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Fényérzékenyit6é anyagok sejtmembranba torténé beépiilésének vizsgalata
modellrendszereken

A fotodinamikus reakciok alkalmazasa széles korben elterjedt a vérkészitmények sterilizala-
satol kezdve egyes borbetegségek (pl. psoriasis), szembetegségek (pl. macula-degeneracio),
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ja. Munkank sordn a sejtmembranban bekovetkezd valtozasok tanulményozasdhoz
liposzoémakat hasznaltunk modellrendszerként, és arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a
csak kismértékben eltérd fényérzékenyitd anyagok hogyan helyezkedhetnek el a lipid kettds-
réteg kornyezetében, illetve, hogy a kiillonb6zé kolcsonhatasok érvényesiilése révén milyen
lesz a ,,k6t6helyek™ eloszlésa.

Legfontosabb modszeriink a nagyfelbontasu fluoreszcencia-spektroszkopia volt, amelyet
hagyomanyos abszorpcids €és emisszios spektroszkopidval valamint fényszorasméréssel egé-
szitettink ki. M¢éréseinkhez kétfajta mezoporfirint (MP—dimetil-észter [MPE] és MP-—
dihidroklorid [MPCI]), valamint egykomponensii kis unilamellaris vezikuldkat hasznaltunk,
amelyeket kiilonb6zo szénatomszamu (14, 16, 18) telitett zsirsavlancokat tartalmazo
foszfolipidekbdl allitottunk eld. A liposzomak épségének, valamint méreteloszlasanak ellen-
Orzését az emlitett kiegészitd modszerekkel végeztik. A nagyfelbontdsu vagy mas néven
»site”-szelektiv fluoreszcencia-spektroszkopia alkalmazhatosagénak elengedhetetlen feltétele
az alacsony homérséklet (tipikusan 10 K), amely csak eszkdz a nagy felbontés eléréséhez és a
molekulak termikus mozgéasabol adodo zavarok csékkentéséhez. Ily mddon a szobahdmérsék-
leten, fiziologias korliilmények kozott is 1étezd allapotok egy pillanatképéhez jutunk, és vald-
jéban ezt tanulmanyozzuk. A fagyasztds el6tt mintdinkhoz glicerint adtunk, amely egyrészt a
membranstruktira védelmét biztositja, masrészt javitja a minta atlatszoésagat. A modszer
egyik jelentds elénye az, hogy az optikai jelet kdzvetleniil a membranhoz asszocialodo fény-
érzékenyitd adja és nem egy hozzaadott jelzo, igy elvileg az 0sszes porfirin molekula jele de-
tektalhato.

A kelléen felbontott spektrumsorozatokbol el6 tudtuk allitani a ,,kotohelyek™ jellemzésére
hasznalhato eloszlasfliiggvényeket. Ezek a fiiggvények azt adjdk meg, hogy a
porfirinmolekuldk mekkora hanyada gerjeszthet az adott frekvenciaju fénnyel. Mivel a ger-
jeszthetdséget a porfirinmolekula és annak molekularis koérnyezete hatdrozza meg, ezért az
igy kapott eloszlasfiiggvénnyel az asszociacid helyeit, azaz a ,,site”-okat is jellemezhetjiik. A
meghatarozott eloszlasfiiggvények az MPE esetében két, mig az MPCI esetén egy Gauss-
gorbével illeszthetok. Az illesztett gérbék paraméterei alapjan az is kideriilt, hogy az MPE
egyik illesztett Gauss-gorbéje megegyezik az MPCIl eloszlasfliggvényével.

Mindebbdl két lehetséges ,,kotohelyre” kovetkeztethetiink, de az MPCI esetében csak az
egyik fordul eld. Az illesztési paraméterek tovabbi elemzése oda vezetett, hogy a két kiilon-
b6z06 ,,kotéhelyet” molekularis szinten is azonositani tudtuk: az egyik kotdhely nagy valoszi-
nliséggel a zsirsavlancok mentén, mig a masik a membrant alkotd két lipidmolekula-réteg
kozott helyezkedik el. Ezek a helyek természetesen csak az eloszlasfiiggvények varhatd érté-
keinek felelnek meg, amelyektdl jelentds eltérések is megengedettek. A konvencionalis spekt-
roszkopiaval meghatarozott asszociacios allandok is alatdmasztjak ezt az elképzelést, ugyanis
az MPE nagyobb affinitdst mutatott a liposzomakhoz, mint az MPCI, tehat nagyobb eséllyel
tud mélyebbre hatolni a két lipidmolekula-réteg koze.

A munka MPE-vel kapcsolatos részérdl az elsé publikacio sziiletdben van (submitted: JPC).
Témavezetd: Dr. Herényi Levente
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A glikogén szintaz kinaz 3P gén kopiaszam vizsgalata TagMan proba alkalmazasaval

Kérdésfeltevés: A Gsk3[3 gén a bipoldris depresszid egyik kandidans génje, mely a Wnt szig-
nal utvonal kulcskomponense, valamint a litium-sok célpontja. Egy nemrég megjelent kozle-
mény szerint a gén 3’ kodold vége amplifikalddhat vagy delécidt szenvedhet. A megjelent
kozlemény alapjan az is feltételezhetd, hogy a Gsk3B gén részleges kiesésé-
nek/ismétlddésének szerepe van a depresszid kialakulasaban illetve a litium-sokra adott valasz
mindségében. Ezt a feltevést kivantuk jelen vizsgalatainkban megerdsiteni vagy elvetni.

Alkalmazott mddszerek: Jelen munkdban TagMan proban alapulé real-time PCR moédszert
alkalmaztunk a Gsk3f gén kopiaszam vizsgalatara 222 depresszidoban szenvedd beteg és 181
egészséges kontroll személy DNS-ét felhaszndlva. A probat és a primereket Primer Express
programmal terveztiik. Kontrollként RNazP amplifikaciot végeztiink az ABI altal tervezett

crcr

cyey

relativ ardnyat. A kontroll génszamot kettdnek véve szamoltuk a mért gén kopiaszamat.
Eredmények: A tervezett TagMan rendszer alkalmasnak bizonyult mennyiségi mérésre, mi-
vel a kiilonb6zé DNS oldatok higitasi fokdnak fliggvényében abrazolt C; értékek egyenesei-
nek meredeksége jol kozelitette az elméleti optimélis értéket (-3,32). Igy a kidolgozott
TagMan rendszert felhasznaltuk a laboratériumban rendelkezésre allo6 222 depresszidban
szenvedod beteg és 181 kontroll személy Gsk3p gén kopiaszam vizsgalatara. Az eredményeket
eset-kontroll asszocidcios analizisben kivanjuk felhasznalni.

Kovetkeztetések:
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tobb ¢és specifikusabb TagMan rendszert hasznaljuk fel a Gsk3 gén kopiaszamanak meghata-
rozasara.

Publikaciok:

A témavezetd csoportjaban hosszabb ideje foglalkoznak a bipoléris depresszid genetikai rizi-
kofaktorainak  kutatasaval. Eddig  azonban  elsdsorban  SNP-t (1), illetve
hossztsagpolimorfizmust (2) vizsgaltak. A jelen munka elsdként foglalkozik munkacsopor-
tunkban a bipolaris depresszid kialakuldsdban esetlegesen szerepet jatsz6 CNV-vel. A jelen
vizsgalatban kidolgozott TagMan rendszert a munkacsoport felhasznalta egy 1) CNV modszer
kidolgozasanak validalasara is (3).

1. Hejjas K, Szekely A, Domotor E, Halmai Z, Balogh G, Schilling B, Sarosi A, Faludi G,
Sasvari-Szekely M, Nemoda Z. Association between depression and the GIn460Arg
polymorphism of P2RX7 Gene: A dimensional approach. Am J Med Genet B Neuropsychiatr
Genet. 2008 Jun 9. [Epub ahead of print]

2. Sarosi A, Gonda X, Balogh G, Domotor E, Szekely A, Hejjas K, Sasvari-Szekely M, Faludi
G. Association of the STin2 polymorphism of the serotonin transporter gene with a
neurocognitive endophenotype in major depressive disorder. Prog Neuropsychopharmacol
Biol Psychiatry. 2008 Jul 3. [Epub ahead of print]

3. Szantai E, Elek Zs, Guttman A, Sasvari-Szekely M. (2008) Candidate gene copy number
analysis by PCR and multicapillary electrophoresis. Electrophoresis (kozlésre elfogadva)

Témavezeté: Dr. Szantai Eszter és Dr. Sasvari Maria
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Protein-protein interakcio hexo6z-6-foszfat-dehidrogenaz és 11-béta-hidroxiszteroid-
dehidrogenaz 1-es tipusa kozott

A kortizol prereceptorialis aktivalasdban, s igy a metabolikus szindroma patogenezisében a
hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz (HO6PDH) és a 11-béta-hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11pB-
HSD1) egyiittmiikodése alapvetd jelentdségi. A H6PDH biztositja a kofaktor NAPDH-t a
11B-HSD1 szdmara. A célunk az volt, hogy megvizsgaljuk, van-e kozvetlen fehérje-fehérje
interakci6 a két enzim kozott, ami szerepet jatszik a 11-HSD1 enzim aktivitasaban.
11B-HSD1-t és HOPDH-t nem expresszalo HEK-293 sejteket vad és mutans 11B-HSD1-gyel,
valamint mas szteroid dehidrogenaz-reduktaz aktivitast enzimekkel transzfektaltuk és mértiik
a 11B-HSD1 enzimaktivitasat. Koimmunoprecipitacioval, Far-Western modszerrel és fluo-
reszcens rezonancia energia transzfer (FRET) vizsgalattal pedig a fehérje-fehérje interakcio-
kat vizsgaltuk.

Kimutattuk, hogy a H6PDH koprecipitalhaté 11p-HSD1-vel, mig 11p-HSD2-vel és 1783-
HSD2-vel nem. Az interakcid tovabbi vizsgélata céljabol a korabban leirt 113-HSDI és 1183-
HSD2 kimérakkal végeztiink vizsgalatokat. Azt tapasztaltuk, hogy a 12F kiméra, mely a 11§-
HSDI1 N-terminalis 39 aminosavat tartalmazza, koprecipitalodik HOPDH-zal, mig a 21F ki-
méra, melyben a 113-HSD1 C-termindlis régidja szerepel, elvesziti koprecipitacios képessé-
gét. Far-Western blot kisérleteknél a transzfektalt HEK-293 sejtek lizatumait vittiik fel SDS-
PAGE gélre, majd a nitrocelluléz membrant tisztitott myc-tag H6PDH-zal inkubaltuk. A
membranhoz kapcsolodott fehérjéket anti-myc antitesttel jeloltiik. A Far-Western blot kisérle-
tek is megerdsitették, hogy a 12F kiméra megtartotta H6PDH interakcids képességét, mig a
21F kiméra elvesztette azt.

Feltételezésiink szerint a 11B-HSD1 N-termindlis transzmembran hélixében talalhato
tirozinok fontos szerepet toltenek be a NADPH megkotésében. Az enzim tovabbi megismeré-
se céljabol a fehérje N-terminalis négy tirozinjat alaninra cseréltiik (Y18-21A), majd 6sszeha-
sonlitottuk a vad és mutans 11B-HSD1 interakcios és enzimatikus tulajdonsagait. A mutans
11B8-HSD1 szignifikansan erésebb precipitaciot €s interakcids szignalt mutatott, viszont 6tszor
alacsonyabb kortizon redukalé hatédsra volt képes, amit a HOPDH jelenléte nem tudott fokoz-
toltuk, ami kedvez a NADPH ko&tddésének. Hidba az erdsebb interakcios készség, valamint a
H6PDH biztositotta kofaktorellatottsag (NADPH), a mutans enzim nem tudta fokozni korti-
zon reduktdz aktivitasat.

A FRET vizsgalat soran két kiilonb6z6 fluoreszcens festékkel jeldlt fehérjemolekulat vizsgal-
tunk. A fluoreszcens festékeket ugy valasztottuk meg, hogy az egyik emisszios spektruma
egybeessen a masik gerjesztési energiajaval. Amennyiben a két fehérje egymashoz kozel he-
lyezkedik el, az elsé gerjesztésére a méasodik kapcsolt fehérje emisszigjat tudjuk mérni. Az
energiaatadas hatékonysagat befolyasold legfobb tényezo a két molekula tavolsaga. A FRET
modszer kivaldan alkalmazhatdo molekularis asszociaciok, interakciok kimutatasara. Eredmé-
nyeinkben azt kaptuk, hogy a C-terminalison ECFP-hez fuzionalt 113-HSD1 illetve N vagy C
termindlison EYFP-hez fuzionalt HOPDH erds interakcidt mutat intakt sejteken.
Osszefoglalva elmondhatjuk: koimmunoprecipitaciés, Far-Western és FRET moédszereket
alkalmazva szemléltettiik a direkt fehérje-fehérje interakciot a 11B-HSD1 és a HOPDH kozott
sejthomogenatumban és intakt sejteken is.

Témavezetd: Dr. Kardon Tamads; Prof. Banhegyi Gabor; Prof. Odermatt Alex
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Stressz hatasa az éleszto fehérje-fehérje kolcsonhatasi halozatara

A biologiai rendszerekrdl rendelkezésre allo adattomeg az elmult években rohamos nove-
kedésen ment keresztiil. Mivel ezen adatok nagy része gyogyaszati jelentdséggel is bir, igy
kiemelt jelentdségli a megfeleld értelmezésiik, hogy a megszerzett tudast a jovében terapias
célzattal is hasznosithatni lehessen. A helyes megkdzelitéshez sziikség van olyan atfogo elem-
z6 modszerekre, mint amilyen az altalunk alkalmazott halozatelemzés. Vizsgélatunkban azt a
célt tiztiik ki magunk elég, hogy képet kapjunk az élesztd (S. cerevisiae) fehérje-fehérje kol-
csOnhatasi haldzatanak (interaktomjanak) kiilonbozo stresszhelyzetekben bekovetkezo valto-
zasair6l. A témavezetdm eldzetes adatokat kozolt arrdl, hogy az éleszté-interaktom modularis
szerkezetére milyen altalanos valtozasok a jellemzéek egy képzetes, altalanos stressz hatasara
(Palotai és mtsai, 2008), azonban e munkaban sem e valtozasok részletes vizsgalata, sem pe-
dig funkcionalis kovetkezményeik elemzése nem tortént meg. Ilyen eredmények a szakiroda-
lomban sem talalhatoak.

Az éleszt6-interaktom fehérje csoportjait (moduljait) a témavezetdém munkacsoportjaban
(www.linkgroup.hu) nemrég kifejlesztett ModuLand eljarascsaladdal hataroztuk meg (Cser-
mely €s mtsai, 2006). Az altalunk hasznalt nagy megbizhatosagu éleszté-interaktomot (2444
fehérje, 6271 kapcsolat) kezdetben egységnyi sulyokkal vizsgaltuk. Megmutattuk, hogy 13
stressz koriilménynek a génexpresszidra gyakorolt atlagolt hatasat a fehérje szintekre model-
lezve a fehérje interaktom moduljainak szama n6, a modulok atfedése csokken, valamint csu-
pan 1-2 fehérje igen gazdasagos kicserélésével néhany modul funkcidja gydkeresen megval-
tozik. Az elemzésben hasznalt interaktom korlatainak megismeréséhez eltérd méretli és kap-
csolati stirliségii halozatokkal (www.string.embl.de) is kiegészitettiik a fenti elemzést. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az interaktom mérete és kapcsolatsiiriisége igen nagy mérték-
ben moduldlja a fenti eredményeket (Mihalik és mtsai, 2008). Elemzésiinket tobb adatsorbol
szarmazo, valos mRNS mennyiségekkel megismételve arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy
az atlagos stressz alkalmazésa elnagyolt, és a hatdsok nyomon kovetésére sziikség van az
egyedi stresszallapot vizsgalatara is. Megfigyeltiik, hogy a kiilonboz6 stresszorok eltérd kine-
tikaju stressz valaszt hoznak létre, amelyben mind az id6beni lefutds, mind pedig az mRNS
expresszio és lebomlas mértéke fontos szabalyozoja lehet az interaktom stresszben bekovet-
kez6 funkcionalis atalakuldsainak. Elemzésiinket direkt fehérje-mennyiségi adatok elemzésé-
vel is kiegészitettiik. Altalanossagban elmondhaté, hogy az éleszté interaktomja stresszben
egy sor olyan dinamikus mddosuldst mutat, amely fontos az egyedi stressz-adaptacidban és
tartalmaz olyan statikus véltozasokat is, amelyek a haldzat integritdsdnak, és igy a sejt életé-
nek a fenntartasaért felelések. Vizsgalataink igen fontos jelentdséggel birnak a stressz-valasz
¢s a biologiai adaptacid rendszer-szemléletli megértése szempontjabol, és ramutatnak a jelen-
leg elérhetd adatbazisok alkalmazasanak buktatoira is.

Csermely, P., Korcsmaros, T., Kovdcs, 1. és Szalay, M. (2006) Method for analyzing the fine
structure of networks. W0O2007093960 szabadalmi bejelentés.

Mihalik, A., Palotai, R. és Csermely, P. (2008) Stressz hatasa az élesztd fehérje-fehérje kol-
csOnhatasi halozatdnak modulszerkezetére. Biokémia 32, 67 (poszter absztrakt).

Palotai, R., Szalay, M. S. és Csermely, P. (2008) Chaperones as integrators of cellular
networks: changes of cellular integrity in stress and diseases. [UBMB Life 60, 10-18.

Témavezetd: Prof. Csermely Péter
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Caspasia — a kaszpaz szubsztrat-rendszer halézatos elemzése,
mint az apoptozis uj modellje

A human sejtek apoptozisa soran mintegy 420 kiilonb6zo6 fehérjét hasitanak el az akti-
valddott kaszpaz-protedz rendszerek. Témavezetdnk korabban mar vizsgélta a genetikai regu-
lacios halézatok karosodasanak kdovetkezményeit, arrol azonban, hogy apoptodzisban miért
kell ennyi fehérjét elhasitani, és miért pont ezeket a fehérjéket célozza meg a programozott
sejthaldl folyamata, halézatos elemzés még nem sziiletett. Hasonloan, a poszt-apoptotikus
human protedém héalézatelméleti elemzését sem végezték még el soha.

Vizsgalatainkban azokra a kérdésekre kerestiink valaszt, hogy (1) mennyire szamita-
nak a humén fehérje-fehérje kolcsonhatasi haldzatban az apoptdzis-szubsztratok kitiintetett
elemeknek, (2) kaszpaz-hasitds utani kiesésiik esetén a hal6zat mennyiben sériil, valamint,
hogy (3) kivalasztasuk mennyire tudhaté be a célzott evolucios fejlddésnek, és mennyiben
véletlenszert.

Munkank soran a STRING proteomikai adatbazis egy finomitott valtozatat hasznaltuk.
Ez 10.847 human fehérje 204.172 sulyozott kapcsolatat irja le. A human fehérje-fehérje kol-
csOnhatasi halozat elemzéséhez egyrészt a témavezetdnk munkacsoportja altal kifejlesztett, és
a tavalyi didkkoros konferencian bemutatott ModuLand programcsomagot, masrészt egy sajat
készitésii modularizalé szoftvert hasznaltunk. Ezutdn egy onoptimalizalé genetikus algorit-
mus segitségével valasztottuk ki a halozatot legjobban szétverd, hasonld elemszamu célpont-
listat, hogy megallapitsuk, hogy a természetes folyamat mennyire jol optimalizalt a halozat
degradalasa szempontjabol. Eredményeinket a CytoScape programmal vizualizaltuk.

A két adatbazisban leirt 420 apoptdzis-szubsztrat koziil mindossze 222-t sikeriilt egy-
értelmiien azonositanunk a STRING adatbazisban. Azonban, mar ezen elemek vizsgalata so-
ran is kideriilt, hogy a szubsztratok jellegzetes haldzati paraméterei (centrality, bridgeness,
insidebridgeness, betweenness centrality) 5-7-szeres mértékben haladjak meg a STRING-ben
szerepld fehérjék hasonlo értékeinek atlagat, valamint, ezen paramétereik eloszlasa is statisz-
tikailag szignifikdnsan kiilonbozik a teljes grafban lathato eloszlastol. Sajat modularizal6 al-
goritmusunk szerint az eredeti halézat 208 moduljadb6l minddssze 83 marad meg a
szubsztratok elvétele utan. Ezek a valtozasok, a random kontrollokkal 6sszehasonlitva (159-
183 maradék modul), kiemelkedden szignifikdnsnak mondhatok. Kontrollcsoportként fel-
hasznaltuk még a kemoterapia-rezisztens raksejtekben megvaltozd fehérjék listajat, és mas
protedz-csoportok szubsztratjainak listdjat (kalpain szubsztratok) is. A genetikus algoritmus
altal kijelolt, ,,halozatszétverd” célpontok halozatbol torténd elvétele esetén hasonldan szigni-
fikdns eredményeket kaptunk. A mesterséges célpontok és a természetes szubsztratok ,,halod-
zatszétverd teljesitményének” Osszehasonlitdsa a jelenlegi adatok alapjan arra enged kovet-
keztetni, hogy az apoptdzis folyamata a proteomikus halozat degradalasara rendkiviil magas
fokon optimalizalt.

Agoston, V., Csermely, P. és Pongor, S. (2005) Multiple, weak hits confuse complex systems:
a transcriptional regulatory network as an example. Phys. Rev. E 71, 051909

Csermely, P., Korcsmaros, T., Kovdcs, 1. és Szalay, M. (2006) Method for analyzing the fine
structure of networks. W02007093960 szabadalmi bejelentés

Témavezetd: Prof. Csermely Péter
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A Caskinl és az Abi2 kapcsolatanak vizsgalata

Az elmult években vilagossa valt, hogy a jelatvitelben az enzimaktivitas szabalyozédsan kiviil
a specifikus és szabalyozott fehérje-fehérje interakcioknak is fontos szerepiik van. Ezen inter-
akciok kialakitdsaban kiilonb6z6 funkcionalis egységek, domének vesznek részt. A
szignaltranszdukcioban fontos allvany- illetve adapter fehérjék szamos domént tartalmaznak,
segitségiikkel a jelatvitelben fontos multiprotein komplexek johetnek 1étre. Munkacsoportunk
kutatasanak kozéppontjaban egy ilyen allvanyfehérje, a Caskinl all. A Caskinl az idegrend-
szeri szinapszisokban, els@sorban a posztszinaptikus denzitdsban kifejezdd6 fehérje, els6ként
a Cask nevii fehérjével valo interakcidja alapjan irtak le. Szerkezetét ismerve szamos fehérje-
fehérje kdlcsonhatasban lehet szerepe, am eddig csak a Cask-kal irtak le interakcidjat, a fehér-
je pontos funkcidja pedig mindeddig ismeretlen. Munkacsoportunk célul tiizte ki tovabbi ko-
topartnerek keresését és ezzel Osszefiiggésben a fehérje jelatvitelben betdltott szerepének tisz-
tazasat.

Munkacsoportunk kordbban élesztd két-hibrid rendszer segitségével kimutatta, hogy a
Caskinl szamos fehérje partnerrel alkothat komplexet. Ezen fehérjék koziil az Abi2-vel valod
interakciot tanulmanyoztuk részletesen. Az Abi2 (Abl-interactor 2) fehérjét korabban ugyan-
csak élesztd két-hibrid rendszerben azonositottdk, mint az Abl és Arg tirozin-kinazok
szubsztratjat. Legnagyobb mennyiségben az agyban fejezddik ki és az aktin citoszkeleton
szabalyozasaban fontos szerepet jatszo fehérjekomplex tagja. Az Abi2 knockout egérben su-
lyos idegrendszeri mutaciok tapasztalhatok.

A Caskinl fehérje Abi2-vel valo kapcsolatat in vitro GST precipitacios kisérletekkel vizsgal-
tuk. Ennek soran a teljes hosszisagii Caskinl fehérjét, valamint kiilonb6z6é doménjeit
glutation-S-transzferdz fazios fehérjeként fejeztik ki, majd a fehérjéket GFP-Abi2-t
overexpresszald Cos7 sejtek kivonataval és patkanyagy-kivonattal inkubaltuk. A Western-
blotot anti-GFP ellenanyaggal hivtuk eld. Tovabb szerettiik volna pontositani a két fehérje
kotédési helyét, ezért az Abi2 SH3-doménjét kotd prolin-gazdag régidt négy részre daraboltuk
¢s az el6zoekben ismertetett modszerrel pontosan lokalizaltuk a kotddésért felelds régiot. Ko-
vetkez6 1épésben bizonyitottuk, hogy az Abi2 SH3-doménje felelds a Caskinl fehérjével valod
interakcidért. Ennek sordn az Abi2 SH3-doménjét fejeztiik ki GST-fehérje formajaban, pat-
kanyagy-kivonattal inkubaltuk, majd a membrant Caskinl-antitesttel hivtuk el6. A Caskinl-
Abi2 kapcsolatot in vivo is igazoltuk immunprecipitaciés méodszerrel. A kisérletben V5 cim-
kével jelzett Caskint és GFP-Abi2-t overexpresszald Cos7 sejtkivonatot hasznaltunk. Kont-
roll, illetve V5 cimke elleni ellenanyaggal immunprecipitaltuk a Caskint a lizatumbol, majd a
membrant anti-GFP ellenes antitesttel hivtuk eld.

Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy az Abi2 SH3-doménjével kotédik a Caskinl prolingazdag
szerben interakcios partnere. Az interakciot mind in vitro, mind in vivo modszerekkel igazolni
tudtuk. A Caskinl/Abi2 komplex idegrendszerben betoltott funkcidja jelenleg még nem is-
mert, azt munkacsoportunk intenziven vizsgalja.

Témavezetd: Balazs Annamaria, Dr. Buday Lészlo



Sandor Agnes, Kecskeméti Andras SOTE AOK IV.
Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Mol. Biol. és Pathobiokémiai Int., Budapest

Az Nrli2 (pregnan X receptor) gén kopiaszam vizsgalata

Kérdésfeltevés: Az Nrli2 gén a harmadik kromoszdéma hossza karjan helyezkedik el a gliko-
gén szintaz kinaz B (Gsk3pB) gén kozvetlen szomszédsagaban. Irodalmi adatok alapjan valo-
szinlisithetd, hogy az Nrli2 gén teljes egészében, mig a Gsk3P gén részben érintett a régid
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depresszid kialakuldsaban. Az alkalmazott PCR primereket és a teljes genom analizis adatait
figyelembe véve azonban felmeriilt az a lehetdség, hogy az esetleges pszichogenetikai hatas
time PCR TagMan rendszer segitségével megvizsgaltuk az Nrli2 gén kopiaszamat 222 de-
presszidban szenvedd €s 181 kontroll személy DNS mintaiban.

Alkalmazott modszerek: A vizsgalt betegek és kontrollok DNS mintai a laboratoriumban
rendelkezésre alltak. Az Nrli2 gén valos idejii PCR amplifikacidja a szakirodalomban leirt
modszerrel tortént, TagMan proban alapuld real-time PCR-el. Kontrollként RNazP
amplifikaciot végeztiink az ABI altal tervezett primer/proba rendszerrel. A kontroll és az
Eredmények: A hasznalt TagMan rendszerek megbizhatdsagarél ugy bizonyosodtunk meg,
hogy felvettiik az amplifikéacio C; értékeinek DNS koncentracio fiiggését azonos DNS minta-
bol kiindulva. Az alkalmazott Tagman rendszerek alkalmasnak bizonyultat kvantitativ mérés-
re. A vizsgalt személyek korében a leggyakrabban a diploid kromoszoéméknak megfeleld 2-es
értek fordult eld. Taldltunk azonban olyan eseteket is, amikor az egyik kromoszoéman
génduplikécio tortént, igy a vizsgalt gén 6sszesen 3 példanyban fordult eld.

Kovetkeztetések: A kapott eredményeket két szempont alapjan értékeljiik ki: (1) személyen-
ként dsszehasonlitjuk a jelen munkaban meghatirozott Nrli2 génszadmot az ugyanebbdl a
mintabol mért Gsk3B génszammal, illetve (2) eset-kontroll analizissel Osszehasonlitjuk a
vizsgalt beteg és kontroll mintaban eléfordulé amplifikaciok gyakorisagat.

Publikaciok: A jelen munka 0j eleme az, hogy a Gsk3 génszam varidciokat dsszekapcsolja
az Nrli2 génszam mérésével. A munka szorosan kapcsolodik Kecskeméti Andras éltal bemu-
tatott eredményekhez (1), melynek téméja a Gsk3p génszadm meghatarozasa ugyanezen bete-
gekben; tovabba kapcsolodik Elek Zsuzsa 4ltal bemutatandé eredményekhez (2,3), amennyi-
ben az Elek Zsuzsa altal kidolgozott ij modszer validalasa a jelen eredmények alapjan tortént.
A bemutatott vizsgalat mddszertanilag kapcsolodik a munkacsoport korabbi komplement C4
gén kopiaszam vizsgalataihoz (4), cél génjében azonban eltér.

1. Kecskeméti Andrés, Sandor Agnes: A glikogén szintaz kindz 3B gén képiaszam vizsgalata
TagMan préba alkalmazasaval (SOTE TDK 2009)

2. Elek Zsuzsa: Génszam polimorfizmus vizsgalat PCR és kapillaris elektroforézis technika-
val (SOTE TDK 2009)

3. Szantai E, Elek Zs, Guttman A, Sasvari-Szekely M. (2008) Candidate gene copy number
analysis by PCR and multicapillary electrophoresis. Electrophoresis (kozlésre elfogadva)

4. Szilagyi A, Blasko B, Szilassy D, Fust G, Sasvari-Szekely M, Ronai Z. Real-time PCR
quantification of human complement C4A and C4B genes. BMC Genet. 2006 Jan 10;7:1.

Témavezeté: Dr. Szantai Eszter és Dr. Sasvari Maria



Szabé Bence Tamas FOK IV
Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet, Budapest

Foszfoglicerat kinaz folding és misfolding energiafelszinének 6sszehasonlitasa

A fehérjék mitkoddképes térszerkezetének kialakuldsdhoz sziikséges informécié a po-
limer szekvenciajaban van kédolva. A kod ,kiolvasasat” a fehérje véletlenszerti konformacio-
bol aktiv struktardba torténd gombolyodasa (folding) jelenti. Sok fehérje képes arra, hogy a
kornyezetétdl fliggden egymastol Iényegesen eltérd szerkezeteket hozzon 1étre. A bioldgiailag
inaktiv szerkezetek kialakuldsat hibas gombolyodasnak (misfoldignak) nevezziik.

A fehérjék gombolyodasanak és a misfoldingjanak a vizsgalata orvosi szempontbol
igen fontos. Mintegy hiisz olyan betegség ismert (pl. Alzheimer kor, diabetesz II., Creuzfeld-
Jacob szindroma), amelyeknél a probléma az, hogy nativ allapotukban vizoldékony fehérjék
amiloid plakkokban rakdédnak le. Az amiloid szerkezetek egy tobb 1épésbdl 4ll6 szerkezetval-
tozasi folyamatlanc végallapotat jelentik, amely a nativ allapottal versengve alakul ki. A nativ
¢s az amiloid szerkezetek kialakuldsat irdnyitd intra- és intermolekuldris kdlcsonhatdsok felta-
rasa és a szerkezetvaltozasokat leird termodinamikai modellek megalkotasa segithet az
amiloidozissal jard betegségek jobb megértésében és gyogyitdsaban.

A makromolekuléris szerkezetvaltozasok és kolcsonhatasok mechanizmusaba mély
betekintést nyljtanak az energiafelszin modellek. A fehérje minden egyes allapotahoz hozza-
rendelhetd a fehérje-oldoszer rendszer szabad entalpiaja, amely a fehérje konforméacios tere
folott értelmezett energiafelszint rajzol ki. Allandé nyomason és hdmérsékleten a rendszer a

Bizonyos koriilmények kozott az élesztd foszfoglicerat kindz (PGK) is hajlamos a na-
tivtol eltéré, magasabb béta sik tartalommal rendelkezé szerkezet 1étrehozasara és amiloid
fibrillumok kialakitasara.

A munkam célja az volt, hogy PGK-t hasznalva modellként, feltarjam és egy energia-
felszin modellben értelmezzem a fehérjék folding és misfolding folyamatainak termodinami-
kai kiilonbségeit.

A munka elézménye, hogy témavezetdm elkészitett egy olyan energiafelszin modellt,
amely a PGK foldingjat az 1 ms-tol a teljes felgombolyodasig leirja.

Kisérleteim els6 1épéseként eldallitottam és tisztitottam a PGK enzimet. A fehérje na-
tiv szerkezetét alacsony ionerdsségli savas kozegbe dializalva (pH:2.0) destabilizaltam. Az igy
kigombolyitott fehérjében 1j szerkezet kialakuldsat indukaltam egy pH ¢€s ionerdsség valto-
zassal. A pufferkoriillmények gyors ugrasat stopped-flow vagy kézi keveréssel hoztuk 1étre. A
fehérje szerkezetvaltozasat triptofan fluoreszcencia méréssel kovettem nyomon 1 ms-tdl 5
napig. Semleges pH-n a PGK 15 perc alatt kialakitja a nativ szerkezetét. A savas tartomany-
ban megfigyelheté misfolding napokat vesz igénybe. Az ¢élesztd foszfoglicerat kindz szerke-
zetvaltozasat a pH és az ionerdsség valtoztatasaval folytonosan lehetett hangolni a folding és
a misfolding kozott. Ez lehetové tette, hogy a folding és a misfolding energiafelszinek kozotti
folyamatos atmenetet megfigyeljik, és a két felszin kozotti kiilonbségeket értelmezziik.

A témavezetdmnek, a munkdmhoz kapcsoldodo publikécioi:

Osvath S, Herényi L, Zavodszky P, Fidy J, Kohler G (2006) Journal of Biological Chemistry
281, 24375-24380

Osvath S, Jackel M, Agbécs G, Zavodszky P, Kohler G, Fidy J (2006) Proteins: Structure,
Function, Bioinformatics 62, 909-917

Osvath S, Kohler G, Zavodszky P, Fidy J (2005) Protein Science 14, 1609-1616

Osvath S, Sabelko JJ, Gruebele M (2003) Journal of Molecular Biology 333, 187-199

Osvath S, Gruebele M (2003) Biophysical Journal 85, 1215-1222

Témavezetd: Dr. Osvath Szabolcs



Varji Imre AOK IV
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Plazmin aktivitas vizsgalata gél-fluid hatarfelszinen

A g¢l fazisu fibrin-alvadék feloldasa, plazmin altali proteolizise fiziologids koriilmeé-
nyek kozott folyékony fazis (vérplazma) feldl torténik. Ebbdl a fazisbdl megkozelitve a fib-
rint, a plazmin mind hasitasra érzékeny peptid kotésben szerepld lizin oldallancokhoz, mind a
hatdsara szabadda valé 0j C-terminalis lizinekhez kotddik. Ezen hatarfelszinen 1étrejovo en-
zim-szubsztrat kolcsonhatds enzimatikai leirdsdra eddig még nem sziiletett elfogadhatdé mo-
dell, amely a plazmin hatékonysagot befolyasold tényezoket adekvat médon jellemezné.

A fibrinogén-fibrin atalakulés (kiilonb6zd trombinkoncentraciok melletti) nyomon ko-
vetésére, valamint a plazmin altali lizis vizsgalatara turbidimetrias médszert alkalmaztunk. A
fibrin szerkezetének részletesebb jellemzésére scanneld elektronmikroszkoppal (SEM) készi-
tett képeket hasznaltunk.

A lizis vizsgalata soran kideriilt, hogy az id6ben folyamatosan lassul, am a lassulas
mértéke meghaladja azt a ratat, amely az enzim folyamatos higulasa alapjan varhat6 volna.
Ennek magyardzatara 3 hipotézist allitottunk fel: (1) gatldé peptidek felszabaduldsa a
proteolizis soran; (2) a hasitas folytan olyan ,,ineffektiv’ plazminkotohelyek (C-terminalis
lizin) keriilnek felszinre, amelyek elvonjék a plazmint, igy csokkentve a valdban aktivan hasi-
t6 enzim-poolt; (3) fraktalkinetikai viselkedés: a hatarfelszini fibrinszalak ,,irdnyitjak™ az en-
zimet, a plazmin eloszlésa a fibrinmatrix mentén inhomogénné valik, amely a Km-érték lat-
sz6lagos 1idofiiggd novekvésében nyilvanul meg. A harom hipotézisnek megfeleld
enzimkinetikai modelleket allitottunk fel és Osszevettetiik az altaluk megjosolt lizislefolyast a
mért lefolyassal. Ennek alapjan az (1) hipotézis kizarhat6, (2) és (3) szerinti modell azonban
kielégitéen irja le a tapasztaltakat. A tovabbiakban [-aminokapronsav (lizin-analdg), illetve
karboxipeptidaz mellett vizsgaltuk a fibrinolizist, melyek megsziintetik a (2) hipotézisben
szerepld kolcsonhatdsokat. Hatasukra a fibrin oldéasa felgyorsul, ami a (2) hipotézis mellett
szol.

Mivel a fibrinolizis sebességét a kisérletek sordn a fibrin kiindulasi turbiditasa is befo-
lyasolta, amely Osszefiigg a fibrin szerkezetével, ennek jellemezésére kiilonbozo
trombinkoncentraciok mellett 1étrejott fibrinszalak szerkezeti paramétereit vizsgaltuk SEM-
val. Ennek alapjan szignifikans 0sszefliggés mutatkozott az atlagos fibrinszalatmérdk és az
alvadashoz hasznalt trombin koncentracié kozott, amely valdsziniileg befolyasolja a lizis se-
bességét is.

Osszegzésiil elmondhatd, hogy a fibrinolizis id6beli lassulasaban a folyamat soran
hozzaférhetové valo, a plazmin szamara kotohelyet jelentd C-terminalis lizinek szerepe jelen-
tds, bar egyeldre a fraktalkinetikai viselkedés sem zdrhatd ki. Az adekvat modell birtokdban
kvantitativ képet tudunk nyerni a plazmin hatékonysagat befolyasolo tényezdkrol: igy pl. mi-
lyen litikus kovekezményekkel jar a most leirt sszefiiggés a fibrinszalak atmérdje és a fibrint
1étrehoz6 trombin koncentracidja kdzott.

Az ismertetett vizsgalatok kovetik a Hemosztazis munkacsoport kutatasainak, cikkei-
nek iranyvonalat, azonban a fenti eredményekrdl publikdciéo mindeddig nem sziiletetett.

Témavezetd: Dr. Kolev Kraszimir



Vereczkei Andrea, SZIE-AOTK alkalmazott zoolégus V.
Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Mol. Biol. és Pathobiokémiai Int., Budapest

Dopaminerg kandidans génpolimorfizmusok
heroinfiiggéségben

Kérdésfelvetés: A sulyos tarsadalmi problémat jelentd heroinfiiggdség a komplex betegségek
kozé¢ tartozik, hiszen kialakuldsaban genetikai €és kornyezeti faktorok egyarant szerepet jatsza-
nak. A dopaminerg rendszer az agy jutalmazé kozpontjdnak része, ezért a
neurotranszmisszioban szerepet jatszo kiilonbozo fehérjék génjeit a fliggdség kandidans gén-
jeinek tartjdk. Tobb tanulmany is foglalkozott mar a heroinfiiggdségben szerepet jatszo
kandidans gének vizsgalataval, de sok ellentmondasos eredmény sziiletett, ezért célunk tob-
bek kozott az volt, hogy a magyarorszagi populécion végzett vizsgalatainkkal allast foglaljunk
a témaban. Eset-kontroll vizsgalatunkban hét dopamin-, illetve szerotonin-rendszerhez kap-
csolhatd génnek 0sszesen 16 polimorfizmusat vizsgaltuk 300 heroinfiiggd és 555 egészséges
kontroll személy 6sszehasonlitasaval.
Alkalmazott modszerek: A DNS-ek elemzését a SE Orvosi Vegytani Intézetében végeztem,
ahol a DNS-ek izolalasat kovetéen PCR-es amplifikacio utan egy emésztéses folyamat kovet-
kezett, s a kivant DNS genotipusokat gél-elektroforézis, illetve eGene (multikapillaris
elektroforézis) segitségével hataroztam meg. A vizsgalt polimorfizmusok a dopamin D4-es
dések), illetve 5’ régiojanak (-521CT, -616CG, -615AG SNP-k - egypontos nukleotid variaci-
o0k - és a 120 bazisparos duplikacid) polimorfizmusai; a dopamin transzporter (DAT) 3’
(5-HTTLPR) és a 2-es intronjanak (STin2) polimorfizmusai; a katekol-O-metiltranszferaz
(COMT) Vall58Met SNP polimorfizmusa; a monoamino-oxidaz (MAO-A) 5 VNTR poli-
morfizmusa; a butiril-kolinészterdz (BCHE) gén K-varidnsa és az 1914 polimorfizmusa, illet-
ve a dopamin D2-es receptor (DRD2) TaqlA, TaqlB és TaqID polimorfizmusai. Ezen harom
Taq polimorfizmus allt a kutatdsom kdzéppontjaban.
Eredmények: Az eredmények szignifikdns kapcsolatot mutattak az altalam vizsgalt DRD2
TaqlA ¢és TaqlB polimorfizmusai illetve a heroinfiiggdség kozott mind az allél-, mind a geno-
tipus eloszlasukat nézve, s ezen szignifikancia a Bonferroni-korrekcié utan is megmaradt.
Ezen kiviil a kutatocsoport altal végzett egyéb génpolimorfizmus vizsgalatok koziil a MAO-A
esetében mutattak ki szignifikans kiilonbségek a ndk heroinos- és kontrollgenotipus-eloszlasai
kozott.
Kovetkeztetések: A magyarorszagi mintdkon végzett kandidans gén vizsgalatunk eredményei
alapjan elmondhatjuk, hogy a dopamin D2-es receptor gén TaqlA ¢és TaqlB polimorfizmusai
hozzéjarulhatnak a heroinfiiggdség kialakulaséhoz.
Publikaciok: A kutatdocsoportban kordbban végzett vizsgadlatokhoz képest noveltik a
herionfiigg6kt6l szarmazd mintdk szamat és a kordbban még nem vizsgalt BCHE
génpolimorfizmuskat is bevettiik az analizisbe.
1. Csaba Barta, Maria Sasvari-Szekely, Adrien Devai, Erika Kovacs, Maria Staub and Peter
Enyedi: Analysis of mutations in the plasma cholinesterase gene of patients with a history of
prolonged neuromuscular block during anesthesia. Mol Gen Metab, 2001, 74(4): 484-488.
2. Boor K, Gaszner P, Barta C, Kalasz H, Sasvari-Székely M. A kabitoszerfiiggés genetikai
hatterének vizsgalati modszerei. Neuropsychopharmacologia Hungarica 2003, V/3. 143-151.
3. Szilagyi A, Boor K, Szekely A, Gaszner P, Kalasz H, Sasvari-Szekely M, Barta C. Com-
bined effect of promoter polymorphisms in the dopamine D4 receptor and the serotonin trans-
porter genes in heroin dependence. Neuropsychopharmacologia Hungarica 2005, VII/1; 28-
33.

Témavezeté: Dr. Barta Csaba
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Wu-Hen-Chang Vanda AOK V., Kovacs Andras AOK IV.
Semmelweis Egyetem, Orvosi Biokémia Intézet

Aktivalt neutrophil granulocytak hatasa az érfal trombogenitasara

Munkacsoportunk kordbbi eredményei szerint magas nyirasi sebesség mellett, amikor a
vérlemezke-adhézié von Willebrand faktor-dependens, a vérlemezkék elsOsorban az érfal
adventitia rétegéhez tapadnak, mig a tunica mediahoz kevésbé. Az is bebizonyosodott, hogy
az erek szerin-proteazokkal (trombin, plazmin) vald kezelését kovetden a media rétegben is
kialakult a vérlemezke-adhézio, nem csak az adventitidban (Komorowicz et al, Thromb
Haemost 2002; 88: 827).

Kisérleteinkben a magas nyirdsi sebességet dramléasi kamra segitségével alakitottuk ki, mely-
ben citrattal antikoagulalt teljes vért aramoltattunk keresztiil a. iliaca-bdl fagyasztva metszés-
sel  késziilt  érkeresztmetszetek  felett. = A kitapadt  vérlemezkéket  indirekt
immunfluoreszcenciaval detektaltuk. Az érfal egyes rétegeinek thrombocytaval lefedett terii-
letaranya jellemzi az adott réteg trombogenitasat.

Buffy coat-bol preparalt, majd aktivalt neutrophil granulocytakbol felszabadulé matrix
metalloprotedzok (MMP-8 ¢és -9) és szerin-proteazok (katepszin G, elasztaz) a korabbi
enzimatikus kezelésekhez hasonléan megnovelik a media réteg trombogenitasat. A
metionin-leucin-phenilalanin, bakteridlis kemotaxin) és trombinnal, az érsériilés helyén kelet-
kez6 proteazzal valtottuk ki. Mindkét esetben novekedett a media réteg trombogenitasa. Fel-
meriilt a kérdés, hogy a granulocytak altal termelt enzimek koziil csak a szerin-protedzok ren-
delkeznek-e trombogenitast fokozo hatéssal, vagy a matrix metalloproteazok is. Ennek megfe-
leléen MMP-8 és -9 enzimmel kezeltiik a metszeteket, melyek a media réteg trombogenitasat
szintén novelték. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a neutrophil
granulocytak altal termelt enzimek gy valtoztatjdk meg az a. iliaca szerkezetét, hogy a
vérlemezkék von Willebrand-faktoron keresztiil nemcsak a tunica adventitia réteg kollagén
rostozatdhoz, hanem a tunica mediahoz is képesek lesznek kikotddni. A. iliaca esetében a
tunica adventitia f6ként hosszanti kollagénrost-kotegekbdl épiil fel, mig a tunica media nagy
részét elasztinbdl felépiilé rugalmas szerkezet alkotja, mely proteoglikan tartalma amorf alap-
alloményba agyazodik be. Feltételezésiink szerint a neutrophil granulocytak aktivacidja sordn
felszabaduld proteazok a media réteg proteoglikdnjait hasitjak ugy, hogy ezzel kotdhelyeket
létesitenek a von Willebrand-faktor és a vérlemezkék szdmara, ezaltal megndvelve a réteg
trombogenitasat.

A kezelt metszeteken bekovetkezd szerkezeti valtozasokat atomerdmikroszkop (AFM) és
scanning elektronmikroszkép (SEM) segitségével figyeljiik meg. A felvételeken a kezeletlen
metszeteken az adventitia koteges halozatként, a media amorf allomanyként mutatkozott. Az
enzimes ¢és a granulocytas kezeléseket kovetéen a media egyes részein az amorf allomanyban
repedések, amorfallomany-hidnyok keletkeznek, ahol koteges szerkezeti elemek jelennek
meg. Ezek a szerkezeti atalakuldsok magyarazatot szolgaltatnak a megfigyelt trombogenitas-
fokozésra.

Témavezetd: Dr. Wohner Nikolett — Dr. Kolev Kraszimir
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