamikus modell szerint modellezhe-
t6. Munkankban in silico vizsgaltuk Saccharomyces
cerevisiae fehérje-fehérje-kolcsénhatasi haldza-
tok, illetve human jelatviteli halézatok [Korcsmaros
et al, (2010) Bioinformatics, in press] dinamikajat.
A fehérje-fehérje-kdlcsonhatasi halézatokban a
legtobb fehérjétdl élesen elkllénil kétféle csomé-
pont, az intermodularis atkapcsolok (date-hub),
és a modulkoordinatorok (party-hub) csoportja.
Eredményeink szerint az el6bbiekrdl induld zavar
hatékonyabban disszipalddik, mint uttébbiakrdl, és
mindkét csomdpontrél induld zavar jobban lecseng,
mint az atlagos fehérjékrdl indulé ugyanolyan za-
var. Munkankban a haldzatok érdekes tanulasi és
Oregedési jellemzdit is ki tudtuk mutatni.
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P4 - Molekularis genetika - genomika

P4-01
A Candida albicans CaPPZ1 gén megszakitasa
Adém Cs.!, C. Casado?, Petrényi K.!, Molnar M.3, J.
Arifio2, Dombradi V.!

IDE OEC Orvosi Vegytani Intézet; 2Departament
de Bioquimica i Biologia Molecular, Universitat
Autdénoma de Barcelona, Barcelona, Spanyolor-
szag; 3 NYF TTIK, Agrar és Molekularis Kutaté In-
tézet

A Ser és Thr oldallancok defoszforilacidjat kata-
lizadlo protein foszfatdz Z csak gombakban fordul
el6. C. albicans fajban egy protein foszfataz Z1
(CaPPZ1) gén taldlhatd, melynek funkcidjat a gén
megszakitasaval kivantuk meghatarozni. A gén
két alléljének megszakitasa két homoldg rekom-
binacion alapuld |épésben tortént. Kisérletlink-
hoz hisztidin- és leucinauxotrof C. albicans SN87-
torzset hasznaltunk fel. PCR segitségével olyan
integraciés kazettakat allitottunk el6, melyekben
a CaPPZ1 gén nem-kodold régioi kozrefogjak a
Hisl (His1PPZ1), illetve Leu2 (Leu2PPZ1) szelek-
ciés markergéneket. Az egyik allél megszakita-
sahoz a His1PPZ1 kazettaval transzformaltuk az
auxotrof térzset, majd a hisztidinre torténd szelek-
cié soran kapott térzset hasznaltuk a masik allél
megszakitasahoz. Ez utdbbit Leu2PPZ1 kazettaval
transzformaltuk, és minimaltaptalajon szelektaltuk
a megfelel6 transzformansokat. A gén megszakita-
sat PCR segitségével igazoltuk. A megszakitd ka-
Southern blot kisérlettel zartuk ki. Megvizsgaltuk a
CaPPZ1-deléciés mutans torzs sotolerancidjat, oz-
motikus stabilitasdt és a toxikus kationokra adott
valaszreakciojat. NaCl jelenlétében a génkilités-
nek elhanyagolhaté hatdsa volt a sejtek néveke-
désére. LiCl jelenlétében a mutans sejtek jobb
novekedést mutattak a vad tipust sejteknél, ami
a CaPPZ1 soétolerancidban vald szerepére utalhat.
A mutans szintén tolerans volt a hygromycin B és
spermintoxikus kationokra, ami valdszin(ileg a sej-
tek csokkent membranpotencidljaval magyarazha-
t6. Mivel a mutans kisebb mérték(i novekedést mu-
tatott a vad tipushoz képest KCl, koffein, calcofluor
white és kongdvoros jelenlétében, a CaPPZ1-nek
szerepe lehet a sejtfal integritdsanak fenntartasa-
ban. (OTKA K68765 és TéT ES-22/2008)

P4-02

El6zetes adatok az alma viaszoltsagaban sze-
repet jatsz6 gének expressziojarol

Albert Zs.!, Dedk Cs.!, Miskd A.t, Toth M.2, Papp
It

BCE KTK 1 Névényélettan és Névényi Biokémia
Tanszék, 2 Gyidmdlcstermé Névények Tanszék,
Budapest

Az alma (Malus domestica, Borkh.) hazank legna-
gyobb mennyiségben termesztett és fogyasztott
gyumolcsfaja. A friss piacokon szamos fajtakérrel
és fajtaval taldlkozhatunk, melyek szédmos kils6
és belsO tulajdonsagban térnek el egymastdl, igy
nagyfoku eltérések talalhatok a fajtak kozott a ter-

mésviaszoltsagban is. Az alma termésének viaszolt-
saga tobb élettani folyamatban kulcsszerepet jat-
szik, gatolja a termés vizvesztését és tobb patogén
ellen is védelmet biztosit. Emellett ez a tulajdonsag
befolydsolja a fogyasztdi fogadtatast is. Mig tobb
novényfaj esetében a vonatkozd anyagcsere-fo-
lyamatok és bioszintetikus utak jol feltartak, az
alma esetében gyakorlatilag alig all rendelkezésre
az ezen folyamatok genetikai hatterére vonatkozé
adat. A IUdfli (Arabidopsis thaliana (L.) Heynch.)
esetében megallapitottdk, hogy a kutikularis viasz-
réteg kialakitdsaban szerepet jatszé uUn. nagyon
hosszU szénlancu zsirsavak (VLCFA) bioszintézis-
ében a 3-ketoacil-CoA-szintdz (KCS) géncsalad
tagjai dont6 szerepet jatszanak. A ludfliiben doku-
mentalt eredmények alapjan ezek az enzimek tobb
kiléonb6z6, gazdasagilag jelentés novényfajban bi-
zonyultak meghatarozdénak. Vizsgalatunkban a Iud-
fli KCS gének almabeli analdgjait vizsgaljuk, és arra
keressik a valaszt, hogy meghatarozhaté-e ezek
alapjan, hogy a vizsgaltak kozll mely gének jatsz-
hatnak dont6 szerepet az almatermés viaszoltsaga-
nak kialakitasaban. El6zetes eredményeink szerint
meghataroztunk kilenc alma-konszenzusszekvenci-
at, melyek feltehetéen KCS géneket kddolnak. Ezek
szervspecifikus kifejez0désére vonatkozd kisérlete-
ket kezdtiink.

P4-03

Hiszton-acetiltranszferaz-inhibitor II-

(HATI II) kezelés hatasa az egyes hiszton-
lizinoldallancok acetilaltsagara

Téth M., Gyenis A., Balint E.

BZAKKA, BAYGEN, Szeged

A hiszton acetiltranszferaz (HAT) enzimek szabalyo-
zatlan miko6dése gyakran szerepet jatszik szamos
human koérkép, pl. a rdkos megbetegedések és a
neurodegenerativ betegségek kialakulasaban. Ezért
a HAT-ok és a hiszton deacetildzok (HDAC) terapias
beavatkozasok Uj molekularis célpontjai. Egyre tobb
HDAC-inhibitor van klinikai kiprobalas fazisaban, és
hatékonyan indukalnak sejtdifferenciaciét, néve-
kedésleallast, illetve sejthalalt szelektiven daga-
natsejtekben. A HAT-inhibitorokat ez ideig kevésbé
tanulmanyoztak, azonban elengedhetetlen, hogy
klinikai kiprobalasuk el6tt megismerjik egyes gé-
nekre specifikus és teljes genomra kiterjed6 hatasa-
ikat. A hiszton-acetiltranszferaz-inhibitor II-t [2,6-
bisz-(3-brém-4-hidroxi-benzilidén)-ciklohexanon]
a p300 HAT aktivitasanak hatékony (IC,, = 5 uM),
szelektiv és sejtpermedbilis inhibitoraként azo-
nositottak. CsOkkenti a hiszton H3-acetilaciojat
HelLa-sejtekben, és kromatinkondenzaciot okoz.
Csoportunk  eml6carcinoma-sejteken  tanulma-
nyozta a HATi II-kezelésnek a sejtek életképessé-
gére, sejtciklusprofiljara és a sejthalalra gyakorolt
hatasat. A HATi II 40 uM feletti koncentracioban
befolyasolta az S-fazisban lév6 sejtek aranyat, és
apoptoézist indukalt. Elemeztik a HATi II egyes
hiszton-lizinoldallancok acetilacidjara gyakorolt
hatasat teljes genomra immun-blot technikaval
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és génspecifikusan kromatin-immunprecipitaciéval
(ChIP). HATi II-kezelés a genom szint( acetilacid
csokkenését eredményezte az OGsszes vizsgalt
hiszton-lizinoldalldnc esetében MCF7-sejtekben,
de nem a gyogyszerrezisztens szarmaztatott sejt-
vonalban. Azt a meglepd jelenséget tapasztaltuk,
hogy egyes lizinoldallancok acetilacidja novekszik
HATi II-kezelés hatdsara a multidrug resistance 1
gén (MDR1/ABCB1) lokuszban a gyodgyszer-rezisz-
tens sejtekben. Jelenleg azt vizsgaljuk, hogy mely
HAT-ok kotédnek az MDR1 promoterhez az érzé-
keny és a rezisztens sejtvonalban.

P4-04

A p53 transzkripciot feliigyel6 faktorként be-
toltott aj szerepének vizsgalata

Borsos B., Hulidk I., Boros I.

SzTE TTIK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tan-
szék, Szeged

A tumorszupresszor p53 szekvenciaspecifikus
transzkripcidés faktor, melynek a DNS-hibajavitas
el6segitésével szerepe van a szomatikus mutaciok
kivédésében, valamint nagymérték(i sejtkarosodas
esetén az apoptdzis indukcidéjaban. Mindemellett
ugy tlinik, hogy a p53 egy lehetséges, eddig rész-
leteiben nem ismert funkcidja, hogy transzkripci-
0s elongacids faktorként is képes miikodni azaltal,
hogy az RNS polimeraz II enzimhez kotédve fel-
lgyeli a transzkripcié folyamatat. Eleszté modellor-
ganizmusban szamos olyan gént tanulmanyoztak,
amelyeknek transzkripcidjat a p53 kozvetlenll nem
befolyasolja, mégis hatassal van a kifejez6déstikre.
Csoportunk ezek kozil az actl és ctkl gének hu-
man (actb és cdk12), valamint Drosophila (act42a
és CG7597) homoldgjain vizsgalta a p53 kotodését
kromatin-immunprecipitacidval. Kisérleteink masik
részében kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmazott
transzkripciot blokkolé agenssel (aktinomicin D)
kezeltlink human és Drosophila S2-sejteket, majd
kromatin-immunprecipitaciéval vizsgaltuk, hogy az
aktinomicin D-kezelés okozta transzkripcié gatlas
milyen hatast gyakorol a p53 DNS-hez vald kot6-
désére, valamint Western blot technikaval kovet-
tik a p53 mennyiségi valtozasat és szubcellularis
lokalizaciojat. Eredményeink azt mutatjak, hogy
p53-kotédés figyelheté meg az altalunk vizsgalt
gének kllénb6z6 szakaszain - igy a gének 5’ nem
transzIlalodo és a transzlacids startpont korli sza-
kaszan, valamint a 3’ végen. Szamos esetben ez
a kotoédés egylitt jelenik meg az RNS polimeraz 11
DNS-kotésével, ezek alapjan feltételezzliik, hogy
ezeken a DNS-szakaszokon a p53 egyitt halad az
elongald RNS polimeraz II enzimmel. A kisérletesen
elGidézett transzkripcios blokk hatasara a géneken
addig jelen 1év6 p53 levalik a DNS-r6l, a fehérje
stabilizaldodik, felhalmozddva kijut a sejtmagbdl a
citoplazmaba, és részt vesz az apoptozis induka-
lasaban.

P4-05
Egy gombaspecifikus protein foszfataz, a PPZ
funkciojanak tanulmanyozasa

Dombradi V.

DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A jelatviteli folyamatokban alapveté szerepet jat-
sz0 Uj tipusu protein foszfatazok egyik képvisel6je,
a protein foszfataz Z (PPZ) csak gombakban for-
dul el6. A genomadatbézisok és sajat kisérleteink
szerint a Candida albicans, Emericella nidulans és
Aspergillus fumigatus gombafajokban csak egy PPZ
gén talalhatd. A patogén gombak PPZ génjeinek
funkcidjat két stratégia segitségével kivantuk fel-
deriteni. Indirekt megkédzelitésiink l1ényege az volt,
hogy a kordbban el&allitott és jellemzett élesztd
(Saccharomyces cerevisiae és Schizosaccharomyces
pombe) PPZ-mutansokban kontrollalt korilmények
kozott expresszaltattuk az altalunk vizsgalni ki-
vant foszfatazokat, és a mutansok fenotipusanak
megvaltozasabdl kovetkeztettlink a menekitd en-
zim szerepére. Forditott genetikai kisérleteink-
ben molekuléris bioldgiai mddszerekkel célzottan
inaktivaltuk a C. albicans és E. nidulans PPZ génjét,
majd megvizsgaltuk a deléciés mutansok tulajdon-
sagait. Mindkét megkézelités arra az eredményre
vezetett, hogy a patogén gombakban a PPZ fontos
szerepet jatszik a sejtfal integritdsédnak biztosita-
saban, de a varakozassal ellentétben kevésbé je-
lent6s a s6haztartas szabalyozasaban. C. albicans
tanulmanyozasa soran felfigyeltink CaPPZ1 gén
nagyfokl polimorfizmusara, és azonositottuk a
foszfataz harom Uj alléljat. A gén 3’ nem kddolo
részén talalhatd hipervariabilis régid jellemzésére
RFLP mddszert dolgoztunk ki. Azt talaltuk, hogy a
hipervaridbilis régié alkalmas lehet a klinikai min-
takbol izolalt C. albicans genotipizalasara és a gom-
bafert6zés eredetének felderitésére. (OTKA K68765
és TéT ES-22/2008)

P4-06

Az NR1I2 és a glikogén szintaz kinaz 3B gé-
neket tartalmazé kromoszémalis régio ismét-
I6dési egységének vizsgalata human mintak-
ban

Elek Zs.t, Szantai E.!, Kovacs-Nagy R.%, Faludi G.?,
Rénai Zs.!, Sasvari-Székely M.!

SE * Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet; 2 Kutvélgyi Klinikai Témb,
Budapest

A human genom egyedi variacidinak (j tipusa a
képiaszam-polimorfizmus (CNV), a DNS-szekven-
cia néhany kilobazistdl megabazisig terjedd kiesé-
se vagy amplifikacidéja. Irodalmi adatok szerint a
Gsk3B gén kopiaszam-valtozasanak szerepe lehet a
klinikai depresszié genetikai hatterének meghata-
rozasaban. Munkank soran célul tliztuk ki (1) haté-
kony eljaras beallitasat, mellyel a CNV-k nagyszamu
mintan megbizhatdéan elemezhetdk; (2) a polimorf
(amplifikalédd) régio kiterjedése meghatarozhatd;
(3) a kidolgozott technikaval kivantuk meghataroz-
ni, hogy Gsk3B-képiaszam valtozasa hozzajarul-e
a klinikai depresszid 6rokletes hatterének megha-
tarozasahoz. A CNV-k vizsgalatara két fluggetlen
madszert, egy TagMan-probak alkalmazasan, illet-
ve valds idejli PCR mofdszeren alapuld technikat
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valamint egy hagyomanyos PCR- és multikapillaris
elektroforézis rendszer elvén mikod6é rendszert
allitottunk be. A vizsgalatban 221 depressziéban
szenvedl és 180 egészséges személy DNS-minta-
jat elemeztiik. Megallapitottuk, hogy - medfelel
kortilmények kozétt — mindkét rendszer alkalmas
a CNV-k elemzésére. A kidolgozott PCR-rendszerek
segitségével vizsgaltuk a CNV kiterjedését. A két
populaciéban eset-kontroll-analizissel elemeztik
az amplifikacio gyakorisadgat: irodalmi adatoknak
megfeleléen a polimorfizmus eléfordulasa nagyon
ritkdnak bizonyult, ugyanakkor a gén amplifikacidja
gyakoribbnak bizonyult a depresszidoban szenved6
betegek csoportjaban.

P4-07

miRNS-expressziovaltozas kimutatasa
microarray és nanokapillaris QRT-PCR tech-
nikaval glioblasztémasejteken

Faragd N.!, Ozsvari B.2, Heged(is B.3, Puskas L.

1 MTA SzBK, Funkcionalis Genomika Laboratérium,
Szeged; 2 Avidin Kft., Szeged; 3 SE, II.sz. Patold-
giai Intézet, Budapest

Az utébbi évek molekularis bioldgiai kutatasai-
nak egyik legjelentésebb eredménye a mikro-RNS
molekuldk (miRNS) felfedezése és jelent6ségik
felismerése volt. A miRNS-ek tobb alapvet6 sejt-
élettani folyamatban (példaul sejtproliferacio,
-differenciacid, apoptdzisszabalyozas) meghata-
rozd szerepet jatszanak. Expressziés mintazatuk
a differencialddas, illetve kulonb6z6 korfolyama-
tok soran megvaltozhat, valamint irodalmi ada-
tok mutatnak arra is, hogy a miRNS-ek szabalyo-
z6 szerepet toltenek be a klilonb6z6 citotoxikus
anyagokkal szembeni szenzitivitas/rezisztencia ki-
alakitasaban. Vizsgalatainkhoz 8 kiilonb6z6 human
glioblasztéma-sejtvonalat (GBM1, GBM2, GBMS3,
GBM4, GBM5, GBM6, U87, U373) hasznaltunk. Cé-
lunk irodalmi adatok alapjan kivalasztott telitetlen
zsirsavak (DHA, AA, GLA, TMZ), illetve kllonb6z6
tumorellenes anyagok mir-expressziora gyakorolt
hatasanak vizsgalta volt, valamint olyan miRNS-
markerek azonositasa, amelyek valtozasa korreldl
a kezelésekkel. Ehhez 800 specifikus probat tartal-
mazo6 human miRNS-chipeket valamint OpenArray™
nanokapillaris kvantitativ valds idej(i PCR (BioTrove)
technikat alkalmaztunk. A BioTrove-analizishez sa-
jat paneleket hoztunk létre, melyek egyenként 112
TagMan alapi miRNS-assayt tartalmaztak. A vizs-
galt sejtvonalak mindegyike human glioblasztéma-
sejtvonal volt, azonban mivel ezekben eltér6 bioké-
miai mechanizmusok mikédnek, igy a kezelésekre
adott valasz er6ssége is kilonb6zd, amely tobbek
kozt az eltér6 miRNS-mintazattal magyarazhato.
24 6ras kezelést kovetden tulexpressziot tapasztal-
tunk a miR-20b, miR-26a és a miR-149 esetében,
repressziot pedig a miR-16, miR-17, miR-30c és
még néhany altalanos apoptdzismarker esetében.

P4-08

A protein foszfataz 2A B’ regulator alegysé-
gével kolcsonhato fehérjék vizsgalata rizsben
Farkas 1.1, Abrahdm E.2, P. Yu?, Dombradi V.},

Dudits D.2, Horvath G.2

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen, 2
MTA SzBK, Névénybioldgiai Intézet, Szeged

A protein foszfataz 2A (PP2A) C katalitikus alegy-
ségbdl (PP2Ac) és A szabalyozd alegységbdl allo
dimerjéhez valtozatos B (B, B’, B”) regulator alegy-
ségek egyike kapcsoldédhat, ami meghatarozza a
holoenzim szubsztratspecificitasat és sejten beldli
eloszlasat. Allatokban a PP2A szamos sejtfolyamat-
ban vesz részt, tobbek kozott a retinoblasztéma
(Rb, p107, p130) fehérjéket is defoszforilalhatja,
és igy az Rb/E2F jelatviteli dtvonalon keresztiil a
sejtciklus G1/S-atmenetét szabalyozza. Rizsben két
retinoblasztéma-szer( fehérje talalhato, az OsRBR1
és az OsRBR2, melyek kiiloénb6z6 felhalmozddast
mutatnak az osztddoé és differencialt szovetekben.
Korabban azt tapasztaltuk, hogy a rizs egyik PP2A
B” alegysége (OsPP2A B”) éleszt4-kéthibrid rend-
szerben kélcsénhatésba |épett az osztddd sejtek-
ben nagy mennyiségben jelen |évé OsRBR1 fehér-
jével. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy az
egyszikli novényekben a PP2A szerepet jatszhat
B” szerepének tovabbi vizsgalatdhoz rekombinans
His6-fuzios rizs PP2A B”-t allitottunk eld, és ez ellen
poliklonalis antitestet termeltettink nyulban. Az
ellenanyaggal sikerllt ko-immunprecipitalni a rizs
PP2Ac-t. A B” alegységgel egylitt kicsapodd PP2Ac
izoforma azonositasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
Kimutattuk, hogy az immunprecipitalt foszfataz
in vitro defoszforildlja az OsRBR1 és az OsRBR2
C-terminalis peptideket. Glutation-S-transzferaz
(GST) fuzids OsPP2A B” felhasznalasaval, ‘pull down’
kisérlettel igazoltuk, hogy a B” alegység nemcsak
a PP2Ac-vel hat kolcsén, hanem az OsRBR1-gyel
is. Az OsRBR2 kotédését sejtszuszpenzids kivonat-
bdl specifikus ellenanyag hianyaban nem tudtuk el-
lendrizni. A fentiekkel 6sszhangban a GST-OsPP2A
B” képes volt megkoétni a His6-OsRBR1-t, tovabba
a His6-OsRBR2-t is. A B” alegységhez kapcsolédo
fehérjék mennyisége megn6tt Ca?+ jelenlétében.
A kolcsonhatas Ca?*-fliggése 0sszhangban van az
OsPP2A B”-ben talalhaté két EF-kéz motivummal.
(OTKA-NK-69227)

P4-09

Hisztonacetilaciés mintazatok vizsgalata gén-
aktivacio soran Drosophila melanogasterben
Gaspar R., Zsindely N., Kristd I., Boros I., Bodai L.
SzTE, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék,
Szeged

A kromatinszerkezet mddositasai jelent0s szerepet
jatszanak az eukaridta génkifejez6dés szabalyoza-
saban. A nukleoszomalis hisztonok acetilacidja az
egyik legintenzivebben vizsgalt kromatinmaddositas.
Tobbféle elmélet szlletett a hisztonacetilacié
transzkripcidos hatasanak magyarazatara. A korai
elképzelések szerint az acetilacio a DNS-hiszton-
kolcsbnhatas gyengitése altal, kumulativ mddon
hat a transzkripcidra; mig a hisztonkdd-hipotézis
szerint a specifikus maddositasok transz-hatasu
faktorok kot6helyeinek befolyasolasa altal szigora-
an meghatarozott eredményre vezetnek. Ebben a
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kisérletsorozatban azt vizsgaltuk, hogy a génmfi-
kodés soran in vivo medfigyelhetd acetilaciéos min-
tazatok melyik hatasmodell érvényességét tamo-
gatjak. A hiszton-acetilacids mintazat génaktivaciot
kisér valtozasait vad tipusu ecetmuslicakban vizs-
galtuk a babozddast megel6zé ekdizonhulldm so-
ran az Eip74EF és Eip75B ekdizonfliggd géneken.
Meghatdroztuk a két gén harom promaéterérdl atirt
transzkriptumai mennyiségi véltozasait a harma-
dik larvastadium soran, majd az itt kivalasztott,
génaktivacié szempontjabdl érdekes idépontokban
kromatin-immunoprecipitaciéval (ChIP) vizsgaltuk
a hiszton-acetilacié valtozdsait. A ChIP kisérle-
tekben mindkét génen megfigyeltik a H3- és H4-
hisztonok acetilaciéjat tobb N-terminalis aminosav
oldallancon is. Hogy az egyes moddositasok szere-
pérdl tovabbi informaciét nyerjlink, az acetilacid
mértékét a gének kulonboz6 funkcidju terlletein
(prométer, 5’ illetve 3’ kodold régio) kovettiik nyo-
mon. Eredményeink alapjan a médositasok harom
csoportba oszthatdak: I. génaktivacié-fliggé mdédon
jelennek meg specifikus régidkban; II. génaktiva-
ciétol fliggbek, de régid specifitdst nem mutatnak;
II1. specifitdst nem mutaté mddositédsok. Feltétele-
zésink szerint az I. csoportba tartozé mddositasok
a hisztonkdd-hipotézis feltételezéseinek megfeleld
hatast kozvetithetnek; mig a II. és III. csoportba
esé maddositasok altaldnosabb, transzkripcidés kom-
petenciat kialakito hatassal birhatnak.

P4-10

Az RNS-csendesités gatlasa az Argonautel
fehérje szintjének szabalyozasaval virusfer-
t6z6tt novényekben

Varallyay E., Valoczi A., Agyi A., Burgyan 1.,
Havelda Z.

Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpont,
N6vényi Viroldgiai és Bioinformatikai Csoport, G6-
dolié

Virusfert6zés hatasara a gazdanovényben induka-
l6dik az RNS-csendesités folyamata, mely soran
kis interferald (si)RNS-ek képzddnek. A siRNS-ek
beéplilnek az Argonautel (AGO1) fehérjébe, amely
az RNS-csendesités kozponti végrehajté molekula-
ja. A siRNS-sel toltott AGO1 a védekezési rendszer
részeként a virus-RNS-ek hasitasat eredményezi. A
novény AGO1-szintjét tébb tényezl is, koztik egy
mikroRNS (miR168) szabalyozza. A virusfert6zé-
si folyamatok tanulmanyozasa soran kimutathatd
volt az AGO1 mRNS és a miR168 expresszidjanak
emelkedése. Megallapitottuk, hogy az AGO1 mRNS
a gazda védekezési reakcidjanak kovetkeztében né
meg, mig a megemelkedett miR168-szint a virus el-
lentamadasanak a kovetkezménye. A virusfert6zott
azt mutatta, hogy a megndvekedett mRNS-szint
nem jar egyltt az AGO1 fehérje szintjének emel-
kedésével. Mivel a virusfert6zés soran mi nem ta-
laltunk AGO1 eredetl hasitasi terméket, mi tobb az
AGO1 mRNS-szint névekedést mutatott, Uigy gon-
doljuk, hogy a virusfert6zés soran megemelkedett
miR168 transzlacidésan gatolja az AGO1 mRNS-t.
Kisérleteink soran klilonb6z6 stratégiakkal bizonyi-

tottuk, hogy virusfert6zott novényekben a miR168
valéban transzlacids gatlassal szabalyozza az AGO1
mMRNS mennyiségét. A novények géncsendesités
alapu védekez6 valaszanak elkeriilésére a virusok
kulonbodz6 szupresszor molekulakat fejlesztettek ki,
melyek ezt a folyamatot mas-mas szinten képesek
gatolni. Modellvirusunk a Cymbidium gyr(sfol-
tossag-virus (CymRSV) szupresszora a p19 fehér-
je, mely géncsendesitést gatlé mechanizmusénak
alapja az, hogy megkéti a 21 nt hosszusagu siRNS-
duplexeket, igy azok nem tudnak beépiilni a végre-
hajté rendszerbe. Tranziens rendszerben vizsgaltuk
a p19 hatasat és kimutattuk, hogy a siRNS-kot6
tulajdonsagan kivil egy masik altalanos folyamat-
ban is részt vesz, jelenléte megemeli az endogen
miR168 szintjét és annak hatdsan keresztil lecsok-
kenti a f6 végrehatjé molekula, az AGO1 koncent-

. s

P4-11

A szerotonintranszporter génasszociacio
elemzése gyermekpszichiatriai zavarok koré-
ben

Horvath E. Zs.!, Kenézl6i E.2, Tarnok Zs.2, Gadoros
1.2, Sasvari-Székely M.!, Nemoda Zs.!

1 SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest; 2 Vadaskert
Koérhaz és Szakambulancia, Budapest

A gyermekkorban kialakulé pszichiatriai zavarok je-
lentds részénél kimutathatd a kézponti ideg-rend-
szerben a gatlasi funkcidk (talamokortikalis gatlé
korok) érésének elmaradasa: akaratlan mozga-
sok a Tourette-szindromaban (TS), kényszer-cse-
lekvések és -gondolatok az kényszerbetegségnél
(obsessive compulsive disorder, OCD), valamint
impulzivitas figyelheté meg a figyelemhianyos
hiperaktiv betegség (attention deficit hyperactivity
disorder, ADHD) esetén. Ezek a neuropszichiatriai
zavarok gyakran fordulnak el egylitt, egy spektru-
mot alkotva. A monoaminrendszereknek (dopamin,
noradrenalin, szerotonin) feltehetéen fontos sze-
replk van mindharom zavar kialakuldsaban, mivel
a talamokortikalis korok mikodését szabalyozzak.
Mivel a szerotonin kézrejatszik az agy fejlédésében
is, kandidans génként a szerotonin transzporter
génjét (SLC6A4) valasztottuk a kutatasunkhoz az
ADHD-TS-OCD spektrumon. Vizsgalatunkban 417
gyerek vett részt (fitk aranya 82,8%, atlagélet-
kor 11,68 + 4,27, fédiagndzis szerinti eloszlas 195
ADHD, 116 TS, 106 OCD). A diagndzisokat a DSM-
IV szerint, a kisér6 korképeket a MINI-kid (Mini-
International Neuropsychiatric Interview, child
version) segitségével allapitottuk meg. Az SLC6A4
lalhaté hosszusagpolimorfizmusok (5HTTLPR és
Stin2) mellett tovabbi négy egypontos nukleotid-
polimorfizmust (rs25531, rs25532, rs2020933 és
rs16965628) genotipizaltunk. Az ADHD, TS és OCD
fédiagndzisok szerinti eset-kontroll-elemzésekhez
magyar atlagpopulacié genotipus-frekvencia ada-
tait hasznaltuk. A klinikai csoporton belll a tic, szo-
rongas és kényszertiinetek jelenléte-hianya szerint
végeztiik az elemzést. Egyik szerotonerg polimorfiz-
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mus sem mutatott szignifikans asszociaciot a vizs-
galt fenotipusokkal. Haplotipus-elemzésiinknél sem
lattuk kiemelked6 hatast egy allélkombinacional
sem. Kovetkeztetésul elmondhatjuk, hogy eredmé-
nyeink nem tamasztottak ald a gyermekkori szo-
rongasos korképekben a szerotonin transzporter
kandidans gén szerepét. (OTKA F67784)

P4-12

Indukalt pluripotens 6ssejtek (iPS) lét-
rehozasa Sleeping Beauty transzpozon/
transzpozaz alapu rendszerrel

Kajdi R., Simandi Z., Grabundzija I., Izsvak Zs.,
Ivics Z., Nagy L.

DE OEC, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Inté-
zet, Debrecen, Max Delbruck Center for Molecular
Medicine, Berlin

Az alapkutatas és az Ossejtek jovObeni terapias
célt alkalmazasa szempontjabol jelentds attorést
hoztak 2006-ban a Yamanaka-munkacsoport al-
tal elért eredmények, akik egy terminalisan diffe-
rencialédott sejttipusba (felnétt egérbél szarmazé
fibroblasztsejtek) négy meghatarozott transzkrip-
ciés faktor visszajuttatasaval (Oct3/4; Sox2; Kif4;
c-Myc) olyan sejteket hoztak létre, melyeknek
embrionalis 6ssejt morfoldgiajuk volt. Ezek a sejtek
epigenetikai, génkifejezédési és funkcionalis vizs-
galatokkal igazoltan is egyeztek az embrionalis 6s-
sejtek tulajdonsagaival, ezért indukalt pluripotens
Ossejteknek (iPS) nevezték el Oket. Azéta szamos
génbeviteli eljarassal sikerllt egér és human iPS-t
létrehozni, prébalva csokkenteni a genetikai be-
avatkozas mértékét, ami elengedhetetlen a késébbi
terapias célu alkalmazasukhoz. Kisérleteimben egy,
az erre a célra potencialisan alkalmas transzpozon
alapl rendszert teszteltem és karakterizaltam.
Embrionalis egérfibroblasztok izolalasat kovetden a
Sleeping Beauty transzpozonrendszer segitségével,
transzfekcidval vittem be a sejtekbe a transzkrip-
cios faktorokat. A transzfekciot kévetéen 5-6 nap
utan morfoldgiai szint(i valtozasok jottek Iétre, majd
10-12 nap mulva embrionalis 6ssejtekhez hasonld
morfoldgiat vettek fel az addigra kialakult koléniak.
Ekkor tortént meg a koldniakivalasztas és -felvétel,
majd a dajkasejtrétegre (osztdédasaban mitomycin
C-vel gatolt SNL immortalizalt fibroblasztsejtek)
helyezés. Karakterizalasuk részeként vizsgaltam a
koldnidkat Gssejtekre jellemz6 génekre. Az indu-
kalt pluripotens Gssejtek mRNS (Nanog, Oct3/4)
és fehérje (SSEA-1, Oct3/4, alkalikus foszfataz
aktivitds) szinten is hasonld értékeket mutattak
az R1 embrionalis egérdssejtvonalban mértekkel.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a transzpozon-
szakasz, transzpozaz enzim altali késGbbi kivaga-
saval ez a rendszer alkalmas lehet a génmaddositas
nélkili 6ssejtterapiak megalapitasara.

P4-13

A Drosophila CG9238 gén funkcionalis vizs-
galata

Kerekes E.!, Pop F.2, Adém G.?, Gausz 1.2, Friedrich
P.3, Dombradi V.1, Kékai E.!

1 DE OEC, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest;

2 MTA SzBK, Genetikai Intézet, Szeged,; > MTA
SzBK, Enzimoldgiai Intézet, Budapest

A Drosophila-genomprogram adatbazisaban talal-
haté CG9238 gén termékének elsédleges szerke-
zete jelentds hasonldsagot mutat az emlésokben
el6forduld R5 glikogénkoté alegységhez, amely a
protein foszfataz 1 (PP1) katalitikus alegységéhez
kotédve fejti ki hatésat. A szerkezeti jéslat ellenér-
zésére éleszt6-kéthibrid moddszerrel bebizonyitot-
tuk, hogy az R5 homoldg képes fehérje-fehérje-
kolcsonhatast kialakitani az 6sszes Drosophilaban
el6forduld PP1 katalitikus alegység izoformaval,
valamint szedimentacidos kisérlettel igazoltuk az
R5 homoldg glikogén-kotését is. A gén szerkezete
alapjan feltehetéleg két mRNS irddhat at réla. RT-
PCR kisérlettel a Drosophilaembridkban a két lehet-
séges mMRNS kozll csak a rovidebb RA mutathato
ki. A Drosophila egyedfejl6édése soran ez a mRNS
els6sorban az embrid, larva és kifejlett ndstény-
ben fordul el6. A gén funkciéjdnak meghataroza-
P-elemet hordozé EY10816 inzercids mutanst. A
P-elem jelenléte nem befolyasolta a gén atiréda-
sat, ezért transzpozazzal mobilizaltuk a P-elemet.
A P-elem kiugrésa soran véletlenszer(ien bekévet-
kezé kivéagas eredményeként egy esetben jelen-
t6s delécid jott Iétre a CG9238 génben. A deléciod
DNS-szekvendlassal hataroztuk meg. Azt talaltuk,
hogy a delécid eltavolitja a gén nem kodold régi-
0janak egy részét, valamint az 1. és 2. exont. RT-
PCR segitségével igazoltuk, hogy a 10816/81 jell
homozigéta deléciés mutansbol hidnyzik a CG9238
RA mRNS. A delécidos mutans életképes, de bioké-
miai vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a
vad tipusu Drosophildhoz képest kevesebb gliko-
gént raktaroz. Eredményeink alapjan arra kovet-
keztethetlink, hogy Drosophilaban a CG9238 gén
terméke, szerkezetével 6sszhangban, szerepet jat-
szik a glikogén-anyagcsere szabalyozasaban. Mun-
kankat az OTKA 060723 szamu palyazata tamogat-
ta. Kékai Endre Bolyai Janos Kutatasi Oszténdijban
részesiilt.

P4-14

A transzglutaminaz 2 SNP variansainak ta-
nulmanyozasa

Kirdly R.1, Kurtan T.2, Fésis L.!

DE OEK, ' Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Inté-
zet, 2 Szerves Kémiai Tanszék, Debrecen

A transzglutamindz 2 (TG2) egyedulallo-
an multifunkcionalis enzim, tébb betegség
patomechanizmusaban is fontos szerepet jat-
szik. Egypontos nukleotid-polimorfizmus (single
nucleotide polymorphism, SNP) adatbazisokat ta-
nulmanyoztunk annak érdekében, hogy jobban
megértsiik a TG2 devians funkcidit és szerepét a
human betegségek kialakuldsaban. Mindezidaig
nem talalhaté TG2 SNP-vel asszocialt betegség az
adatbazisokban (NCBI, HapMap, Ensemble). A TG2
variansok betegségekben fehérje szinten bet6ltott
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potencidlis szerepének vizsgalatdahoz misszensz
SNP-ket valasztottunk ki, és ezeket a variansokat
helyspecifikus mutagenezissel elkészitettiik, His-
tages formaban expresszaltuk. A TG2-variansok
biokémiai funkcidinak vizsgdlata soran azt talaltuk,
hogy fibronektinkot6 képességiik nem valtozott, de
a transzglutaminazaktivitasuk jelentésen csokkent
vagy teljesen elveszett. A varidnsok stabilitdsanak
és sejtkulturaban gyakorolt hatasanak, valamint
a szinonim és nem kddold SNP-k vizsgalata folya-
matban van.

P4-15

A CaPPz1 gén polimorfizmusa

Kovacs L.!, Farkas 1.1, Majoros L.2, Miskei M.3,
Pécsi 1.4, DombradiV.!

DE ' OEC, Orvosi Vegytani Intézet, 2 OEC, Orvosi
Mikrobiolégiai Intézet,; 3 ATC, Kertészettudomanyi
Intézet, * TTK, Mikrobialis Biotechnoldgiai és Sejt-
bioldgiai Intézet, Debrecen

A patogén gombak altal okozott nozokomialis fer-
t6zések szama folyamatosan novekszik a fejlett or-
szagokban. A fert6zések nagy részéért a Candida
albicans felelés, ami kommenzalistaként az em-
beri flora tagja. Irodalmi adatok alapjan tudjuk,
hogy a C. albicans jelatviteli folyamataiban je-
lentds szerepet jatszd protein foszfataz Z (PPZ)
gombaspecifikus, ezért munkank soran a PPZ gén
jellemzését tliztlik ki célul ebben az opportunista
patogén gombaban. Az adatbazisban 1évé infor-
macidkkal O6sszhangban Southern blot kisérlettel
igazoltuk, hogy a C. albicans-ban egyetlen PPZ
gén talalhatd, amelyet CaPPZ1-nek neveztink el.
Az ATCC 10231 teszttérzsbdl széarmazd CaPPZ1
klonozasa és szekvenalasa kozben felismertik a
gén polimorfizmusat, illetve a torzs heterozigdta
jellegét. Klinikai és referencia-térzseken végzett
vizsgalataink alapjan a CaPPZ1 génnek négy k-
I6nb6z6 allélja van. A gén 3’-nem kodold régidja
kulonésen nagyfokd variabilitast mutat. Tovabbi
pontmutaciokat is detektaltunk, amelyek novelik a
patogén gomba genetikai sokféleségét. Kisérleteink
soran szekvenalassal vizsgaltuk a hipervariabilis
génszakaszt, és azt tapasztaltuk, hogy a 27 klinikai
és referencia-torzsbol szarmazd szekvenciak mind-
egyike besorolhaté volt a korabban azonositott
allélok valamelyikébe. A DNS-szekvenalas ered-
ményeit RFLP-analizissel is aldtdmasztottuk. Osz-
szesen 0t CaPPZ1 allélkombinaciot mutattunk ki az
altalunk vizsgalt C. albicans-térzsekben. Eredmé-
nyeink alapjan a CaPPZ1 gén hipervariabilis régio-
ja alkalmas lehet a klinikai C. albicans-izolatumok
genotipizalasara és a gombafert6zés eredetének
felderitésére. (OTKA 68765)

P4-16
A SNAP25 gén két polimorf miRNS-
kotéhelyének haplotipus-elemzése
Kovacs-Nagy R.%, Nagy G.2, J. Hu!, Rénai Zs.t,
Somogyi A.2, Sasvari-Székely M.!

SE ' Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldégiai és
Pathobiokémiai Intézet, 2 II.sz. Belgydgyaszati
Klinika, Budapest

Allatkisérletek tanUsidga szerint a SNAP25
(synaptosomal associated protein, 25 kDa) fehérje
nemcsak a neurotranszmitterek exocitdzisaban jat-
szik kulcsszerepet, hanem dont6 fontossagu a has-
nyalmirigy B-sejtjeinek inzulinkivalasztasaban is. A
gén SNP-i és a diabetes mellitus kozotti asszociaciot
ugyanakkor eddig nem elemezték. In silico analizis
soran a SNAP25 gén 3’ nem atirédo szakaszaban (3’
UTR) két SNP-t azonositottunk, melyek miRNS-ek
kotGhelyeit érintik (miR SNP), s ily mddon a képz6-
do fehérje mennyiségére vannak hatassal. Ez a két
polimorfizmus (rs3746544 T/G és rs1051312 C/T)
egymas kozelében helyezkedik el, és két miRNS
(miR-510 és miR-641) kot6helyét érinti. Célkitlizé-
sek: (1) Valos idejd PCR alapu eljaras kidolgozasa
az rs3746544 és rs1051312 SNP-k genotipus- és
haplotipus-elemzésére, (2) a kidolgozott technika
alkalmazésa egészséges és 2-es tipusu cukorbeteg-
ségben szenved6 személyek elemzésére, s a kapott
eredmények fényében (3) annak elddontése, hogy
kimutathat6-e asszociacié a korkép és a génvari-
ansok kozott. A két SNP haplotipusanak meghata-
rozasa a munkank soran kifejlesztett mddszerrel
tortént. Az Uj technika megbizhatdsagat fliggetlen
modszer (PCR-RFLP) alkalmazasaval ellendriztik.
A betegség és a SNAP25 gén polimorfizmusai ko-
zOtti asszociaciot eset-kontroll-vizsgdlat kereté-
ben x2-statisztikaval elemeztik. A két SNP kozotti
kapcsoltsagot Gold programcsomaggal hataroztuk
meg. Valds ideji PCR alapu technikat allitottunk
be, mely haplotipus-specifikus TagMan-prébak
hasznalatan alapult. Az Uj, hatékony eljarassal ezt
kovetéen 457 cukorbetegségben szenvedd és 310
egészséges személy geno- és haplotipusat hataroz-
tuk meg. Eredményeink alapjén a T-C-haplotipus a
kettes tipusu diabetes mellitus-szal szemben védé
hatasunak biznonyult (p < 0,05). A négy varians
kozll a C-G-haplotipus egyetlen személyben sem
fordult el6, a két SNP kozott mérsékelt kapcsoltsag
volt kimutathato (8§ = 0,437).

P4-17

Ekdizonfiigg6 gének szabalyozasaban szere-
pet jatszo hiszton-acetiltranszferazok azono-
sitasa

Kristd 1., Zsindely N., Gaspar R., Boros I., Bodai L.
SzTE, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Tanszék,

Szeged
A nukleoszémalis hisztonok posszttranszlacids
modositasai jelentds befolyast gyakorolnak az

eukariota génexpresszidra. A hisztonok acetilacidjat
az antagonisztikus hatasu acetiltranszferaz (HAT)
és deacetilaz enzimek végzik. Az acetiltranszferaz
enzimek Ot konzervalt fehérjecsalddba, a GNAT
(Gen5 tipusu N-acetiltranszferaz), a MYST (MOZ,
Ybf2, Sas2, Tip60), a CBP/p300, az SRC (szteroid-
receptor-koaktivator) valamint a TAF1-csaladba
sorolhatoak, melyek - az SRC-csaladot leszamitva
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- megtaldlhatdéak Drosophila melanogasterben is.
Szamos GNAT és MYST tipusi HAT gén nullmutacidja
eredményez letalitdst a metamorfdzis vagy az azt
kozvetlenil megel6z6 fejlédési allapot soran, ami
arra utal, hogy az altaluk katalizalt mddositasok
szerepet jatszhatnak a bdbozddast iranyitd, ekdizon
kivaltotta génaktivacids kaszkad szabalyozasaban.
Az Eip74EF és Eip75B ekdizon indukalta génekkel
kromatin-immunprecipitaciés vizsgalatokkal sza-
mos, a H3- és H4-hisztonok N-terminalis részének
kiilonb6z6 pozicidiban elhelyezkedd lizin acetilacidjat
mutattuk ki. A specifikus modositasokat Iétrehozd
HAT enzimek azonositdsat irodalmi adatok alap-
jan, valamint az enzimeket kodolé gének mutans
alléljait hordozo larvakbdl készitett preparatumo-
kon végzett immunblot-analizissel kezdtik meg. Az
els6 igy azonositott faktor, a Gen5 katalitikus alegy-
séggel rendelkezd SAGA acetiltranszferaz komplex,
amely szerepet jatszik a H3-hiszton K9 lizinjének
és a H4-hiszton K8 lizinjének acetilaciéjaban. A
SAGA komplex egyik specifikus és mikodését te-
kintve kritikus alegysége az Ada2b adapter fehér-
je. Ada2b homozigéta mutans larvakon végzett
kromatin-immunprecipitaciéval a H3-hiszton K9
lizinjének csokkent acetilacidjat mutattuk ki az
Eip74EF és Eip75B gének kulilonb6z6 funkcionalis
szerepl pontjain, emellett Ada2b mutansokban a
két gén transzkripcids aktivitasa is csokkent mérté-
k(i kés6i harmadik stadiumu larvakban.

P4-18

Kismolekula-microarray és konfokalis mikro-
szkopia alkalmazasa sejtalkotokra specifikus
fluoreszcens markerek azonositasara

Molnar E.!, Medgyesi A.1, A. Ferhan?, S.
Bhavyashree?, C. Pradeep Kumar Reddy?, P.
Beglim?, Fabian G.!, Puskas L.3

1 Avicor Kft., Szeged; 2MTA SzBK, Mikroszkdpos
Sejtanalizis Laboratérium, Szeged; 3MTA SzBK,
Funkcionalis Genomikai Laboratdrium, Szeged

A kllonboz6 intracellularis fluoreszcens markere-
ket egyre tébben és szélesebb korben alkalmazzak
fehérjék kolokalizacidjara, gyogyszerhatdanyagok
szlirésére, sejten bellli transzportfolyamatok ta-
nulmanyozasara. Kulénésen nagy értékliek azok
a specifikus markerek, amelyek nem toxikusak a
sejtekre, és amelyek él6 sejteken is hasznalhatok.
Munkank soran olyan aktiv hordozét fejlesztettiink
ki (Avi-Link™ technoldgia), amelyre az eddig ismert
hordozdékhoz képest nagyobb kémiai diverzitasu
molekulakdnyvtarat lehet kikotni. Ezt Ugy oldottuk
meg, hogy a poérusos Uvegfellilethez tobb, kulon-
b6z6 aktivalt funkcids csoporttal rendelkezé linkert
kotottlink, ezaltal ugyanahhoz az aktiv hordozéhoz
tobbféle molekula kapcsolhatd. Ezzel a mddszerrel
a gyogyszer-kismolekuldk kb. 85%-a kothetd ki, és
igy tobb tizezer molekulabdl allé microarray készit-
het6. A microarray nyomtatasa utan kilénb6zd6 fluo-
reszcens emissziora érzékeny lézerszkenneres leol-
vasassal szinte barmilyen kismolekula-konyvtarbdl
detektalhatdk az erésen fluoreszkalod vegylletek. Az
igy azonositott fluoreszcens vegylleteket él6 sej-
tekhez adva, majd azokat fluoreszcens konfokalis

mikroszkopiaval elemezve sejten bellili, specifikus
lokalizacidju, fluoreszcens markerek azonosithatd-
ak. Ezzel a megkézelitéssel tébb olyan kismolekulat
azonositottunk, amelyek a sejtmembranhoz, ER-
hez, Golgi struktirakhoz, mitokondriumhoz, sejt-
maghoz, kromoszomakhoz, sejtmagvacskakhoz
kétédnek. A moddszer soran optimalizaltuk azokat
a szilard hordozdkat, amelyek alkalmasak a meg-
felel6 pontstruktira létrehozdsara a microarray-
felszinen (féként az Giveg hibrofdbicitasat mddosit-
va). A mddszer el6nye, hogy barmilyen nagyszamu
vegylletbdl gyorsan azonosithatéak a potencidlis
fluoreszcens markerek.

P4-19

Citotoxikus anyagok tumor sejtekre és azok
mikroelektronikai madszerrel

Nagy L. I., Ozsvéri B., Puskas L.

Avidin Kft., Szeged

Munkank soran
majkarcindma-
ra és novekedésére gyakorolt hatasat vizsgaltuk,
melynek alapja egy nem invaziv moédszer. A sej-
tek migracidés képességében és életképességében
bekovetkez6 valtozast, azok vezetGképességbeli
valaszuk alapjan mértiilk RTCA-DP készlléken és
xCELLigence (Roche) rendszeren. A RTCA DP ké-
szllék sejt-migraciot detektald rendszer, ami a
Boyden-kamra alapelveit hordozza, azonban tel-
jesen (j, valds idejli mddszer, ahol a sejtek sza-
molasa, fixalasa vagy egyéb jelolése nélkill zajlik
a kisérlet. A fels6 kamraban 16 reakciotér helyez-
kedik el, melyek aljan 8 um pérusos membran ta-
lalhaté. A membran alatt elhelyezked6 elektrédok,
a vezetGképesség valtozasat folyamatosan mérik
az inkubacié soran. A sejtek migralasa az elektrod
felszinén keresztil befolyasolja az elektréd koze-
Iében 1év6 oldat lokalis ionOsszetételét, ez pedig
a vezetGképesség megvaltozasahoz vezet. Minél
tobb sejt jut at az elektrod fellileten keresztil az
alsé részbe, annal nagyobb mértékben né a sejtin-
dex (CI). Adott hatasmechanizmus karakterisztikus
impedancia-gorbével jellemezhetd. Az xCELLigence
rendszer esetében a tenyésztéedény aljan elektro-
dok vannak, melyek a a CI-et folyamatosan mérik
az inkubacio soran. A CI a vezet6képesség relativ
valtozasabdl szarmaztatott, mértékegység nélkuli
paraméter. Az egyik legnagyobb el6nye az RTCA DP
és xCELLigence rendszereknek mas modszerekhez
képest, hogy itt nem sziikséges markeranyagot
hozzaadni a sejtekhez, és lehetdséglink van a ki-
sebb valtozasokat is folyamatosan nyomon kdévetni
a sejtvalaszban. A migraciés lemezen kapott ered-
ményeket az xCELLigence rendszeren ellendriztiik,
mely a sejtek életképességét, szamat, és a leta-
padasuk er0sségét detektalhatja. Munkank soran
tobb egyedi és tobb kombinacios kezelés hatasat
is megmértik valds idében. E mddszerek fentebb
vazolt elényei a gyogyszerfejlesztésben gyors, és
hatékony szlirési lehet6séget biztositanak mas, ha-
gyomanyos technikakkal szemben.

citotoxikumok glioblasztéma-,

s
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P4-20

Purinerg receptor P2RX7 gén polimorfizmu-
sok és depresszios tiinetek asszociacio vizs-
galata

Nemoda Zs.!, O. Abdul Rahman?, Vereczkei A.%,
Somogyi A.2, Faludi G.3, Sasvari-Székely M.!

SE ! Orvosi Vegytani, Molekularis Biolégiai és
Pathobiokémiai Intézet, 2 II.sz. Belgydgyaszati
Klinika, 3 Pszichiatriai Klinikai Csoport, Budapest
Az elmult évek kapcsoltsagi vizsgalatai a P2RX7
(purinreceptor P2X, ligandumvezérelt ioncsator-
na, 7) gén szerepére hivtak fel a figyelmet ma-
jor depressziv és bipolaris zavarban (MDD, BPD).
Az aminosavcserét okozo GIn460Arg (rs2230912)
polimorfizmus Arg-allélja mutatott asszociaciot
MDD és BPD korképekkel. Elozetes eset-kontroll-
vizsgalatunkban nem lattunk szignifikans hatast
e rizikoallél tekintetében, azonban dimenzionalis
elemzéslink Osszefliggést mutatott az Arg-allél és
sulyosabb depressziv tinetek kozott. Mivel a leg-
Ujabb nagy esetszamu vizsgalatok nem tamasz-
tottak ala e funkcionalis egypontos nukleotid po-
limorfizmus (SNP) szerepét, a génen bellli egyéb
SNP-k vizsgalatat tlztlik ki célul. Dimenzionalis
asszociacié elemzésiuinkben 154 pszichiatriai be-
tegen (96 MDD és 58 BPD, 74,7% nd, 47,9 =+
10,8 atlag életkor) kivil 246 diabéteszes beteg
(50,4% né, 58,2 = 13,3 atlag életkor) altal kit6l-
tétt HADS (hospital anxiety and depression scale)
kérdGiv depressziv és szorongasos tlinetskalajat
hasznaltuk. A C-terminalis régidban elhelyezkedd
egyéb aminosavcserével jaré SNP-ket (Thr348Ala
(rs1718119), Thr357Ser (rs2230911), Glu496Ala
(rs3751143)) valos idejli PCR alapu technikaval ha-
taroztuk meg. Ezen kivil a 3’ nem kodolo régidban
talalhatd, feltehetéen miRNS-koétOhelyet megval-
toztaté 2164 A/C SNP-t (rs1653625) genotipizaltuk
RFLP technikaval. A Haploview program nagy kap-
csoltsagot mutatott a vizsgalt SNP-k kozott. Ge-
netikai elemzéstink (MANOVA) soran mind a dep-
ressziv, mind a szorongasos tlinetek asszociaciot
mutattak nem csak a GIn460Arg (rs2230912) SNP-
vel, hanem a Thr348Ala (rs1718119) ésa 2164 A/C
(rs1653625) polimorfizmusokkal. A 3’ nem kdédold
régio SNP funkcionalis vizsgalatat luciferaz ripor-
tergén-rendszerben elkezdtik. A 2164 A/C SNP
génexpresszidt befolyasold hatdasa magyarazatul
szolgalhat a P2RX7 gén és a depressziv tlinetek ko-
zOtti 6sszefliggésre. (ETT-07-118/2009)

P4-21

Mutans DTL fehérjék vizsgalata Drosophila
melanogasterben

Pahi Z. G.1, Schauer T.2, Boros I. M.!

1 SzTE TTIK, Biokémiai és Molekularis Bioldgi-

ai Tanszék, Szeged,; 2 EMBL, Ladurner Group,
Genome Biology, Heidelberg, Germany

A telomer a kromoszéma végén talalhatd struk-
tura, amely megvédi a DNS-t a replikacié soran
bekbvetkez6 roviduléstél, és megakadalyozza a
kromoszdmavégek Osszetapadasat. A kllonbo-
z6 organizmusokban eltér6 moédon valdsul meg a

telomer védelme, de minden jel arra utal, hogy a
telomer védelmének mechanizmusa az ecetmus-
lincAban és a human sejtekben hasonlé maddon
megy végbe. Drosophildban azonositottunk egy
olyan fehérjét, amely rendkivil fontos a telomer
védelemben. Ez a fehérje a DTL (Drosophila Tat-
like), amely szamos specifikus helyhez kotddik a
politén kromoszéman, tobbek kozt a kromoszémak
végeihez is. A fehérje hidnya a telomervégek Osz-
szeragadasat okozza. A DTL-nek szerkezeti rokona
nincs, ezért megprébaltuk megkeresni azokat az
aminosavakat, amelyek fontosak lehetnek a fehér-
je mlikodése szempontjabol. Kisérletlink célja az,
hogy a létrehozott pontmutaciok altal pontosabb
képet kapjunk arrél, hogy a fehérje szerkezetében
melyek lehetnek a funkciondlisan fontos részek. A
kulonb6z6 Drosophila-fajokban 6sszehasonlitottuk
a DTL aminosavszekvenciajat, hogy megallapitsuk
az er6sen konzervalt régidkat, valamint megnéztiik
a lehetséges foszforilacios helyeket is. Az elébb le-
irt megfontoldsok alapjan két fontosnak vélt ami-
nosavat vizsgaltunk meg. Az egyik a 23-as helyen
Iévé leucin, amely evollciésan konzervalt régio-
ban helyezkedik el. A masik a 97-es tirozin, amely
feltételezett foszforilacios hely. Az el6bb emlitett
aminosavak helyén mutaciokat hoztunk létre. Eh-
hez PCR alapu mutagenezist hasznaltunk. Droso-
phila Gateway klonozo6 rendszert alkalmazva olyan
konstrukcidkat alakitottunk ki, amelyek képesek
kifejezni a pontmutéaciét hordozé fehérjét. P-elem
alapu transzformacioval transzgenikus Drosophila-
vonalakat allitottunk el6. Vizsgaltuk, hogy a mu-
tans fehérjék képesek-e menekiteni a vad tipusu
DTL hidnyaban kialakuld fenotipust.

P4-22

Vajon a szirtuinaktivacio tényleg meghosz-
szabbitja az életet?

Somogyvari M., Dancsé B., Szalay K., Csermely P,
S6ti Cs.

SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest

Az élettartam meghatarozasaban fontos szerepet
jatszik az anyagcsere-allapot kornyezeti ingereknek
megfeleld szabalyozasa. A sejt energiaallapotat ér-
zékeld utvonal egyik csomépontja a szirtuin (Sir2)
hiszton deacetilaz. Szamos kulcsfehérje, igy az E2F,
a p53, a PPARgamma és a FOXO deacetilacidjaval
szinte az 6sszes cellularis folyamatot szabalyozza,
a tulélést és a tumorképzédést serkenti. A voros-
borban taladlhato szirtuinaktivator resveratrol, illet-
ve a szirtuin genetikai aktivacidja gerinctelenekben
megnoveli az élettartamot, az eml6s SIRT1 hianya
pedig jelentés élettartam-csokkenést okoz ege-
rekben. Az utébbi idében azonban szamos kozle-
meény latott napvildgot, melyben a resveratrol és
a szirtuin-tultermelés nem hatott Caenorhabditis
elegans, illetve Drosophila modellek élettartamara.
Ezért jelen munkank célja egy nemzetkozi egyitt-
m(ikodésben a resveratrol és a SIR-2.1-tultermelés
élettartamra és hdsokkvalaszra kifejtett hatasanak
szisztematikus vizsgalata C. elegans modellrend-
szeren. Kisérleteink soran vad, illetve két kiilonb6z6
képiaszamu és genetikai hatterl SIR-2.1 tulterme-
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I6 C. elegans-torzzsel dolgoztunk. Hogy a genetikai
hattér variabilitasat és esetleges hattér-mutaciod
lehet6ségét kikiszoboljik, a térzseket hatszoros
kikeresztezésnek vetettiik ald. Ezek utan a tor-
zsekkel és resveratrolkezeléssel termotolerancia-,
élettartam-, valamint Western blot-méréseket vé-
geztlink. A resveratrolkezelés és a kétfajta SIR-2.1-
tultermelés hGsokk-korilmények kozott megnyllt
tulésést (termotoleranciat) eredményezett, mely a
kikeresztezés utan is fennmaradt. Tovabbi, a sir-2.1
RNAi csendesitésével zajldé kisérleteink folyamat-
ban vannak. Eredményeink segithetnek, hogy tisz-
tazzuk, vajon a szirtuin genetikai és farmakoldgias
aktivacioja C. elegans-ban ténylegesen aktivalja-e
a hésokkvalaszt, és megndveli-e az élettartamot.

P4-23

Levélrozsda-fert6zés kapcsan indukalodo
glitkkanaz és kitinaz izoformak azonositasa és
génexpresszios vizsgalata kozel izogén, re-
zisztens és fogékony buzavonalakban
Szikriszt B.!, Pos V.1, Lukacs N.!, Manninger K.2

1 BCE KTK, Novényélettan és Novényi Biokémia
Tanszék, Budapest; 2 MTA N6vényvédelmi Kutato-
intézet, Budapest

A novény koérokozokkal szembeni reakcidjanak
szerves része a patogenezis kapcsan indukalddo fe-
hérjék (PR-proteinek) expresszidja. A PR-proteinek
17 csaladja kozil tobb endokitindaz- (PR3, PR4,
PR8 és PR11) és béta-1,3-glikanaz- (PR2) akti-
vitassal rendelkezik. Mindkét enzimnek szamos
izoformaja fordul el6 az egyes csaladokon beliil, s
hogy pontosan mely izoformak indukcidja és mi-
lyen expresszios dinamikaval indul be a fert6zést
kovet6en, azt a gazdanovény fert6zésre adott va-
laszreakcidjanak tipusa hatarozza meg. Korabbi
kisérleteinkben levélrozsda-fert6zéssel (Puccinia
recondita f.sp. triticina) asszocialtan erételjesebb és
tartésan magasabb kitindz- és endo-1,3-glikanaz-
aktivitast mértiink egy Lr9 rezisztenciagént hor-
dozoé buzavonal sejtkozotti allomanyaban, mint a
vele kozel izogén, fogékony genotipusban. Az in-
dukalédo izoenzimek (PR3 és PR4 kitinazok, s fo-
képp a PR2 A-alcsalad gliikanazai) tobb képvisel6-
jét proteomikailag is igazoltuk. Annak tisztazasara,
hogy a rezisztens és a szenzitiv vonalak drasztiku-
san eltér6 endo-1,3-gliikanaz- és kitinadzaktivitasa
egy vagy tobb izoforma id6ben és/vagy mennyi-
ségben eltéré expresszidjara vezethet6-e vissza,
génexpresszids analizist végeztliink a PR3-csalad
I/II osztalyu kitindzai, a PR2-csalad lisztharmat-
és fuzariumfert6zés kapcsan leirt TaGlb2a,b,f aga
és a korabban sargarozsda-fert6zéssel asszocialt

DQO078255 béta-1,3-endogliikanaz rokonsagi ko-
rén. Mig a fert6zés utani napon mindharom gén-
csoport expresszidja hasonld intenzitast mutatott,
a 3.-4. napra mar jelent6s klilonbséget allapitot-
tunk meg a rezisztens vonal javara. A nem ferts-
z6tt mintakbdl amplifikalt izoformak nem egyeztek
meg a fert6zott mintakbol szarmazoakkal. Feltéte-
lezziik, hogy e PR-proteinek eltérd jelatviteli, illet-
ve szabalyozé mechanizmusok altal eredményezett
magasabb és hatékonyabban idézitett expresszidja
érdemben hozzadjarul a rezisztens vonal eredmé-
nyes védekezéséhez.

P4-24

A mitokondrialis PPR40 fehérje hianyanak
hatasa a Halliwell-Asada-ciklusra

Zsigmond L.t, Szarka A.2, Rigd G.3, Szabados L.?

1 SZTE TTIK, N6événybioldgiai Tanszék, Szeget; 2
BME, Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszer-tu-
domanyi Tanszék, Budapest; 3 MTA SzBK, N6vény-
biolégia Intézet, Szeged

A novényi mitokondriumokhoz szorosan kapcso-
l6dik szamos olyan anyagcsere-utvonal, amelyek
jelent6sek a kornyezeti valtozasokhoz vald alkal-
mazkodasaban. A noévényi mitokondridlis elekt-
rontranszport részt vesz a reaktiv oxigén-formak
(ROS) termelésben klilonb6z6 biotikus és abiotikus
stresszkorilmények kozott. Az elektron-szallita-
si lancban az I és III komplex a f6 helye a ROS-
képzbdésének sotétben és nem zold szbvetekben.
Stressz koévetkeztében az optimalis kérialmények
k6zo6tt egyensulyban levé ROS-képzGdés és -lebom-
las folyamataiban bekévetkez6 valtozasok hatasara
kulonbozo reaktiv gyokok és egyéb aktiv oxigénfor-
mak halmozdédhatnak fel, melyeket nem enzimatikus
(pl. aszkorbinsav) és enzimatikus antioxidansok
(pl. szuperoxid-dizmutaz) képesek semlegesiteni.
T-DNS-inszerciés mutagenezisprogramunk soran
azonositottuk egy mutanstranszgenikus Arabidopsis
thaliana novényt (ppr40-1), amelynél a mutacio
a mitokondriumban lokalizalédd pentatrikopeptid
ismétlédé (PPR) doméneket tartalmazé PPR40 fe-
hérjét érintette. A kis novésl ppr40-1 mutans
fokozott stresszérzékenységet, megnovekedett
H,O,-tartalmat és szuperoxid-dizmutaz-aktivitast
mutat a vad tipushoz képest. A PPR40 fehérje a
mitokondridlis légzési lanc III komplexéhez kap-
csolodik. A ppr40-1 mutansban a III komplexen
keresztili elektronaramlas erdsen lecsékkent, mi-
kozben a IV komplex mikodése fokozodott. Ezzel
parhuzamosan megnovekedett aszkorbatoxidaciot
is tapasztaltunk a ppr-40-1 mutansokban a vad ti-
pushoz képest. Az aszkorbat korabbi vizsgalataibol

P5 - Pathobiokémia

P5-01

Misfolding proteins compromise the heat
shock response

A. Arslan, Csermely P., Séti Cs.

SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest

Ageing is characterized by a progressive
accumulation of cytotoxic and proteotoxic
damage and a decreased resistance to
environmental stress. Molecular chaperones
are ubiquitous, highly conserved proteins
responsible for the maintenance of protein
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folding homeostasis in cells. The heat shock
response (HSR) is regulated by damaged
and misfolded proteins at the transcriptional
level. While the HSR determines lifespan, it is
compromised in ageing. To better understand
the role of protein conformation and of
molecular chaperones, we have transiently
overexpressed several inert protein-misfolding
models in COS-7 cells and studied their
aggregation properties and the induction
of the HSR, cytotoxity and effect on protein
homeostasis. We observe that GFP::degron,
a C-terminal fusion of a 16-residue ‘degron’
peptide to GFP and d9CAT, a C-terminally
truncated chloramphenicol acetyl-transferase
(CAT), form juxtanuclear aggregates and
markedly induce the major heat shock protein
Hsp70, while attenuate Hsp70 induction upon
heat-shock, suggesting an attractive role for
protein misfolding to compromise cellular
adaptational responses to heat stress. We
further show that degron is degraded by the
proteasome and not by autophagy. Couriously,
we see that misfolding proteins alone inhibit
BrdU incorporation that is transformed to
Annexinpositivityinthepresenceof proteasome
inhibition suggesting that a proteotoxic stress
converts a proliferative stop to cell death.
Surprisingly, degron inhibits, while d9CAT
promotes luciferase folding, a marker of pro-
tein folding capacity. These results raise the
possibility that the toxicity and the compromise
of HSR induced by these misfolding models is
unrelated to protein homeostasis. Our data
suggest that protein conformational damage
per se may contribute to the impairment of
protein homeostasis buffer and might help to
establish a link between protein misfolding
and ageing.

P5-02

A hésokk transzkripcios faktor szerepe a ka-
Iériamegvonas élettartam-novel6 hatasaban
Caenorhabditis elegans fonalféregben

Dancso B.

SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest

A kaloriacsokkentés az élettartamot a legha-
tékonyabban megnyujté kornyezeti beavat-
kozas, melyben szamos medfigyelés igazolta
a hoOsokkvalasz indukcidjat. A hdsokk transz-
kripcids faktor (HSF-1) a fehérje-homeosztazis
fontos regulatora, Caenorhabditis elegans fo-
nalféregben meghatarozza az élettartamot.
Mindezek felvetik a hdsokkvalasz szerepét
a kaldriacsokkentés mechanizmusaban. Ez-
zel 6sszhangban egy amerikai kutatécsoport

eredményei szerint a kalériamegvonas (éhez-
tetés) a kalodriacsokkentés egy Uj C. elegans
modelljeként HSF-1-fliggl élettartam-nove-
kedést indukal. A fenti megfigyeléseket meg-
vizsgalva és kiterjeszve C. elegans-ban azt
vizsgaltuk, (1) hogyan hat a kalériamegvonas
az élettartamra és a stressz-toleranciara, (2)
szlikséges-e ehhez a HSF-1, (3) és ha igen,
milyen mechanizmusok vezethetnek a HSF-1
tans C. elegans-torzsekkel termotolerancia-,
élettartam- és riportergén-aktivaciés méré-
seket végeztiink. Eredményeink szerint az
éheztetés HSF-1-fliggé élettartam-noveke-
dést indukal. Az élettartam-ndvekedés és a
HSF-1 szerepe az alacsony hémérsékleti tar-
tomanyban és hdsokk-kortilmények kozott
egyarant kimutathatd, mely felveti a HSF-1
fehérje homeosztazistdl fliggetlen szerepét.
A resveratrol és a klasszikus kaldria-csok-
kentés hatasat kozvetité SIR-2.1 és AMPK
(AMP-fligg6 kinaz) gének nem szikségesek a
kalériamegvonas HSF-1-aktivald/élettartam-
novel6 hatasahoz. Jelenlegi kisérleteinkben a
kaloria-cstkkentésben, illetve az 6regedésben
szerepet jatszd egyéb mechanizmusok sze-
repét vizsgdljuk. Munkank kozelebb vihet a
kaloriacsOkkentés és a hGsokkvalasz kapcso-
latdanak teljesebb korli megértéséhez, mely
segitséget nyuUjthat az egészséges élettartam
kiterjesztéséhez és az iddskori betegségek
megeldzéséhez.

P5-03

Gyulladasos citokinek (IL-6, IL-1B) termel6-
désének tanulmanyozasa kiillonb6z6 modon
elhal6 sejtek fagocitézisa soran

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

DE OEC, Biokémia és Molekularis Biolégia Intézet,
Debrecen

A makrofagok hatékonyan eliminaljak az elhalo
neutrofil granulocitakat, megel6zve ezzel ki-
I6nb6z6 gyulladasos folyamatok kialakulasat.
Sok ismeretiink van arrél, hogy milyen médon
fagocitaljak az apoptotikus és nekrotikus sej-
teket kilon-kilén, azonban kevéssé ismert,
hogyan viselkednek akkor, amikor a kiilonb6z6
madon elhald sejtek egyszerre vannak jelen a
kornyezetlikben. Ezszdveti kotelékben gyakran
el6fordulhat, ezért munkank célja, hogy egér-
modellben vizsgaljuk a makrofagok fagocitalo
képességét olyankor, amikor egyszerre kell
megbirkoézniuk apoptotikus és nekrotikus sej-
tekkel. Csontvel6bdl ex vivo differencialtatott
valamint peritonedlis makrofagokat vizsgal-
tunk. Apoptotikus sejtekként csontvel6bdl
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nyert neutrofil granulocitakat alkalmaztunk,
melyek az izolaldas utan mintegy 24 oraval
spontan maddon elhalnak. Harom kilénb6z6
nekrézismodellt vizsgaltunk. Az eredményeik
szerint a legnagyobb hatékonysaggal a spon-
tan nekrotikus sejtek felvétele térténik meg,
ezt koveti a nekroptotikus és a hével indukalt
sejtek fagocitozisa, mig az apoptotikus sej-
tek felvétele volt a legkevésbé hatékony. Az
eltér6 maddon elhalt sejtek egyittes alkalma-
zasakor az tapasztalthato, hogy azok nincse-
nek hatassal egymas felvételére. Makrofagok
gyulladasos citokintermelését mérve kilon-
b6z6 modon elhalt nekrotikus sejtek hatasa-
ra azt tapasztaltuk, hogy a nekrotikus sejtjek
egyike sem valt ki a makrofagokbdl gyulla-
dasos citokinek termeldédését, ugyanakkor
az LPS-kivaltott termelés gatlasara is képe-
sek. Jelenleg folyik annak bizonyitasa, hogy
ez a jelenség elhalé neutrofil sejtekre spe-
cifikus-e. Tovabbi megfigyelés az, hogy az
apoptotikus és nekrotikus neutrofilek képesek
a makrofagokban inflammaszdma aktivalasara
is és ennek eredményeként azok IL-1B-t ter-
melnek. A munka jelent6sége, hogy ezen fo-
lyamatok vizsgdlata hozzdajarulhat kulonb6zd
gyulladasos, autoimmun és neurodegenerativ
folyamatok jobb megértéséhez.

P5-04

Epigenetikai valtozasok gasztointesztinalis
eredetii tumor-asszocialt
myofibroblasztokban

Csontné Kiricsi M.,!, Hulidk I.t, Hegyi P.2, Boros I.1
SzTE ! TTIK, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai
Tanszék, 2 AOK, I. szamu Belgydgyaszati Klinika,
Szeged

A myofibroblasztok sebgydgyuldasban és mas
fibroproliferativ  allapotokban betéltott jo-
tékony szerepe mar ismert. Ezek a vékony,
orsé alaku sejtek morfoldgidjukat és funk-
cidjukat tekintve a simaizomsejtekre és a
fibroblasztokra hasonlitanak, alfa-simaizom-
aktint, vimentint és extracellularis matrix-
komponenseket fejeznek ki. Myofibroblasztok
jelennek meg az epitelidlis eredetli tumorok
kérnyezetében is, ahol az egészséges szo6-
vethez képest joval nagyobb széamban for-
dulnak el6, és megvaltozott morfoldgiai
paraméterkekkel rendelkeznek. Ezen para-
méterek modosulasanak részben epigenetikai
okai lehetnek, mivel a hisztonfehérjék
acetilacioja/ metilaciéja, valamint a DNS-
metildacio a gén-expresszidos mintazat meg-
valtozasat eredményezik. A projekt célja ezen
epigenetikai mintazat feltérképezése és Osz-

szehasonlitdsa nyel6cso6- és vastagbéltumorok
kérnyezetébdl valamint egészséges szovetbdl
izolalt myofibroblasztokban. Kisérleteink so-
ran vizsgaltuk a hiszton H3- és H4-acetilacios
és -metilacios mintazatat immun-hisztoké-
miai festésekkel és immunblot modszerrel,
valamint a hisztonacetilacidért felelés egyik
hiszton acetiltranszferaz (HAT) komplex al-
egységeinek expresszidjat kvantitativ PCR se-
gitségével. Eredményeink azt mutatjak, hogy
a hiszton H4 8, 12 és 16 lizinjének acetilacioja
és a H3 lizin 9 dimetilacioja csokkent mérték(i a
tumorasszocialt myofibroblasztokban, elsGsor-
ban a nyel6csé eredetl mintaban. A vastagbél-
tumor-asszocialt myofibroblasztok esetében
ez a kulénbség csak kisebb mértékben vagy
nem volt kimutathato. A vastagbél eredetd tu-
moros mintakban viszont a H3-0sszacetilacio
bizonyult jelentésebbnek a kontrollmintak-
hoz képest. A HAT-alegységek kéziul mind az
Ada2a, Ada2b és Ada3 expresszidjaban is ta-
pasztaltunk valtozast, a nyel6cs6 és a vastag-
bél eredetli myofibroblasztok esetében egy-
arant.

P5-05

Hipoxia hatasa a monoaminerg neurotransz-
missziora human idegi sejtvonalakon

Keszler G., Bence M., Sasvari-Székely M.

SE, Orvosi Vegytani, Molekularis Bioldgiai és
Pathobiokémiai Intézet, Budapest

Az agyi hipoxias allapotok orvosi jelentésége
kozismert. Az agyi fejlédés korai szakaszat
ugyanakkor fizioldgids hipoxia jellemzi, ami
a hipoxia indukalta faktor-1a (HIF-1a) koz-
vetitésével elGsegiti az idegi prekurzorsejtek
differencialodasat dopamin- és szerotoninerg
neuronokka. A dopaminerg fenotipust meg-
hatdrozé gének hipoxias korlilmények ko-
zO6tt torténd transzkripcids szabalyzasardl
azonban kevés informacid all rendelkezésre.
Munkankban arra kerestiik a valaszt, hogy a
monoaminerg neurotranszmisszidban érintett
gének expresszidja valtozik-e hipoxids koril-
mények kozott, illetve hiszton-dezacetilaz-
gatlészer trichostatin A (TSA) segitségével
lehet-e befolyasolni a széban forgd kandidans
gének kifejez6dését. Kisérleteinkhez a human
eredetli SK-NF-I neuroblasztéma- és a CCF-
STTG1 asztrocitoma-sejtvonalakat hasznaltuk.
A sejteket normoxias és hipoxias (1% O,) ké-
rilmények kozott TSA jelenlétében vagy anél-
kil inkubaltuk, majd kvantitativ PCR segitsé-
gével hataroztuk meg a kivalasztott célgének
MRNS-szintjét. Az eredmények azt mutattak,
hogy a 3-as és 4-es tipusl dopaminreceptorok
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expressziodja a 8-10-szeresére novekszik két-
napos hipoxids kezelést kovetéen, mig a
katechol-O-metiltranszferaz, a monoamin-
oxidaz A és a dopamin-transzporter mRNS-
szintje nem valtozott. Ezzel szemben a TSA-
kezelés nem befolyasolta a dopaminreceptorok
transzkripciéjat, mig a dopamin- és a
szerotonin-transzporterek szintje mar 3 6ras
inkubaciét kovetéen dramai mddon emel-
kedett, ellenben a COMT és a MAO-A szint-
je erb6sen lecsOkkent. Megfigyeléseink arra
utalnak, hogy hipoxids koérilmények el6se-
githetik a dopaminerg neurotranszmissziét a
posztszinaptikus dopaminreceptorok fokozott
expressziojaval, mig a hiszton-dezacetilazok
gatldsa a preszinaptikus monoaminkészletek
feltoltését eredményezheti, a visszavétel fo-
kozodasa és a lebontd enzimek atirdsanak
csbkkenése révén. (ETT 55105)

P5-06

A metabolikus szenzor SIRT1 szirtuin
deacetilaz a Hsp90 kliense

Nguyen M. T., Csermely P., Séti Cs.

SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest

Az élettartam meghatarozasaban fontos sze-
repet jatszik az anyagcsere-allapot kdrnyeze-
ti ingereknek megfelel6 szabdlyozasa. A sejt
energiaallapotat érzékel6 utvonal egyik cso-
mopontja a szirtuin (Sir2) hiszton deacetilaz.
Szamos kulcsfehérje, igy az E2F, a p53, a
PPARgamma és a FOXO deacetilaciojaval szin-
te az 6sszes cellularis folyamatot szabalyoz-
za, a tulélést és a tumorképzédést serken-
ti. A vordsborban taldlhatd szirtuinaktivator
resveratrol, illetve a szirtuin genetikai aktiva-
ciéja gerinctelenekben megndveli az élettar-
tamot, az emlés SIRT1 hianya pedig jelentds
élettartam-csokkenést okoz egerekben. A
Hsp90 az eukaridta sejt konzervalt, nagy meny-
nyiségben jelen levd, specifikus chaperonja,
mely a jelatviteli folyamatokban résztvevé la-
bilis fehérjék szerkezet- és funkciofenntarta-
saban vesz részt. Tobbszaz kliense - tdbbek
kozott transzkripcids faktorok (p53, szteroid
receptorok), kinazok (Raf, Akt), polimerazok
(telomerdz) - a novekedési jelpalyak fon-
tos mediatorai. A Hsp90 gatldsa a kliensek
proteaszémafiiggd i6ja vezet,
ezért a Hsp90 igéretes kemoterapias célpont.
Mivel a SIRT1 hidrofob NAD-kot6hellyel ren-
delkez6, komplex multidomén fehérje, mun-
kankban arra a kérdésre kerestik a valaszt,
vajon igényli-e funkcidjahoz a Hsp90 jelenlét-
ét. Eredményeink szerint COS-7 sejtekben a
Hsp90-gatldészer geldanamycin (GA) a SIRT1
fehérje szintjét dozis- és idofliggbéen csok-

kenti. Proteaszomagatlo szer és GA egylittes
hatdsara a SIRT1 a detergens-inszolubilis (le-
dékbe keril. Immunprecipitacids kisérletekkel
kimutattuk a SIRT1 és a Hsp90 GA-érzékeny
komplexét. A nukledris SIRT1 mind GA,
mind PI3-kindz gatld hatdsdra a citoszolba
transzlokalddik, mely a Hsp90 direkt vagy Akt-
fliggl6 hatasara enged kovetkeztetni. Eredmé-
nyeink alapjan a SIRT1 a Hsp90 kliense, igy
a Hsp90 elGsegitheti a metabolikus szignal-
transzmissziét, gatlasa pedig a SIRT1-en ke-
resztil is csokkentheti a tumor-névekedést és
a stresszrezisztenciat.

P5-07

SKN-1 antioxidans transzkripcios faktor sze-
repe a patogénrezisztencia kialakitasaban
Caenorhabditis elegans fonalféregben

Papp D., Csermely P., Sé6ti Cs.

SE, Orvosi Vegytani Intézet, Budapest

Az Oregedés altalanosan el6forduld jellemzé-
je az oxidativ stressz és a csokkent immun-
funkcié. Szamos modellen végzett vizsgalat
iranyult az oxidativ stressz és az immunvalasz
kozotti bonyolult kapcsolat tisztdzasara. Az
utdbbi években fedezték fel a Caenorhabditis
elegans fonalféregben is, hogy bakterialis fer-
t6zés soran oxidativ stressz alakul ki. A reaktiv
oxigén-szarmazékokat részben a fert6z6 bak-
tériumok, részben a bélhamsejtek falaban levd
NADPH oxidazok termelik. A bélhdmsejtekben
fellépb oxidativ stressz jelenlétét bizonyitja az
antioxidans enzimek fokozott expresszidja,
amelyet a DAF-16 FOXO transzkripcids faktor
indukal. Eziddig mas antioxidans regulatorok
(mint példaul az NRF2-ortoldg SKN-1) szere-
pét nem vizsgaltdk a C. elegans immunitasa-
val 6sszefliggésben. Az SKN-1 transzkripcids
faktor a fonalféreg bélcsévében és ASI neu-
ronjaiban expresszalédik. Mind KO mutans
torzsekkel, mind RNAi-csendesitéssel vég-
zett kisérleteink bizonyitottak, hogy SKN-1
hidnydban a férgek jelentésen megemelke-
dett érzékenységet mutatnak mind a Gram-
negativ Pseudomonas aeruginosa, mind a
Gram-pozitiv Enterococcus faecalis baktéri-
umokra. Kimutattuk tovabba az SKN-1 akti-
célgénjének indukaldédasat P. aeruginosa-
fert6zés hatasara. Az utdbbi években fedezték
fel, hogy az SKN-1 az antioxidans védekezé-
sen tul részt vesz az élethossz modulaldsaban
is. EbbOl addéddan vizsgadltuk meg az SKN-1
szerepét az immunszeneszcencia kialakulasa-
ban. Kisérleteink kimutattdk, hogy az életkor
novekedésével csdokken az SKN-1 célgének in-
dukalhatésaga P. aeruginosa-fert6zés soran.
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Osszefoglalva eredményeinket megallapithat-
juk, hogy az SKN-1 sziikséges a C. elegans
patogénrezisztenciajanak kialakitdsahoz, és
célgénjei csokkent indukalhatésaga hozzaja-
rulhat az immunszeneszcencia kialakulasa-
hoz.

P5-08

A szdveti transzglutaminaz hianya egerekben
fokozza a fogzomanc mineralizacidjat

Sarang Zs.

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

A szovetitranszglutaminaz (TG2) multifunkcids
fehérje, amely fehérje-keresztk6to aktivitason
tul GTPaz- és kinazaktivitassal is rendelkezik,
és mind sejten belll, mind extracellularisan
megtalalhatd. A sejten kivili TG2-rél ismert,
hogy részt vesz a kondrocitdk érésében, az
extracellularis matrix kialakitdsaban és a
csontképzésben. Ugyanakkor a TG2 fogfej-
I6désben betoltott szerepe kevéssé ismert.
Kisérleteinkben in vivo és in vitro vizsgaltuk
vad tipusu és TG2-hianyos egerek fogait. A
fogakat kilonbo6z6 fejlodési stadiumu egerek-
bdl izolaltuk: embrionalis 14, 15 és 16. nap,
fogattorés elGtt (szliletés utani elsé napon) és
feln6ttkorban (2-3 hénapos). A korai fogfejl6-
dés soran (fogbimbd-, harang- és sapkastadi-
umban) nem taldltunk morfolégiai valtozast a
TG2 hidnyaban. Szintén nem volt eltérés a fel-
nétt fogak kalcium/foszfat-aranyaban, viszont
szignifikans eltérést taldltunk a feln6tt fogak
zomanckeménységében, amely felgyorsult
zomancmineralizacidra utal a TG2 hianyaban.
Tovabba a metszdfogak 3D analizise kissé vas-
tagabb zomancréteget mutatott ki knock out
egerekben. Eredményeink arra utalnak, hogy
a TG2 szabdlyozd szerepet jatszhat zomanc
mineralizacidjaban. (OTKA F-67632)

P5-09

Coeliakia-rizikofaktorral rendelkezé
endotélsejtek vizsgalata

Téth B.1, Simon-Vecsei Zs.!, Kiraly R.t, Fésis L.1,
Korponay-Szabd 1.2

1 DE OEC, Biokémia és Molekularis Bioldgia In-
tézet, Debrecen; 2 Coeliakia Centrum, Heim Pal
Gyermekkdérhdz, Budapest

A coelidkia a kaldaszos gabonafélékben [évd
gluten fogyasztasakor kialakulé autoimmun
reakcié a 2-es tipusu transzglutamindz enzim
ellen, mely leggyakrabban vékonybélbeteg-
ség, malabszorpcié formajaban jelenik meg.
A betegség csaladi halmozodast mutat, a be-
tegek gyermekei 20-30%-ban érintettek. A
coelidkia HLA-asszocialt betegség, mely szoros
kapcsolatban all a DQ2- és DQ8-hordozassal,
mely szikséges, de nem elégséges feltétele
a betegség kialakuldasanak. A magyar popu-
lacioban DQ2 kb. 25%-ban fordul el6, ezért a
HLA mellett mas, egyel6re ismeretlen gén(ek)
is feltehetéen részt vesz(nek) az antigén-
prezentacié és az immunvalasz kialakitasa-
ban. Vizsgalatainkban coeliakids csaladok
Gjszulottjeinél HLA-DQ-tipizalast végeztliink
és koldokzsinérbél endotélsejteket (HUVEC)
izolaltunk, majd ezeket prospektiv maddon,
az antigéninger el6tt vizsgaltuk sejtszintl el-
térések keresésére. Kilonbozd extracellularis
molekulakkal fedett felszineken vizsgaltuk
az endotélsejt-adhézidét, -proliferaciot, -mig-
raciot és az érképzési tulajdonsagokat, eze-
ket a paramétereket Gsszehasonlitottuk ke-
reskedelmi és normal populaciébdl preparalt
HUVEC-sejtek viselkedésével. A migracios
kisérletekben azonos id6 alatt a kereskedel-
mi HUVEC-sejtekhez képest 89% vandorolt
azonos tavolsagra a normal (altalunk prepa-
ralt, egészséges mintabol szarmazo) sejtek-
bdl, a magas rizikofaktorli (DQ2-homozigota)
sejtekbdl 14-52%, az alacsony rizikofaktoru
sejtekbdl pedig 12%. A magas rizikofaktoru
sejtek csokkent adhézidt (25-50%) mutattak,
valamint kollagénfelszineken kevésbé képez-
tek vaszkuldris strukturakat. Egyes sejtvona-
lak a vizsgalt paraméterekben jelentdsen k-
[6nboztek, mely nem HLA kockazati tényez6k
jelenlétét tdmasztja ala. Ezek jelentdségét a
tovabbiakban a betegség késdbbi kialakula-
sa szempontjabdl vizsgaljuk. Az eredmények
tovabbi méréseket indokolnak olyan kisérle-
ti rendszerekben, ahol coelidkids betegekbdl
szarmazo antitestek is jelen vannak.
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P6 — Membrancsatornak és -transzporterek

P6-01

A TRPM2-csatorna kozvetlen és kozvetett
modulatorainak vizsgalata

Téth B., Csanady L.

SE, Orvosi Biokémia Intézet, Budapest

A TRPM2 Ca?*-permeabilis kationcsatorna, amely-
nek fontos szerepe van az oxidativ stresszhez
kapcsolddd, mind fizioldgids, mind patofizioldgias
folyamatokban. A TRPM2-csatornakat ADP-ribdz
(ADPR) és intracelluldris Ca?+ egylttes jelenléte
aktivalja, de mikodését szamos intracellularis fak-
tor is befolydsolja. Egész sejtes mérések soran,
TRPM2-expresszalo sejtek kezelése hidrogén-per-
oxiddal (H,0,), intracellularis dializise ciklikus ADPR
(cADPR) és nikotinsav-adenin-dinukleotid-foszfat
(NAADP) reagensek aktivaltak, mig AMP dializise ga-
tolta a csatornat. Emellett intakt sejtekben a H,0,,
a cADPR és az NAADP fokozta a TRPM2-csatornak
ADPR iranti érzékenységét. Azonban ilyen tipusu
méréseknél a sejt enzimei és Ca%*-rendszerei jelen
vannak, igy nem doénthet6 el, hogy ezek a modu-
latorok a TRPM2-csatornahoz kozvetlentl kétédve,
vagy az ADPR-nak és a Ca?*-ionoknak, mint elsdd-

e

solva, kozvetett mddon hatnak. Kutatasunk célja
az volt, hogy azonositsuk a TRPM2-csatorna direkt
modulatorait. Enhez hTRPM2 csatornat expresszald
Xenopus-petesejtekbdl szarmazd inside-out patch
citoszolikus felszinét kozvetlentl perfundaltuk
H,0,, AMP, cADPR, NAADP és nikotinsav-adenin-
dinukleotid (NAAD) reagensekkel, és megvizsgal-
tuk, befolyasoljak-e a TRPM2-csatorna aramat. A
H,0, (1 mM) és az enzimatikusan tisztitott cADPR
(10 uM) nem aktivalta, mig az AMP (200 pM) nem
gatolta a TRPM2 miikdodését. A NAADP a maxima-
lis daramnak csak 50%-at tudta kivaltani, igy par-
cialis agonistanak, mig a NAAD teljes agonistanak
bizonyult, de mindkét molekula affinitdsa nagyon
alacsony volt (K, = 104 és 35 uM). Az ADPR hata-
sanak fokozasara sem a H,0,, sem a cADPR, sem
az NAADP nem volt képes. Figyelembe véve ezen
molekuldk intracellularis koncentraciéit és alacsony
affinitdsukat, nem valdszinl, hogy fizioldgids ko-
rilmények kozott direkt modon befolydsolndk a
TRPM2-csatorna mikodését.

P7 - Tovabbi poszterek

P7-01

A retinoidok befolyasolhatjak a szoveti
transzglutaminaz keletkezését az elhalé
timocitakban

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

DE OEC Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

A timocitak csontvel6i 8ssejtekbdl szarmazo sej-
tek. Erésik és differencialdodasuk a timuszban tor-
ténik meg, melynek soran a timocitak tébb mint
90%-a elhal. Az intézetben folyt korabbi kutatasok
kimutattak, hogy az apoptodzis kivaltasakor pl.:
glukokortikoid oltasat kovetéen, nagy mennyisé-
gl szoveti transzglutaminaz (TG2) termel6dik a
timocitakban. A timocitadk elhaldsat in vitro is el6-
idézhetjlk glukokortikoid kezeléssel, de ezzel egyi-
dejlileg a TG2 indukaldédasat nem tudtuk kimutatni.
Kisérleteink soran arra keressiik a valaszt, hogy
mely anyagok m(ikédhetnek kézre a timocitak in
vivo apoptdzisa soran, melyek a timocitdk szove-
ti kornyezetében megtaldlhatéak és sziikségesek
a TG2 in vivo termel6déséhez. Laborunk korabbi
adatai azt mutatjak, hogy a timocitak elhalasat a
timuszban jelenlévd retinoidok és az apoptotikus
sejteket eltakaritd makrofagok altal termelt
transforming-growth -factor-béta (TGF-béta) is be-
folyasolhatja. Mind retinsav, mind TGF-béta kétohely
létezését leirtak a TG2 promoterében. Kisérleteink-
ben retinoidok és TGF-béta hatasat vizsgaljuk a TG2
megjelenésére, a timocitak apoptdzisa soran. Ada-
taink azt mutatjak, hogy a TGF-béta és a retinsav,
valamint az apoptozist kivaltd glikokortikoid vagy

anti-CD3 antitest egylittes hatdsa sziikséges a TG2
mRNS hatdsos indukciéjahoz. In vivo apoptozis ki-
valtasat kovetben a retinsav szintéziséért felelGs
enzimek nagymérték(i novekedését tapasztaltuk.
Tovabba, a TGF-béta hatds kdozombositése vagy a
retinsav szintézis gatldasa megakadalyozza a TG2
indukcidjat az in vivo apoptdzis soran. Mindez arra
utal, hogy a retinsav és a TGF-béta is kdzrejatszik
az apoptotikus timocitakban keletkezé TG2 induk-
cidjaban.

P7-02

MI BEFOLYASOLIJA A SZOVETI
TRANSZGLUTAMINAZ KELETKEZESET AZ EL-
HALO TIMOCITAKBAN?

Somlai G., Garabuczi E., Szondy Zs.

DE OEC Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet,
Debrecen

A timocitak csontvelGi &ssejtekbél szarmazd sej-
tek. Erésiik és differencidlédasuk a timuszban tor-
ténik meg, melynek soran a timocitak tobb mint
90%-a elhal. Az intézetben folyt korabbi kutatasok
kimutattdk, hogy az apoptdézis kivaltasakor pl.:
glikokortikoid oltasat kovetéen, nagy mennyisé-
gl szoveti transzglutamindz (TG2) termelddik a
timocitakban. A timocitdk elhaldsat in vitro is el6-
idézhetjlk glikokortikoid kezeléssel, de ezzel egyi-
dejlileg a TG2 indukalédasat nem tudtuk kimutatni.
Kisérleteink soran arra keressiik a valaszt, hogy
mely anyagok miikddhetnek kézre a timocitakin vivo
apoptoézisa soran, melyek a timocitak széveti kor-
nyezetében megtaldlhatdéak és szitkségesek a TG2
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in vivo termelédéséhez. Laborunk korabbi adatai azt
mutatjak, hogy a timocitédk elhaldsat a timuszban
jelenlévé retinoidok és az apoptotikus sejteket el-
takaritd6 makrofagok altal termelt transforming-
growth -factor-béta (TGF-béta) is befolyasolhatja.
Mind retinsav, mind TGF-béta kot6hely létezését le-
irtdk a TG2 promdterében. Kisérleteinkben retinsav
és TGF-béta hatasat vizsgdljuk a TG2 mRNS-ének
megjelenésére, a timocitak glikokortikoid kival-
tott in vitro apoptdzisa soran. Adataink azt mu-

tatjak, hogy a TGF-béta és a retinsav, valamint az
apoptoézist kivaltd glikokortikoid egylittes hatasa
szlikséges a TG2 mRNS hatésos indukcidjahoz. In
vivo apoptozis indukcié soran a TGF-béta hatas ko-
z0mbositése vagy a retinsav szintézis gatlasa meg-
akaddlyozza a TG2 indukcidéjat. Mindez arra utal,
hogy a retinsav és a TGF-béta is kozrejatszik az
apoptotikus timocitakban keletkez6 TG2 indukcio-
jaban.
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