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Lagylézer és citosztatikumok kolcsonhatasa egér mesenchymalis dssejteken

Bevezetés: A lézersugarzas specialis hatasai széles korben kiakndzhatok a mindennapi élet
soran. Az orvosi lézerek dozisteljesitményiik szerint két f6 csoportba sorolhatok. A nagy
energiaju, un. sebészi lézerek kiilonféle miitétek soran nyernek alkalmazast. A kis energiaju, un.
»Hlagylézerek” alkalmazasi teriilete €és hatdsmechanizmusa lényegesen eltér az elézoekétol,
hatdsuk az alkalmazott fény hulldmhosszatol, a leadott dozistél, az energia- ill.
teljesitménysiiriségtdl fiiggden megnyilvanulhat in vitro és in vivo is a sejtproliferacio
serkentésében, vagy gatlasaban. Ennek Iétrejottében bizonyitottan nem hdhatas jatszik szerepet,
azonban a pontos hatdsmechanizmus és az alkalmazhatosag spektruma még nem tisztazott.
Célkitiizés és modszerek: Vizsgélataink soran arra kerestik a valaszt, hogy a kiilonb6z6
dozisban leadott 1ézersugarzas képes-e ellensulyozni, vagy fokozni egyes citosztatikumok altal
eldidézett gatlast. Kisérleteink sordn piros fényli (660 nm hulldamhosszl) lagylézer egér
lyukGi lemezeken 2, ill. 10 J/em® dézisi lézersugarral kezeltik, majd kiilsnboz6
koncentraciokban vincristint, carboplatint, cytarabint, paclitaxelt adtunk hozzajuk. A kontroll
csoport sem citosztatikumot, sem lézert nem kapott. 48 oran at 37 °C-on torténd inkubalés utan a
sejtszdmok valtozasara fotometrias modszerrel (ELISA szamlaloval leolvasva) kovetkeztettiink.
A statisztikai szamitdsokhoz kétmintas t-probat hasznaltunk.

Eredmények: A 2 Jem® dézisu lézer a sejttenyészetek novekedését atlagosan 41%-kal
serkentette a kontroll csoporthoz képest, ugyanakkor a 10 J/em® 42%-os gatlast eredményezett. A
vincristin 0,5 pg/ml koncentracioban gatolt (43%-os csokkenés), melyet a 1ézer nem befolyasolt,
koncentracio mellett gatolt (38%), mely gatlast a 2 J/em® dozisu lézer alkalmazéasa teljes
mértékben kozombositette. A cytarabin 50 €s 10 pg/ml koncentracioban gatolt (48% és 37%),
melyet az egyidejiileg alkalmazott 2 J/cm® lézer nem befolyasolt. A 10 J/em® dozis azonban
jelentdsen novelte a gatlast a fenti koncentracidkban cytarabinnal egyiitt adva (73% és 75%). A
Jem?® dozisu 1ézerrel az egyiittes hatds 69%-os gatlast idézett elé, mely jelentésebb volt az
onmagaban alkalmazott 10 J/em® dozisu 1ézer hatasanal. A paclitaxel 10 pg/ml koncentracioban
37%-o0s gatlast eredményezett, melyet a 2 J/cm® lézer nem tudott kozombésiteni. 0,4 pg/ml
koncentracio mellett gatlas mar nem jott létre, azonban 10 J/cm” —rel sugarazva 69%-os gatlas
jelentkezett, mely jelentdsebbnek mutatkozott az dnmagéaban alkalmazott ugyanekkora dozist
lézer hatasanal. Ezen eredmények szignifikdnsnak bizonyultak, melyeket minden esetben p<0,05
értéknél tekintettiink elfogadhatonak.

Kovetkeztetés: Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a lagylézer kis dozisban serkentette, nagy
dozisban pedig gatolta a sejtkultira névekedését, valamint hogy a 0,1 pg/ml vincristin és 50
pg/ml carboplatin sejttenyészetre gyakorolt gatlo hatasat képes kivédeni. Ugyanakkor nagyobb
dozisban alkalmazva a lagylézer kivaléan potencirozza egyes gatld koncentracioju
egyiittesen alkalmazva is jelentds gatlas érhetd el, mely kifejezettebb az Gnmagéban alkalmazott
gatld dozisu lézer hatasanal. Ezek alapjan felmeriil annak a lehetésége, hogy a lagylézerek
citosztatikumok hatékonysagat befolyasolo képességét a gyakorlatban is felhasznaljuk.
Témavezet6: Dr. Horvat-Karajz Karoly



Dancsé Balizs, AOK. V. évfolyam
Orvosi Vegytani, Molekularis Biologiai és Pathobiokémiai Intézet

A metabolikus és proteotoxikus stresszpalyak kapcsolata a resveratrol-indukalt élettartam
novekedésben

Az élettartamot meghatarozo egyik alapvetd védekezd mechanizmus a hdsokk vélasz.
Ennek soran a proteotoxikus stressz hatasara denaturalédd fehérjék aktivaljak a hosokk
transzkripcios faktort (HSF-1). A HSF-1 aktivaciojat kovetden képzddd hdsokk fehérjék
hosokk valasz igéretes terapias célpont szamos korfliggd betegségben.

A resveratrol egy, a vorosborban megtalalhatd polifenol fitoalexin, életmeghosszabbito
hatasat gerinctelen és gerinces modellrendszerekben szdmos tanulmany igazolta. A resveratrol a
kaloriacsokkentés egyik szenzoraként miikodd Sir2 (szirtuin) hiszton deacetildz fehérjén
keresztiil fejti ki hatasat. A resveratrol, a kaloria csokkentés és a hdsokk valasz indukcidjanak
hatdsa rendkiviil hasonl6. Laboratoriumunk korabbi kisérletei igazoltak, hogy a resveratrol
hésokk valaszt €s termotoleranciat indukal sejteken (1). C. elegans modellen kimutattam, hogy a
HSF-1 és a SIR-2 egyarant sziikséges a resveratrol élettartam ndveld hatdsdhoz (2).
Kisérleteimben arra kerestem a valaszt, milyen kapcsolat van a metabolikus stressz-aktivalt SIR-
2.1 és a HSF-1 kozott.

Kisérleteimet az emberi Oregedést szamos tekintetben jol modellezd C. elegans
fonalférgen, Asf-1 nullmutans, sir-2. I nullmutans, SIR-2.1 taltermeld és SIR-2.1 taltermeld- Asf-1
nullmutans torzsek, valamint phsp-16.2::gfp fluoreszcens riporter torzsek felhasznalasaval
végeztem. A torzsekkel hosokk valasz aktivacios, hdsokk ellenalld képesség (termotolerancia) és
¢lettartam méréseket végeztem. Resveratrol kezelés az enyhe hdsokkal szinergista modon novelte
a hésokk riporter Asp-16.2 promoter aktivaciojat, valamint a normal és a SIR-2.1 taltermeld torzs
¢lettartamat és termotolerancigjat. A SIR-2.1 tultermelése dnmagéaban ndvelte a termotoleranciat
¢s az ¢lettartamot, amelyet a Asf-1 gén funkcidvesztéses muticidja gatolt. A Ahsf-I mutaciod
episztatikus fenotipusa alapjan a resveratrol jelpalyajaban a SIR-2.1 aktivalja a HSF-1
transzkripcios faktort. A hdsokk, a resveratrol és a SIR-2.1 taltermelés szinergista hatasa
bizonyitja, hogy a SIR-2.1 a fehérje denaturaciotdl eltérd Giton aktivalja a HSF-1-et.

Eredményeim alapjan a HSF-1 a resveratrol SIR-2.1-fliggd hatasanak kozvetitdje, amely
felveti a HSF-1 SIR-2.1-fliggd deacetilacidjanak lehetdségét, valamint a proteotoxikus
stresszvalasz szerepét az élettartamot leghatékonyabban megnytjté kdrnyezeti beavatkozés, a
kaldria csokkentés hatdsmechanizmuséaban.

Irodalom:

1. Putics A, Végh EM, Csermely P and S6ti Cs. (2008) Resveratrol induces the heat shock
response and protects human cells from severe heat stress. Antiox Redox Signaling, 10: 65-
75.

2. Dancs6 B. (2008) A resveratrol fitoalexin és a hdsokkfaktor kolcsonhatdsanak vizsgalata
Caenorhabditis elegans-ban. Semmelweis Egyetem TDK Konferencia

Témavezetok: Dr. Toth Marton, Dr. S6ti Csaba
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Génszam polimorfizmus vizsgalat PCR és kapillaris elektroforézis technikaval

polimorfizmus (copy number polymorphism, CNV), a DNS szekvencia néhdny kilobazistol
megabazisig terjedd kiesése vagy amplifikdcidja. Az altaldnosan hasznalt CNV vizsgalati
eljarasok, mint pl. az aCGH (array comparative genomic hybridization), illetve a real-time PCR,
meglehetdsen koltséges technikak, és onmagukban egyik modszer sem teljesen megbizhato. Ezért
célul thztiik ki olyan 0 CNV mérési modszer kidolgozasat, mely koltség-hatékony és rugalmas,
azaz a vizsgalt kromoszomalis teriilet helye konnyen valtoztathato. Alkalmazott modszerek: Az
Nrli2 (pregndn X receptor) gén, valamint egy kontroll gén (RNaz P) egy részletének
felsokszorositdsa hagyomanyos PCR technikéval tortént. A PCR termékek mennyiségi
meghatdrozasa egy multikapillaris elektroforézis rendszerrel (Qiaxcel) tortént. A CNV értékét az
Nrli2 és az RNaz P génekrol késziilt PCR termék mennyiségének hanyadosaval hataroztuk meg.
A PCR termék mennyiségét az elektroferogramok gorbe alatti teriiletébdl hataroztuk meg.
Eredmények: Human DNS mintdk Nrli2 génszam meghatarozasat végeztik a fent leirt
moddszerekkel. Mivel a kapillaris elektroforézissel torténé CNV mérés egy 1j modszer, az elsd
méréseket olyan mintdkkal végeztiik, melyeknek Nrli2 génszdmat el6zdleg egy fiiggetlen
modszerrel meghataroztuk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a kidolgozott rendszer alkalmas az
atlagos 2 ¢s az amplifikalt 3-as Nrli2 génszam megbizhato elkiilonitésére. Folyamatban van
olyan primer parokkal torténd PCR reakciok kidolgozasa, mellyel az amplifikdlodott régiod
tertilete pontosan behatarolhato.

Kovetkeztetések:

A kidolgozott multikapillaris rendszer hagyomanyos PCR technikaval kombinalva alkalmas, és
koltség-hatékony moddszernek tlinik a CNV mérésére. A bipoldris depresszio kialakuldsaban
esetlegesen szerepet jatszo Nrli2 génamplifikacid vizsgalata a kidolgozott rendszerrel azonos
eredményeket adott a széles korben hasznalatos TagMan real-time PCR modszerrel. Mindezek
alapjan a kidolgozott rendszer alkalmasnak tlinik human DNS mintdk CNV vizsgélatara.
Publikaciok:

A témavezetd csoportjdban hosszabb ideje foglalkoznak CNV vizsgalattal. Eldzetesen a
komplement C4 génszam variaciok vizsgalataban kaptak jelentdsebb eredményeket (1-3). A jelen
munka ezt a vizsgalatot terjeszti ki egy uj génre (Nrli2), egy 0j megkdzelitési modot
(multikapillaris elektroforézis) alkalmazva. A jelen munka eredményeinek publikélasa
folyamatban van (4).

1. Szilagyi A, Blasko B, Ronai Z, Fust G, Sasvari-Szekely M, Guttman A. Rapid quantification
of human complement component C4A and C4B genes by capillary gel electrophoresis.
Electrophoresis. 2006 Apr;27(8):1437-43.

2. 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.

3. Blasko B, Szeplaki G, Varga L, Ronai Z, Prohaszka Z, Sasvari-Szekely M, Visy B, Farkas H,
Fust G.  Relationship between copy number of genes (C4A, C4B) encoding the fourth
component of complement and the clinical course of hereditary angioedema (HAE). Mol
Immunol. 2007 Apr;44(10):2667-74.



4. Szantai E, Elek Zs, Guttman A, Sasvari-Szekely M. (2008) Candidate gene copy number
analysis by PCR and multicapillary electrophoresis. Electrophoresis (kozlésre elfogadva)
Témavezeto: Dr. Szantai Eszter és Dr. Sasvari Maria
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Imatinib rezisztenciat okoz6 pontmutaciok kimutatiasa PCR-RFLP modszerrel
gasztrointesztinalis stromalis tumorokban

A gasztrointesztindlis stromalis tumor (GIST) egy ritka mesenchymalis daganat, mely
szOvettanilag legtobbszor fibroid, ritkdbban epitheloid sejtekbdl all. Immunhisztokémiai
vizsgélattal a GIST-ek talnyomé része CD117 (KIT) pozitiv, ami fontos differencial
diagnosztikai marker e daganattipus azonositasaban. A KIT - egy tirozin-kinaz receptor fehérje
(TKR) - felhalmozodasanak hatterében a c-kit gén mutacioja all. A genetikai eltérés a
receptorfehérje ligandfiiggetlen aktivalodasat, ennek kovetkeztében pedig a sejtek fokozott
egy masik TKR, a trombocita eredetii novekedési faktor receptor alfa (PDGFR-A) mutacioi
allnak. A GIST betegek kezelésére egy szelektiv tirozin-kindz gatlot, a Glivec-et (Imatinib
mesylate) alkalmazzak, amellyel a GIST betegek mintegy 80%-anal részleges valasz, vagy a
daganat novekedésének gatlasa érhetd el attéteket adé GIST esetén is. A kiilonbdz6 mutacidkkal
rendelkezd receptorok Imatinib érzékenysége mas és mas, tobb rezisztenciamutdciot is ismeriink.
Nemzetkozi ajanlés szerint a hatékony terapia tervezéséhez a magas rizikdcsoportba sorolt GIST-
ek esetén a diagnozis felallitasakor meg kell hatarozni az érintett gének mutacio statuszat. A c-kit
esetében leggyakrabban a 9-es, 11-es, 13-as és 17-es exonban, a PDGFR-A esetében pedig a 12-
es ¢és 18-as exonban taldlunk mutaciokat, melyeket DNS szekvenaldssal lehet kimutatni. A
szekvenalas érzékenysége azonban limitalt, a vad tipust allél dominancidja miatt esetenként egy
meglévé muticidot nem tudunk kimutatni. A Glivec-rezisztenciat okoz6 mutaciok — melyek
elsésorban pontmutaciok — kimutatdsa esetében sziikség lehet érzékenyebb vizsgalatokra is. A
PDGFR-A 18-as exonjanak D842V jelli pontmutacioja Imatinib- és mas TKR-gatlo kezelésre is
rezisztenciat okoz. Irodalmi adatok alapjan ez a mutacié a KIT negativ GIST-ek 20 %-aban van
jelen. Ismeretes, hogy a PCR-RFLP vizsgalatok érzékenysége nagysagrendekkel nagyobb a
szekvendlasénal, ezért a D842V pontmutacié detektdldsira RFLP modszert dolgoztunk ki. A
moddszer érzékenységének pontos megallapitdsara mutans €és vad allélt elére beallitott aranyban
tartalmazo DNS mintékat teszteltiink, majd a hasitasi termékeket nagy felbontasti mikrokapillaris
elektroforézis segitségével futtattuk. Az érzékenység Osszehasonlitasa céljabol ugyanezeket a
mintakat direkt szekvenalassal is analizaltuk. A modszer validalasahoz 32 olyan GIST beteg
tumor mintdjat vizsgaljuk RFLP modszerrel, akiknél az elozetesen elvégzett szekvenalas alapjan
ismert a PDGFR-A 18-as exon genotipus.

Eddigi vizsgélatok alapjan ez az 0j — iddig még az irodalomban nem ko6zolt — modszer joval
érzékenyebb, emellett gyorsabb és olcsobb, mint a szekvenalds, igy fontos szerepe lehet a GIST
daganatok molekuléris diagnosztik4jaban.

Témavezetdk: Dr. Fiile Tibor, Dr. Kovalszky Ilona
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Fc-receptorok azonositasa a kiilonboz6 izotipusu immunkomplexek hatasara kialakulo
neutrofil aktivacioban

A neutrofil granulocitdk feliilethez kotott immunkomplexek (IC) hatasara 1étrejovo
aktivacidja alapvetd jelentdségli az autoimmun betegségek (pl.: glomerulonephritis vagy
autoimmun arthritis) patogenezisében. Az emlitett korfolyamatokat altalaban génhianyos
egértdrzseken tanulmanyozzak in vivo modellrendszerekben. Kordbban kimutattuk, hogy az egér
neutrofilek IC-kel kivaltott aktivacidja vagy az Fcy-receptor Ill-on (FcyRIIl) vagy az Fcy-
receptor [V-en (FcyRIV) keresztiil jon 1étre. Igazoltuk, hogy az FcyRIII és az FcyRIV funkcidja
egymassal atfedd, azaz a receptorok egymast helyettesithetik az aktivacio soran (1). Ezekben a
kisérletekben kizarélag poliklonalis antitestet hasznaltunk az IC-ek kialakitdsahoz. Felvetodott,
hogy az FcyRIll-nak ¢és az FcyRIV-nek eltéré lehet az izotipusspecificitdsa. Legujabb
kisérleteinkben ezért arra kerestilk a valaszt, hogy kiillonb6zd izotipusu IC-ek mely Fcy-
receptorokon keresztiil hozzak 1étre a neutrofilek aktivaciojat.

A kiilonbozé izotipustt IC felszinek létrehozdsdhoz monoklondlis antitesteket adtunk a
megfeleld antigénekhez (HSA+anti-HSA IgG2a, TNP-BSA+anti-TNP IgG2b, HSA+anti-HSA
IgG1). Létrehoztunk tovabba egy olyan IC felszint, melyben antigénként gliikoz-foszfat-izomeraz
(GPI), antitestként pedig a K/BxN szérum transzfer arthritis modell soran létrehozott arthritises
egér anti-GPI-t tartalmazd széruma szerepelt. Az irodalombol ismert, hogy e szérum dontden
IgG1 izotipusu antitesteket tartalmaz. Munkéankhoz vad tipusa és FeyRIIT™ egerek csontvel6jébdl
neutrofileket preparaltunk, majd a sejteket FcyRIV-et blokkolo antitesttel vagy izotipus kontroll
antitesttel szuszpenzidban eldinkubaltuk. Ezt kdvetden a neutrofileket a kiilonb6zd izotipusu
immobilizdlt IC felszinen stimuldltuk in vitro. Az 1C-kel kivaltott neutrofil aktivacié soran
l1étrejovo funkcionalis valaszok koziil a szuperoxid-termelést citokrom c redukcios teszttel
hataroztuk meg.

FeyRIII™ neutrofileket 1gG2a IC felszinre helyezve a sejtek szuperoxid-termelése a vad
tipust neutrofilekhez képest jelentésen csokkent, mig anti-FcyRIV antitesttel kezelt vad tipust
neutrofilek csak kisebb mértékii csokkenést mutattak a valaszban. IgG2b IC felszint hasznalva az
FeyRIIT™ sejtek aktivacija nem csdkkent olyan mértékben, mint az FcyRIV ellenes antitesttel
kezelt vad tipusa sejteké. IgG1 izotipust antitestekkel 1étrehozott IC felszinen az FeyRIII™™
neutrofilek szuperoxid-termelése kozel teljes mértékben megsziint szemben az anti-Fc[JRIV
antitesttel kezelt vad tipusu sejtekkel, melyek ezen IC felszinen hasonld mértékli sejtaktivaciot
mutattak, mint a nem kezelt vad tipust sejtek. GPI IC-et hasznédlva hasonl6 eredményt kaptunk,
mint az [gG1 IC jelenlétében. FcyRIII’/’ neutrofilekhez adott anti-FcyRIV antitest a sejtaktivaciot
teljes mértékben megsziintette valamennyi monoklonalis IC feliiletiinkon.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az IgG1l IC Fc[JRIII-on keresztiil aktivalja a neutrofil
granulocitakat. Az IgG2a és az IgG2b IC — ugyan eltérd hatékonysaggal- mind az Fc[IRIII-on,
mind az FcyRIV-en keresztiil képes kivaltani sejtaktivaciot.

Témavezeto: Dr. Jakus Zoltan, Dr. Mocsai Attila

1. Jakus Z. et al.: Critical but Overlapping Role of FcyRIII and FcyRIV in Activation of Murine
Neutrophils by Immobilized Immune Complexes.
J Immunol. 2008 Jan 1;180(1):618-29.
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A nevesincs CG6783 gén szerepe az autofagiaban és az endocitézisban

Az autofagia az eukaridta sejtek 6si, er6sen konzervalt intracellularis lebonté folyamata.
Esszencidlis szerepe van az eloregedett sejtorganellumok, a sziikségtelen vagy kéros fehérjék
eltavolitasaban ¢és reciklizaciojaban, valamint a sejtet ért stresszhatasok (pl.: €hezés, oxidativ
stressz) €s a szervezetbe jutott patogének (virusok, baktériumok, parazitak) elleni védekezésben.
Azzal, hogy a sejt autofagiaval lebontja a kéros agenseket, melyek apoptozist indukélnanak és a
sejt halalat eredményeznék, citoprotektiv funkcidval (is) bir, ezzel a sejt talélését szolgalja.
Fejlodo, differencialodd szervekben a sziikségtelenné valt sejtek tomeges eliminaldsa is
autofagiaval megy végbe, ezért a ezt a folyamatot a programozott sejthalal kettes tipusanak is
tekintik. Szerepét szdmos malignus daganatban, myopathiaban €s neurodegeneracids betegségben
kimutattak, valamint azt is, hogy az dregedéssel parhuzamosan az autofag kapacitas csokken. Az
autofagia kétarcu folyamat, jelenthet tulélést de halalt is a sejt szamara, ezért mechanizmusanak
megértése kulcsfontossagl terapias lehetdségeket rejt magaban.

Az autofagia molekularis mechanizmusa jol tanulmanyozhatd funkciovesztéses mutaciot
hordoz6 Drosophila torzsek vizsgalatdval. Munkank soran P és EP-elemmel (moddositott
transzpozonnal) mutagenizalt, késoi larvaletalitast mutatd torzseket vizsgaltunk, melyekbdl gyors
fénymikroszkopos teszttel kivalogattuk azokat a vonalakat, melyekben a larvalis zsirtestbol
hidnyoztak a fizioldgidsan megjelend, autofagidra és endocitozisra jellemzd struktirdk. Az itt
azonositott 18 talalat koziil tanszékiink munkatarsai kettérol jelentettek meg publikaciot.

(Lippai M, Csikés G, Mardy P, Lukacsovich T, Juhasz G, Sass M. SNF4Agamma, the
Drosophila AMPK gamma subunit is required for regulation of developmental and stress-
induced autophagy.Autophagy. 2008 May 16;4(4):476-86.

Csikés G, Lippai M, Tamas , Lukacsovich T, Juhdsz G, Henn L, Erdélyi M, Maroy P and
Sass M A4 novel role for the Drosophila epsin (Igf): involvement in autophagy Autophagy, 2008,
submitted )

Vizsgalataimat az EP(3)3252 torzson (szintén a 18 talalat egyike) végeztem, amiben az EP-
elem inzercio a CG6783 gént érintette, amely egy eddig nem jellemzett zsirsavkotd fehérjét
kodol. A mutans torzs fény- és elektronmikroszkopos vizsgalata egyértelmiien igazolta a gén
szerepét az autofagidban és az endocitdzisban. A gént érint6 fiiggetlen EP-s vonalak vizsgélataval
¢és delécios keresztezéssel ellendriztiik, hogy kizarolag az EP-elem inszercio all a mutans
fenotipus hatterében. RT-PCR-el és Western-blottokkal igazoltuk, hogy a mutans torzsben a
génrdl nem képzddik mRNS és fehérje.

A CG6783 egy adott exonjara RNAIi konstrukciot hordozo transzgén vonalakban a gént a
posztembrionalis fejlédés végén csendesitve eld tudtuk idézni a mutans fenotipust.
Immunhisztokémiai vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a géncsendesitett allatok képtelenek a
larvalis szérum fehérjék endocitotikus felvételére €s protein granulumok képzésére, amely
igazolja a gén szerepét endocitdzisban €s az endoszomalis kompartimentumok szervezésében.

A gén egy transzkriptumdra készitett GFP-riporter konstrukcioval a géntermék
lokalizaciojat vizsgéaltuk, normal fluoreszcens és lézerkonfokélis mikroszkopiaval. A fehérje
diszkrét granularis jelolést adott, mely erésen kolokalizalt az autofag eredetii struktirakkal. A
fenti vizsgalatok egybehangzoan aldtamasztjdk, hogy a CG6783 gén szerepet jatszik az
autofagiaban és az endocitdzisban.



Témavezetd: Dr. Csikds Gyorgy
Major Gyula ELTE TTK Biologus V
Semmelweis Egyetem, CellScreen AOKK, Immungenomika Laboratérium, Budapest

Az 1-es tipusu diabetes mellitus genetikai hatterének vizsgalata; az IL2RA génrégio
(10p15.1) genetikai heterogenitasa

Az l-es tipusu diabetes mellitus kialakuldsaban genetikai és kornyezeti tényezOk jatszanak
szerepet. Az 1-es tipust diabetesre vald szuszceptibilitast tobb genetikai 16kusz hatarozza meg.
Eddigi vizsgalatok soran tobb mint huszondt génrégidval hoztak Osszefiiggésbe, ebbdl négy
bizonyitott l0kusz ismert: a HLA génrégio [1], az inzulin gén, a CTLA4 génrégio [2] és a
PTPN22 gén [3]. Az elmult években a teljes genomon végzett asszociacios vizsgalatok alapjan
tovabbi génrégiokat azonositottak, ezek egyike az altalunk is vizsgalt IL2RA génrégio.

Heterogén etnikai Osszetételti populacion végzett vizsgalatok soran az IL2RA génrégioban tobb
polimorfizmus mutatott asszociacidt az 1-es tipusu diabetesszel, melyek koziil az IL2RA gén 5’
asszocidciot. Munkénk sordn mi egy homogén magyar populdcion terveztiik bizonyitani az
IL2RA gén rs11594656 (T>A) polimorfizmusa és a T1D kdzotti genetikai asszociaciot.
Eset-kontroll vizsgalatok keretében 461 db kontroll és 582 db diabéteszes minta genotipusat
hatdroztuk meg Taqman genotipizalé assay felhasznalasaval, a gyartd javaslatai szerint. A
genotipizdlashoz hasznélt genomialis DNS-t EDTA-s vérmintabo6l izolaltuk kisdzasos
modszerrel. Az eredmények statisztikai analizisét khi négyzet probaval végeztiik.

Az elvégzett statisztikai analizis szignifikans kiilonbséget mutatott a genotipus eloszlasban. A
kontroll csoporthoz képest a diabeteses csoportban az AA homozigdtak aranya csokkent, a TT
homozigdtak aranya pedig ndvekedett (Khi-négyzet: 17,6 ; P=1,5E-04).

A diabetesre hajlamositd T allél frekvencidja szignifikdnsan magasabb volt a diabetesesek
csoportjaban a kontrollokhoz képest: a T allél frekvenciaja a kontroll mintdkban mért 64,8%-rol a
diabetes mintdkban 72,9%-ra nétt, mig az A allél frekvencidja 35,2%-r6l 27,1%-ra csokkent
(Khi-négyzet: 16,2; P=5,65E-05), a szamolt esélyhanyados OR=1,47; melynek
konfidenciaintervalluma c.i. 95% 1,22-1,77.

Vizsgélataink soran kimutattuk, hogy magyar populdcioban az IL2RA gén rs11594656
polimorfizmusa asszocidlt 1-es tipust diabétesszel. A kontroll és T1D mintdk mind genotipus
eloszlasban, mind allélfrekvencia szempontjabol szignifikdns kiilonbséget mutattak.

[1] Hermann, R., et al., HLA alleles and IDDM in children in Hungary: a comparison with
Finland. Hum Immunol, 2001. 62(4): 391-398.

[2] Turpeinen, H., Hermann, R., et al., 4 linkage analysis of the CTLA4 gene region in Finnish
patients with type I diabetes. Eur ] Immunogenet, 2003. 30(4): 289-293.

[3] Hermann, R., et al., Lymphoid tyrosine phosphatase (LYP/PTPN22) Arg620Trp variant
regulates insulin autoimmunity and progression to type 1 diabetes. Diabetologia, 2006. 49(6):
1198-1208.

Témavezeto:
Dr. Hermann Roébert tudomanyos fomunkatars
Dr. Szatmari I1diké tudomédnyos munkatars



Mészaros Gergé AOK IV., Toldi Gergely AOK IV.
I. Sz. Gyermekklinika

Sejtélettani paraméterek valos ideji vizsgalata aramlasi citométerrel

Bevezetés: Az aramlési citométer (FACS) tobb millio sejt szekvencidlis detektalasara alkalmas.
Fluoreszcens festékek segitségével lehetdség nyilik sejtélettani paraméterek meghatarozasara az
egyes sejtekben.

Célkittizés: Kinetikus FACS modszerek kidolgozasa, amivel tobb percen keresztiil monitorozhatd
a citoplazmatikus kalciumszint, a sejt- és mitokondrium-membran potencial, mitokondrium
kalciumszint, szabadgydk és nitrogén-monoxid képzddés valtozasa, illetve egyes, ezekre a
folyamatokra hatd szerek hatdsanak a jellemzése. Jelen kisérleteink célja a modszer kifejlesztése
¢és gyakorlati alkalmazasa volt.

Modszer: Humén T sejtes limfoma (Jurkat) sejteket a mérendd paraméterre specifikus
fluoreszcens festékekkel toltottiik. A paraméterek idobeli valtozasat alapallapotban, specifikus
gatloszer (rotenon), vagy aktivator (fitohemagglutinin, PHA) jelenlétében 10 percen keresztiil
kovettik nyomon. A mérések kiértékelését a laboratoriumunk altal kifejlesztett algoritmus
segitségével végeztiik. A dozis-hatas 0sszefliggést Hettmannsperger-Norton teszttel elemeztiik.
Eredmények: Mérési rendszeriinkkel rotenon-kezelés esetén dozis-hatas dsszefiiggést mutattunk
ki a szabadgyok-képzddés (maximum érték: p < 0,0001, AUC: p < 0,0001, meredekség az 50 %-
os értéknél: p < 0,0001) és a mitokondrium kalciumszint esetében (maximum érték p < 0,05,
merdekség az 50%-o0s értéknél: p < 0,10). A PHA atmeneti kalcium-szintndvekedést valt ki,
illetve a sejtmembran és a mitokondrium depolarizacidjat okozza, valamint noveli a szabadgyok
képzdédést (maximum érték p < 0,0001).

Kovetkeztetés: Rendszeriink lehetdséget nyujt a kiilonbozo sejtélettani folyamatok valods idejii
nyomonkdvetésére, az ezeket befolyasold anyagok vizsgéalatara FACS-szal.

Témavezetd: Dr. Véasarhelyi Barna

A témaban megjelent kdzleményeink:

Mészaros G, Ronai K, Toldi G, Kaposi AS, Vasarhelyi B, Treszl A; Sejtélettani folyamatok
jellemzése ,,real-time" dramlasi citometrids modszerrel. Magyar Immunoldgia 2008.7(1-2)22-29

Kaposi AS, Veress G, Vasarhelyi B, Macardle P, Bailey S, Tulassay T, Treszl A; Cytometry-
acquired calcium-flux data analysis in activated lymphocytes. Cytometry A. 2008;73(3):246-53



Sagi Bernadett, ELTE TTK V.
Orszagos Vérellato Szolgalat, Ossejt-biologia

Mesoangioblastok, mesenchymalis dssejtek vagy perivascularis simaizom sejtek

A mesenchymalis 6s,- vagy stroma sejtek (MSCs - mesenchymal stem/stromal cells)
minden szdvetiinkben megtalalhato, Viszonylag konnyen izolalhato és in vitro kultaraban jol
tenyészthetd multipotens sejtek. Eredetiik és a minden Ossejt szadmara nélkiilozhetetlen specia-lis
mikrokornyezetiik (niche-iik) pontos anatomiai lokalizdcidja azonban tisztdzatlan. Felvetd-dott,
hogy az MSC-k valdjaban az erek perivascularis rétegében elhelyezkedd pericytakkal es/vagy
simaizom sejtekkel azonosak. A perivascularis sejtek ugyanis - az MSC-khez hason-l6an -
képesek létrehozni a legtobb mesodermalis eredetti sejttipust, pl. osteoblastot, adipo-cytat, és
simaizom sejtet in vitro kultiraban. Néhanyan azt feltételezik, hogy a véredényekhez asszocialt
Ossejtek a tobbi szovetben (csontveld, zsir) talalhaté MSC-knél fiatalabb, nagyobb osztddasi és
differencialodasi képességgel rendelkezd sejtek, un. mesoangioblastok, amelyek akar még
vérképzo sejtekké is képesek differencialodni. Jelen munkankban azt szerettiik volna tisztazni,
hogy fiatal (14 napos C57Bl1/6) egerek kiilonb6zé szerveibdl (aorta, csontveld, thymus, 1ép)
szarmaz6 adherens sejtek (i) valdban rendelkeznek-e a pericytakra, illetve peri-vascularis
simaizom sejtekre jellemzd markerekkel; (i1) az aorta falbdl izolalt MSC-k valdban a tobbi
stroma sejtnél fiatalabb, esetleg még vérképzo sejt iranyba is differencialédni képes sejtek, mas
néven mesoangioblastok-e; ¢és (iii) az aorta fali MSC-k rendelkeznek-e olyan sajatsagokkal, ami
»szarmazasi” helyilikre (érfal) utal, illetve kiilonosen alkalmassa teheti Oket érbetegségek
gyogyitasara? Megallapitottuk, hogy a csontvelobdl, a thymusbodl és a 1€pbdl izolalt, Sca-1,
CD44, ¢és részben CD73, valamint CD90 pozitiv (dramlési citometria) adherens stroma sejtek egy
része — a hasonld felszini markereket hordozo aorta fali MSC-khez hasonlé-an - hordoz
immunfluoreszcens technikdval kimutathaté pericyta/ perivasculdris simaizomsejt markereket
([1-simaizom aktint és NG2-t). Igy valoban elképzelhetd, de nem igazolhatd egyértelmiien, hogy
ezek a kiilonbozd szovetekbdl/szervekbdl izolalt stroma sejtek egyetlen sejtfejlodési sorba
tartoznak. Ugyanakkor a tobbi (csontveldi, thymus és 1ép) MSC-khez viszonyitva joval
gyorsabban novekedd aorta fali MSC-k sem képesek vérképzd sejtek irdnydba differencialodni.
Lagy gélben nem képeznek hematopoieticus eredetli koloniakat, Dexter-kultiraban frissen izolalt
csontveldi sejtekkel 14 napig egyiitt tenyésztve oket nem differencidlodnak CD45R (B-sejt),
CD11b (monocyta/macrophag), vagy Gr-1 (granulocyta) pozitiv sejtekké. (Ezt az aorta eredetli
MSC-k z061d fluoreszcens fehérjét hordozo lentivirussal tortént transzdukciojat kovetden, aramlasi
citometria segitségével tudtuk igazolni). D3 vitamin tartalma tapfolyadékban nem kepeznek
tartarat-rezisztens savas-foszfatdz enzimet expresszalo osteoclastokat Csontvel6halalt okozé
egesztest besugarzasnak (9Gy) kitett egerek verképzd rendszeret 10° intravénasan adott aorta
eredetli sejt sem képes helyreallitani. A H5V endothelioma sejtek novekedését viszont csontveldi
¢s 1ép eredetli tarsaiknal hatékonyabban lassitjak, soét kollagén I gélben Iétrehozott
haromdimenzids kultardban elinditjdk az — 6nmagukban endothel kapillarisok kialakitdsdra nem
képes — H5V sejtek rendezddését. Kétségtelen tehat, hogy (i) a kiilonbozé MSC-k - legaldbbis
részben - alkalmazkodtak ahhoz a specialis szoveti kornyezethez, amelybdl izolaltuk dket; (ii) igy
- legaldbbis részben - jogos lehet az aortdbdl szdrmazd MSC-ket megkiilonboztetd névvel
mesoangioblastoknak nevezni, annak ellenére, hogy vérképzd sejtek irdnyaba nem képesek
differencialodni. Mindezek alapjan feltételezziik, és késdbb in vivo kisérletekben is szeretnénk
igazolni, hogy az aorta eredetli MSC-k kiilonosen alkalmasak lehetnek kiilonb6z6 érbetegségek
kezelésére, amelyeknek terapidja csontveld és zsirszovet eredetli MSC-k felhasznalasaval mar —
legalabbis a klinikai kiprobalas szintjén - megkezdddott.

Témavezetd: Dr. habil. Uher Ferenc



Szabadkai-Klavacs Krisztina, ELTE TTK, V. évfolyam
Semmelweis Egyetem I. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatd Intézet

A syndecan-1 hatasa HT 1080 fibrosarcoma sejtvonalon

A négytagu syndecan szupercsalad tagjai sejtfelszini transzmembran heparanszulfat-
proteoglikanok, melyek  vaz-fehérjébdl ¢és az ektodoménjiikh6z kovalensen kapcsolodd
glikozaminoglikan lancokbdl épiilnek fel.

Sokrétii szerepiik van pl.: sejtadhézioban, migracioban, sejtproliferacioban, jelatvitelben
és differenciacioban.

A mulekulak hepanszulfat oldallancaik segitségével novekedési faktorokat kdtnek meg.
Az ektodomén a sheddingnek nevezett folyamat soran levagodhat. A transzmembran doménjiikon
keresztlil dimerizaciora-oligomerizaciora képesek, aminek szerepe lehet miikddésiikben. A
homodimerek ¢és oligomerek mellett heterodimerek-oligomerek is kialakukhatanak, -eltérd
affinitdssal. A syndecan-1 féként ham-, a syndecan-2 pedig mesenchymalis eredetli sejteken
talalhato meg. Tumorokban a syndecanok valtozasa nem egységes, bizonyos esetekben a SDC
expresszidjanak megndvekedése a differencidlt fenotipus markere, mas esetekben viszont
malignitasra utal. A HT1080 fibrosarcoma sejtvonalban a syndecan-2 malignitast fokozo hatasat
irtak le.

Ahhoz, hogy a syndecan-1 szerepét a malignus fenotipus kialakitasdban jobban megértsiik
a HT1080 fibrosarcoma sejtvonalat transzfektaltuk a molekula kiilonbozé csonkolt valtozatait
kodold expresszids vektorokkal. A stabil sejtvonalak kialakitdsat kovetden részben in vitro
fenotipus-vizsgalatokat végeztiink (ndvekedési gorbe, Boyden kemotaxis-vizsgélat) részben
egérbe oltottuk a sejtvonalainkat. Az allatkisérletekben mértiik a tumorok névekedési sebességét
¢s attétképzo képességiiket.

Eredményeink azt tanusitottdk, hogy nem csak a teljes syndecan molekulat tartalmazo
konstrukcid, hanem az extracellularis doménben csonkolt is fokozza a tumorsejtek novekedését
¢s attétképzését. Tovébbi delécids mutansok kialakitasa alapjan a molekula transzmembran

Fenti megfigyelések molekuldris hatterének tanulményozédsara real-time PCR-el,
expresszios makroarray-vel immunhisztokémidval és Western-blot-al a daganatprogresszidban
ismert szerepet jatszo molekulak valtozasait vizsgaltuk. A sejtciklusban szerepet jatszo fehérjék
kozil a p53, p21 és cdc25A mennyisége nétt, a sejtfelszini receptorok koziil az integrin alfa4 és
bétal mennyisége csokkent. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztdzasara, hogy a leirt
valtozasok milyen mddon idézik elé a HT1080 tumorvonal aggresszivitdsanak fokozodasat.

Témavezetd: Dr. Kovalszky Ilona

10



Zsigmond Borbala SE AOK IV., Pénzvilté Zséfia ELTE TTK IV.
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Transzfekcio optimalizalasa zold fluoreszcens fehérje felhasznalasaval MCF7 mellrak
sejtvonalon

Hattér

A transzfekcio soran célunk nukleinsavak sejtbe vald bejuttatasa nem viralis Gton. Ez sziikséges
példaul, ha egy gén expresszidjat serkenteni vagy gatolni szeretnénk. Zold fluoreszcens fehérje
(GFP termelését teszi lehetdvé. GFP haszndlataval a transzfekcio eredményességét lehet
vizualizalni anélkiil, hogy kockaztatnank a sejtek pusztulasat.

Célkitiizések

Célunk volt MCF7 sejtekben a legnagyobb hatékonysagu transzfekcids reagens megtalalasa zold
fluoreszcens fehérjét kodold plazmid bejuttatasaval.

Modszerek

Az MCF7 sejteket antibiotikummal kiegészitett L15 médiumban, 5% CO2-ban 37C fokon
taroltuk és hetente passzaltuk. A transzfekcio kezdetekor a sejteket 24-well platekbe helyeztiik
(200.000 sejtet platenként). 24 6ras inkubacio utan a médiumot szérum és antiobiotikum mentes
médiumra cseréltiik, majd zold fluoreszcens protein bevitelét végeztiik el a transzfekcios
reagensekkel. Az dltalunk hasznalt reagensek: Lipofectamin 2000, Oligofectamin,
Transmessenger, Fugene 6 és a siPORT. A transzfekcids reagenstdl fiiggden a fehérje 24 vagy
48 6ra mulva lathat6 fluoresszcens mikroszkop alatt UV fénnyel megvildgitva. A kiértékelést
Olympus IX81 motorizalt mikroszkoppal végeztiikk. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
festéssel vizualizaltuk az ¢él6 sejtmagokat, a transzfektalt és nem transzfektalt sejtek aranyat
szazalékban adtuk meg, melyet wellenként 3 kiilonb6z6 latotérbdl szamoltunk. Minden latoteret
szamitogéppel fotdztuk le dokumentécio céljabol.

Eredmények

A transzfekci6 sikeressége szazalékban: Fugene 6 28%, SIPORT Neo FX 37%, Lipofectamin
2000 32%, Transmessenger 30%, Oligofectamin 48,7%. Masodik transzfekcioval a hatékonysag
kétszeresére volt novelhetd (Fugene: 50%).

Kiértékelés

Eredményeink alapjan az Oligofectamin transzfekcios reagens érte el a legnagyobb
hatékonysagot. A transzfekcio sikeressége forditottan ardnyos a gyarto altal ajanlott konfluencia
mértékével 50%-os konfluencia felett. A transzfekcio ismétlésével a hatékonysag novelhetd.
Témavezetd: Dr. Gyorffy Balazs

A témavezetd korabbi vizsgalatai soran RNS interferencia beéllitasahoz sziikséges transzfekcio-
optimalizalassal nem foglalkozott. Jelen munkdban a TDK hallgat6 egy olyon 6nallé munkan
dolgozott, amely a témavezetd aktudlis kutatasait timogatja.

A témavezetd témahoz kapcsolodo elmult 5 évben megjelent kdzleményeinek listdja:

1. Gosepath EM, Eckstein N, Hamacher A, Servan K, Jonquieres G, Royer HD, Lage H,
Gyorfty B, Kassack MU. Acquired cisplatin resistance in the head-neck cancer cell
line Cal27 is associated with decreased DKKI1 expression and can partially be
reversed by overexpression of DKK1. Int J Cancer. 2008 Nov 1;123(9):2013-9.

2. Abdul-Ghani R, Serra V, Gyorffy B, Jurchott K, Solf A, Dietel M, Schafer R. The
PI3K inhibitor LY294002 blocks drug export from resistant colon carcinoma cells
overexpressing MRP1. Oncogene. 2006 Mar 16;25(12):1743-52.
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