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KOSZONTO

Kedves Kollégak, kedves Barataink! Koszontjiik a Magyar Biofizikai Tarsasag XXVIIL
kongresszusanak résztvevdit! 2005. utan latogat Gjra Debrecenbe, az Debreceni Egyetem
Elettudomanyi Koézpontjdba, a Magyar Biofizikai Tarsasag kétévenként, mds-mas
helyszinen megrendezett kongresszusa.

Az idei kongresszus, a hagyomanyokhoz hiven ismét ,megmozgatta” a magyar biofizikus
és a biofizika utadn érdekl6dd tudomanyos kozosséget. Nyolc szekciéban 47 el6adas
hangzik el a nagyel6addban, és 57 poszter tolti meg az el6csarnokot, ahol szép szammal
vonulnak fel kiallit6 tadmogatéink is. A szekcidk el6adéit, kozottiik szamos fiatal
biofizikust, a benyujtott 6sszefoglalok alapjan a Tudomanyos Bizottsag valasztotta ki.

A kongresszus meghivott plenaris el6adéja Hannes Stockinger, aki ultraszenzitiv
mikroszkoépiaval vizsgalja a T sejtek antigén felismerésével egyiitt jar6 molekularis
atrendez6déseket a sejtmembranban. Ezzel vezeti be a konferencia egyik
kiilonlegességét: a Damjanovich Sandor Sejtanalitikai Szolgaltaté Labor (DSZL)
iinnepélyes megnyitéjat. Damjanovich Professzor Ur a magyar biofizika emblematikus
professzora volt, a Biofizikai Intézet megalapitéja Debrecenben, és szamos sejtanalitikai
technika Uttord bevezet6je Magyarorszagon. Tobbek kozott az els6 daramlasi citométer is
az altala alapitott intézetben miikédétt. Damjanovich Professzor Ur emlékére neveztiik el
a megujult, 6nall6 menedzsmenttel rendelkezd szolgaltaté labort. Ennek mélto
meglinneplése lesz a megnyito.

Hagyomanyainknak megfelel6en a kongresszus iinnepélyes megnyitojan vehetik az Ernst
Jené Alapitvany dijait a kuratérium altal Kkivalasztott kutaték, akik eléadasban
ismertethetik tudomanyos eredményeiket.

A nagyon szinvonalasnak igérkezd tudomanyos program mellett igyeksziink vendégeink
debreceni tartozkodasat még kellemesebbé tenni a Munkacsy- trilogia megtekintésével,
és a Debreceni Egyetem FGépiiletének Aulajaban megtartandé galavacsoraval.

Szeretettel varjuk a biofizika és hatarteriiletei kutatdit, mivelbit és a biofizika
tudomanyaval ismerkedd hallgatékat 2019. augusztus 26-29 kézott Debrecenben!

Matyus Laszlo Panyi Gyorgy

az MBFT Elnoke a Szervezdbizottsag elnoke
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INFORMACIOK

Helyszin - A konferencia helyszine a Debreceni Egyetem Elettudomanyi Kézpont (ETK) -
Egyetem tér 1. Debrecen, 4032 (A DE Féépililete mogotti, a Botanikus kert elétti liveg/beton
épiilet). Az augusztus 26-i fogadas helyszine a DE ETK Aul4ja, (Egyetem tér 1. Debrecen, 4032).
Az augusztus 28-i kulturalis program helyszine a Déri Mizeum (Déri tér 1, Debrecen, 4026). Az
augusztus 28-i gdlavacsora helyszine a DE F6épiiletének Aulaja (Egyetem tér 1, Debrecen, 4032).
Térképek a programfiizet utolsé oldalan talalhaték.

Eléadasok - A programban jelzett id6tartamok a vitat is tartalmazzak. Az
el6ad6teremben kivetitd, illetve egy PC (Powerpoint programmal) all az el6adok rendelkezésére,
melyre az el6adasok USB pendrive-r6l atmasolhaték. Sajat laptoprodl is lehet vetiteni (HDMI és
VGA csatlakozdn keresztiil).

Poszterszekciok - A poszterek a kongresszus teljes ideje alatt kifiiggeszthet6k, azonban
a poszterek Kkészit6i két poszterszekcié Kkeretében mutathatjdk be eredményeiket az
érdekl6d6knek. Kérjiik, hogy az 1. Poszterszekcié (augusztus 27., 17:00 - 19:00 éra) ideje alatt a
P1-P31 azonositészamy, a 1. Poszterszekcid (augusztus 28., 13:30 - 15:30 6ra) alatt pedig a P32-
P57 azonositdszamu poszterek készit6i legyenek a poszterek mellett.

Etkezés - A regisztraci6 ebédet tartalmaz a 2019. augusztus 27-29. kozotti id6tartamra
(kedd-csiitortok kozott). Az ebéd helyszine az ETK épiilete mellett talalhaté Nagyerdei Etterem,
ahol meniivalasztasos étkezésre van lehet6ség. A meniivalasztas magaba foglal egy kis adag levest,
egy egész adag f6ételt, 10 dkg savanyusagot vagy 1 szelet siiteményt (f6ételtdl fliggben). Ebédelni
a regisztraciokor kapott ebédjegyek leadasaval lehetséges.

2019. augusztus 26-an este a nyité fogadds az ETK Aulajaban, mig a 2019. augusztus 28-
igdlavacsora a Debreceni Egyetem F6épiiletének Aulajaban keriil megrendezésre. A részvételhez
a névtablakat a helyszinen fel kell mutatni. 2019. augusztus 27-én a vacsora egyénileg torténik. A
kdvésziinetekben teaslitemény, kavé, szénsavas és szénsavmentes iiditd, asvanyviz fogyaszthatd.

Tarsasagi programok - Augusztus 28-an a Déri Miuzeumot latogatjuk meg. A Déri
Muzeum megkozelithetd az 1-es villamossal az Egyetem megallohelyt6l a Kalvin tér megallohelyig
(5. megalld). A villamos 16-18 éra kozott 8 percenként kozlekedik, a menetidd 10 perc a Kalvin
tér megalléhelyig. A Kalvin tért6l a Déri Muzeum 5 perces sétaval kozelithet6 meg. A Déri
Muzeumban zenekisérettel egybekotott fényjaték keretében tekinthetik meg a Munkacsy- trildgia
kiallitasat. A turnust 3 részletben lehet megtekinteni, a terem egyszerre 50 f6 befogadasara képes.
A turnusok 16:30, 17:00, 17:30 idéponttal indulnak. Az utazdshoz sziikséges villamos jegyeket
(személyenként 2 db) regisztracidkor vehetik at.

Kozlekedés - Az Egyetem a belvarosbdl az 1-es villamossal érhet6 el, az Egyetem nevii
megallonal kell leszallni. Az Elettudomanyi Epiilet egy uj, sziirke, beton és iiveg épiilet, mely a
F6épiilet mogott talalhaté.

Wifi kapcsolat - A Kongresszus ideje alatt a DE ETK-ban elérheté az Eduroam wifi
haldzata. Ezenkiviil a konferencia résztvevéi a vendég wifi hal6zatot hasznalhatjak, a halé6zat neve
és a jelsz6 az el6adoteremben elérhetd lesz.
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ATTEKINTO PROGRAM

2019. AUGUSZTUS 26., HETFO
Regisztracio
Sajtétajékoztato (Zartkord, Kenézy villa)
Unnepélyes megnyité és Ernst-dijasok el6adasai
Sziinet
Plendris tilés
Damjanovich Sandor sejtanalitikai szolgaltat6 laboratérium bemutatasa és
linnepélyes megnyitasa

Nyit6fogadas
2019. AUGUSZTUS 27., KEDD
I. szekcid SEJTANALITIKA BIOFIZIKAI MEGKOZELITESSEL
Kavésziinet 1.
I1. szekcid MOLEKULARIS BIOFIZIKA
Ebédsziinet

Az MTA Biofizikai Bizottsag, munkaebéd (Zartkord, Kenézy villa)

I11. szekci6 MEMBRANOK, MEMBRANFEHERJEK BIOFIZIKAJA
I. Poszterszekci6 (P1-P31)

2019. AUGUSZTUS 28., SZERDA

IV. szekcid BIOSZENZORIKA ES BIO-NANOTECHNOLOGIA
Kavésziinet

V. szekcid BIOENERGETIKA ES FOTOBIOFIZIKA
Ebédsziinet

MBFT elnokségi tilés (Zartkord, Kenézy villa)

I1. Poszterszekcié (P32-P58)

Déri Miizeum - fényjatékkal kisért tarlatvezetés a Munkacsy Teremben
Galavacsora

2019. AUGUSZTUS 29., CSUTORTOK

VI. szekcio ELMELETI BIOFIZIKA
VIL. szekcid MODERN BIOFIZIKAI MODSZEREK
Kavésziinet

VIII. szekci6 ORVOSI BIOFIZIKA ES SUGARBIOLOGIA
Zarounnepség, poszterdijak dtadasa
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RESZLETES PROGRAM

2019. AUGUSZTUS 26., HETFO
14:00 - . P
18:00 Regisztracio
15:45- sy P . .
16:15 Sajtotajékoztato (Zartkori, Kenézy villa)
Unnepélyes megnyité és Ernst-dijasok eléadasai
Elnk: | Matyus Laszl6
16:30- Parveen Akhtar - Excitonic States and Excitation Energy Transfer in Plant
17:30 Light-Harvesting Complexes in Different Molecular Environments
ZavodszKky Péter - Identification and characterization of an allosteric protein-
protein interaction (ROCK2-APP-BACE) in pathological signaling pathways in the
brain
17:30- .
17:40 Sziinet
Plenaris iilés
Elnék: Panyi Gyér,
17:40 - o . gy.
18:40 Eléado: Hannes Stockinger
' Py Ultrasensitive insight into organization and function of
El6adds ) ; Co .
, immunoreceptors based on prof. Damjanovich’s groundbreaking
cime: :
immuno-FRET
18:40 - Damjanovich Sandor sejtanalitikai szolgaltatd laboratérium bemutatasa
19:00 és iinnepélyes megnyitasa
19:00 - Nyito6fogadas
2019. AUGUSZTUS 27., KEDD
08:30 - I. szekcio SEJTANALITIKA BIOFIZIKAI MEGKOZELITESSEL
10:30 Elndk: Nagy Péter Horvath Péter
8:30 Méhes Eléd T'umo/rse]te{\’ angiogenezisre gyakorolt hatdsdnak E2
vizsgdlata, in vitro
Ungai-Saldanki  Egyedi sejtek manipuldcidja piezoelektromos
8:50 . ; . . E3
Rita mikropipettdval
Kovdes Kinaa ElG sejtek jel6lésmentes vizsgdlata optikai
9:10 Déra 9 bioszenzorral dramldsi térben egyidejiileg létrehozott E4
széles dramldsi sebességtartomdnyban
Magreceptorok mobilitdsdnak és dimerizdcidjdnak
9:25 Rehé Bdlint vizsgdlata élé sejtekben SPIM-FCCS és FRET E5
segitségével
9:40 Lina Fadel Impact of agonist treatment on RXR partner selection E6
A dipdlpotencidl mérése membrdndsszetétel-
9:55 Kovdcs Tamds vdltozdssal jaré l?etegfgqek me/rr{bi.‘anbzf)ﬁzzkal E7
modellrendszereiben Uj dramldsi citométeres
modszerrel
10:10 Rebenku Istvdn A dlglta,ll:S‘ patoldgia tj I.e,het(/Jsegel: r,nultlspektralls E8
konfokadlis fluoreszcencids képalkotds
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10:30-11:00 Kavésziinet

11:00 - II. szekcid MOLEKULARIS BIOFIZIKA
13:00 Elnok: Vamosi Gyorgy ZavodszKky Péter
11:00 Kellermayer
' Miklés A titin-miozin kélcsénhatds topoldgidja E9
. A fesziiltség-kapuzott Hv1 protoncsatorna VCF jelének
11:25 Papp Ferenc eredete E10
11:45 Paddnyi Rita A CFTRfeilletr],'e NBD1 domén s,zeirkezeténe"k vizsgdlata
letekeredési titvonalak elemzésén keresztiil E11
_ s Szerkezet-funkcié koordindcié gelsolin homoldg
12:00 Bukovics Péter fehérjékben E12
12:15 Feller Timea A,n?lllmd B-peptid hatdsa a fibrinhdlé szerkezetére és
lizisére E13
12:30 Farkas Eniké A 9lyphosate gyomirtq’s.z,er:hatéanyag élettani hatdsa
MC3T3-E1 sejtek adhézidjdra E14
Rdkos sejtek adhézidjanak vizsgdlata optikai
12:45 Kanyd Nicolett bioszenzorral: a glikokdlix enzimatikus emésztésének
hatdsai E15

13:00 - 14:30 Ebédsziinet

13:00 - 14:30 Az MTA Biofizikai Bizottsag, munkaebéd (Zartkorii, Kenézy Villa)

15:00- |IIL szekci6 MEMBRANOK, MEMBRANFEHERJEK BIOFIZIKAJA

17:00 Elnok: Bota Attila Varga Zoltan
Hegediis Az ABCG2 fehérje reguldcidjdnak és transzport

15:00 . . . . iy E16
Tamads mechanizmusdnak in silico felderitése

15:20 Mihdly Judith  Extracelluldris vezikuldk IR spektroszképidja E17

Fesziiltségfiiggd K+ csatorndk gdtldsdnak specifikus
15:40 Szdnto G. Tibor mechanizmusa: peptid gdtloszerek és a C-tipusu E18
inaktivdcié kélcsénhatdsa.

Interleukin-15 transz-prezentdcio tanulmdnyozdsa

16:00 Kenesei Addm o o
fluoreszcencia mikroszképidval

E19

16:15 Mocsdr Gabor  Fehérjeklaszterek T sejtek membrdnjdban és blebjein E20

Uj intracelluldris jeldtviteli mechanizmus? Interleukin

16:30 Volko Julianna receptor dsszeszerel6dés az ER-ben és a Golgi-ban k21
Membrdnszterolok és -ceramidok tdmaddspontjdnak
16:45 Zdkdny Florina meghatdrozdsa fesziiltségkapuzott E22

kdliumcsatorndkon voltage-clamp fluorometry
(TEVCF) médszerrel

17:00 - 19.00 L. Poszterszekcio (P1-P31)
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2019. AUGUSZTUS 28., SZERDA
08:30 - IV. szekcio BIOSZENZORIKA ES BIO-NANOTECHNOLOGIA
10:00 Elnok: Vonderviszt Ferenc Kellermayer Miklds
Kelemen Label-free protein detection with an optofluidic lab-
8:30 .y ; E23
Lordnd on-chip sensor
8:55 Ke{”teslz, Szinek médositdsa lepkék szdrnydn E24
Krisztian
9:15 Kiss Bdlint Virdlis DNS kil6kédés bakteridlis membrdn E25
modellekben
9:30 Gerecsei Tamds Fe{ul,etl kolcsonhlat,asok.erosslegen,ek egyedi-sejt szintii E26
mérése automatizdlt mikropipettdval
L Magnetit-koto flagelldris filamentumok kétési
9:45 HUSZtI.n ¢ Nagy tulajdonsdgainak vizsgdlata eltérd kristdlyszerkezeti E27
Georgina . p c
magnetit nanorészecskékkel

10:00 - 10:30 Kavésziinet

10:30 - V. szekcio BIOENERGETIKA ES FOTOBIOFIZIKA
12:00 Elnok: Zimanyi Laszl6 Csik Gabriella
10:30 Barték Addm A MICU1 feher]e,slze,repe izeuto,no,klmltokondrlalls £28
Ca2+ homeosztdzisaban és tulélésében
10:50 Maréti Péter A ger{etqztesz energia Y.a,ndorlasa fotoszintetizdlo £29
baktériumok antenndjdban
11:10 Lambrev Petar Exczton—radlcal-pqlr equ_lllbratlon in Rhotosystem I E30
observed by two-dimensional electronic spectroscopy
Solymosi Sostressz illetve ozmotikus stressz hatdsa a
11:30 ym fotoszintetikus appardtus kialakuldsdra és E31
Katalin P
miikddésére
11:45 Groma Géza Fenylndulfalt k,or.nplexf,ob/ar,natok lkmetzkal E32
modellezése gépi tanulds mdédszerével

12:00 - 13:30 Ebédsziinet

12:00 - 13:30 MBFT elndkségi iilés (Zartkorii, Kenézy Villa)

13:30 - 15:30 IL Poszterszekcio (P32-P57)

16:00 - 18:00 Déri Miazeum - fényjatékkal Kkisért tarlatvezetés a Munkacsy Teremben

19:00- Galavacsora
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2019. AUGUSZTUS 29., CSUTORTOK
08:30 - 9:40 VL. szekci6 ELMELETI BIOFIZIKA o
Elnék: Dosztanyi Zsuzsanna Derényi Imre
Folyadék fdzisatmenet ttjdn létrejévé bioldgiai
8:30 Pancsa Rita kondenzdtumok szerepe a sejtes folyamatok E33
hatékonysdgdnak névelésében
8:50 Erdés Gabor Sz..er:/keze’t (_Jgapu partner predikcio linedris motivum E34
kété fehérjékhez
9:05 Hoffka Gyula The ro.le of conformational heterogeneity in enzyme E35
evolution
9:95 Kiss Mdté Tlssuelhlerarchlles in plants can eﬂfw{ently minimize E36
somatic evolution and act as a functional germline
9:50 - 11:40 VILI. szekcio MODERN BIOFIZIKAI MODSZEREK
' ' Elnok: Vereb Gyorgy Lukacs Andras
9:50 Sz61l6si Andrds A Nematost;ella vec}tenszs TRPM_Z ioncsatorna krio- E37
elektron mikroszkdpos szerkezete
Fénnyel szabdlyozott adenildt-cikldz
10:15 Lukdcs Andrds  fotoaktivdciéjdnak vizsgdlata ultragyors infravirés E38
tranziens abszorpcids spektroszkopiai médszerekkel
. ; . Anizotrop szerkezetek leképezése ujrapdsztdzo
10:40 Steinbach Gabor konfokdlis mikroszképpal (RCM) E39
. . Antibiotikum- és fdgrezisztencia evolucidja
11:00 Nagy Krisztina strukturdlt kornyezetben E40
Renata ForteBio BLI Systems for Versatile and Rapid
11:20 Biomolecular Binding Kinetics and Quantitation E41
Gronczewska
11:40 - 12:00 Kavésziinet
12:00- | VIIL szekci6 ORVOSI BIOFIZIKA ES SUGARBIOLOGIA
13:00 Elnok: Krizbai Istvan Csige Istvan
12:00 Kis Dévid Extrac/el/lularzs vezz/kul/ak szerepe ro/vz('i é E42
hossziitdvon a sugdrzds szomszédsdgi hatdsaban
12:15 Csige Istvdn CO2 és t"adon gazok borin keresztiili felvétele F43
mofettdkban
12:30 Gresits Ivdn Mczgneses na/noresz.ecslfeken ,alap.ulo rc/tkterapm F44
mddszertandnak vizsgdlata és fejlesztése
Végh Attila Neurovaszlfula,rls egység sejtes ele/memek 5
12:45 rugalmassdg térképezése gyulladdsos medidtorok E45
Gergely . "
jelenlétében
13:00 Zaroiinnepség, poszterdijak atadasa
Ebéd

10
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ELOADASOK

Plenaris eldadas (E1)
Sejtanalitika biofizikai megkdzelitéssel

Tumorsejtek angiogenezisre gyakorolt hatasanak vizsgéalata, in vitro (E2)

Méhes El6d'?, Gulyas Marton!, Tarnoki-Zach Jilial, Bilecz Agnes?, Kovacs Ildik6?, Bugyik
Edina®, Paku Sandor®, L&szI6 Viktéria®, Déme Balazs®#, Czir6k Andrast

! Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Bioldgiai Fizika Tanszék
2 Orszagos Koranyi Pulmonoldgiai Intézet, Tumorbiologiai Osztaly
* Semmelweis Egyetem, |. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutato Intézet
* Medical University of Vienna, Comprehensive Cancer Centre Vienna, Department of Surgery,
Division of Thoracic Surgery

Tumorok progresszidja, valamint a (kemo)irradiaciés kezelésekre valo érzékenysége fugg a
vérellatasuktol, ezért az érképz6dés vizsgalata a rakkutatas egyik fontos teriiletévé valt. A tumort ellato
érrendszer kialakuldsa onszervezd folyamat, vagyis a végleges strukturat nem a szoveti kdrnyezet
elOmintazata hatdrozza meg, hanem az érképzo endothel sejtek és a tumorsejtek kozotti kolcsonhatasok.
Az egyes érszegmensek ndvekedésében fontos szerepet jatszik a kollektiv sejtmozgas, amit
autokrin/parakrin szekretalt faktorok, a sejtkdzotti allomany mikromechanikaja, valamint sejt-sejt
kapcsolatok is befolyasolnak.

A malignus pleuralis mesothelioma (MPM) egy agressziv daganattipus. Korlatozott kezelési lehetdségei
miatt kiiléndsen rossz prognozissal rendelkezik, és nincsen ellene molekularisan célzott terapia. MPM
tumorok eltér6 mennyiségben expresszalnak a semaphorin (Sema) fehérjecsaladhoz tartozo
molekulakat, amelyeknek angiogenezisre gyakorolt kiilonbdz0 hatasa ismert.

Létrehoztunk egy in vitro modellrendszert az angiogenezis kvantitativ elemzésére. Endothel sejtek
aggregatumaibdl kinové ércsirak és térbeli agrendszeriik mikroszkopos képelemzésével, modositott
Sholl-analizis segitségével vizsgaltuk az ércsira képzodést. Kiilonféle MPM tumorsejtvonalakban
megmértiik kiilonbdzé semaphorin altipusok expresszids mintazatat, és ezek alapjan kivalasztottunk
tobb sejtvonalat az in vitro tumor-angiogenezis vizsgalatahoz.

Videomikroszkopos (time-lapse) kisérletekben vizsgaltuk, hogyan hatnak az eltéré semaphorin
expresszioju MPM tumorsejt szferoidok kokultiraban az endothel aggregatumokbo6l indulé ércsira
novekedésre. Az ércsira agrendszer térbeli alakulasanak vizsgalatara tovabb fejlesztettiik a médositott
Sholl-analizist. Segitségével kvantitativ elemzéseket végeztiink és kapcsolatot tartunk fel egyes
semaphorinok szekrécidja és az ércsira novekedés térbeli szabalyozasa kdzott. Ezzel parhuzamosan in
vivo Kisérleteket végeztiink MPM tumorsejtekkel beoltott egereken. A kialakult tumorok szdvettani és
immunhisztokémiai vizsgalataval alatamasztottuk, hogy az MPM tumorok érhaldzatanak kialakitasaban
Iényeges szerepet tdltenek be a tumorsejtek altal termelt semaphorinok.
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Egyedi sejtek manipulacidja piezoelektromos mikropipettaval (E3)

Ungai-Salanki Rita 123, Francz Barbara?, Sautner Eva?, Horvath Robert® és Szabd Balint!?

! E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Bioldgiai Fizika Tanszék
2 CellSorter Miiszaki Kutaté és Fejleszté Korlatolt Felelésségii Tarsasdag
3 MTA EK Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet, Nanobioszenzorika Csoport

Korédbban kifejlesztettink egy szamitogépes latason alapuld robotot [1], mely képes automatikusan
felismerni és izolalni az egyedi sejteket szuszpenziobol az ezt koveté DNS és RNS szekvenalas céljabol.
Az egyedi sejteket nanoliteres térfogatban tudtuk izolalni anélkil, hogy a szomszédos sejteket
eltavolitottuk volna. Jelen munka az altalunk kifejlesztett piezoelektromos mikropipetta alkalmazasat
mutatja be. A mikropipettaban a folyadék fluktuécioit két fiiggetlen modszerrel vizsgaltuk. igy igazoltuk
a mikropipetta robosztus, nanoliter alatti (32 + 8 pikoliter) folyadékkezelési pontossagat [2].

A piezoelektromos mikropipettat alkalmazva, Iényegesen, ~75 %-rél 90 %-ra javult az egyedi sejt
izolalasi hatékonysag. Ez a javulas donté fontossagli a ritka vagy értékes sejtek valogatasakor,
kiilondsen az orvosi alkalmazasokban. A kivald mindségli faziskontraszt megvilagitashoz a
mikropipetta kéré koncentrikusan elhelyezett LED gyiirtiket alkalmaztunk. igy modszeriink teljesen
automatizalhatdé az ¢él6 sejtek fluoreszcens vagy faziskontraszt megvilagitasa mellett is. A
piezoelektromos mikropipetta a hosszii mianyag csoveket és szelepeket is kikiiszoboli, ami
nagysagrendekkel precizebb folyadékkezelést tesz lehet6vé.

Ugy gondoljuk, hogy a piezoelektromos mikropipetta hamarosan az orvosdiagnosztikai egy-sejt
manipulaciok uj eszkoze lehet keringd tumor sejtek izolalasa, gyogyszer hatdbanyagok tesztelése, egyedi
sejtek mikroinjektalésa, vagy reagensek pikoliteres-nanoliteres skalan torténé kezelése céljabol.

Koszonetnyilvanitas

A kutatadsi munka a Nemzeti, Fejlesztési és Innovéciés Hivatal (PD 124559, KH_17, KKP 129936,
ERC HU és Elvonal), az MTA “Lendiilet” Program tamogatasaval valosulhatott meg.

Irodalom

[1] Ungai-Salanki R, Gerecsei T, Firjes P, Orgovan N, Sandor N, Holczer E, et al. (2016) Sci Rep
6:20375.d0i:10.1038/srep20375.

[2] Francz B, Ungai-Salanki R, Sautner E, Horvath R, Szab6 B. Piezoelectric micropipette for automated
single cell isolation (Bekiildés el6tt, 2019)
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Elé sejtek jelolésmentes vizsgalata optikai bioszenzorral aramlasi térben
egyidejiileg 1étrehozott széles aramlasi sebességtartomanyban (E4)

Kovécs Kinga Ddra?, Novak Martin® , Hés Csaba?, Szabd Balint®, Székacs Inna', Bonyar
Attila* és Horvath Robert!

! MTA EK MFA Nanobioszenzorika Labor, Budapest
2 Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Hidrodinamikai Rendszerek Tanszék, Budapest
% E6tvos Lorand Tudomanyegyetem Bioldgiai Fizika Tanszék, Budapest
* Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomdnyi Egyetem Elektronikai Technolégia Tanszék

El6 sejtek vizsgalata dramlési térben egy fontos teriilete a biofizikanak, mivel igy lehet vizsgalni az é16
szervezeket ereiben fennall6 korilményeket. Munkankban egy olyan eszk6zt mutatunk be, ami
jelolésmentes optikai bioszenzor segitségével (EPIC BT), nagy ateresztOképességgel képes nyomon
kdvetni a sejtekben lejatszodd valtozasokat aramlasi tér hatasara. Ez az eszkdz Iényegesen eltér az eddig
ismert atfolyd kiivettatol illetve az tigynevezett ’plate and cone device’-tol: egy forgd magneses tér
segitségével tartott és forgatott magneses keverdbot hozza létre az aramlast, igy kikeriilve a mechanikai
Osszekottetést a bioszenzor €s a rotor kozott, jelentdsen csokkentve a zajt.

Méréseinkben HelLa sejtek kitapadasat és aramlas hatasara bekovetkez6 lemosoddasat vizsgaltuk pll-g-
peg/pll-g-peg-rdg funkcionalizalt fellleten. Fluidikai szimulaciok segitségével vizsgaltuk a sejtek
valaszat az aramlasi sebesség, 0-1.16 m/s, fuggvényében.

Ezzel az Gj mérési elrendezéssel lehetséges lesz érfalsejteken hatdéanyagok hatésat vizsgalni aramlas
alatt jelolésmentesen, illetve a kiilonb6zo rakos sejtek attétképzését részletesebben tanulmanyozni.
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Magreceptorok mobilitasanak és dimerizaciojanak vizsgalata €16 sejtekben
SPIM-FCCS és FRET segitségével (E5)

Reho Balint!, Lukas Lau?, Mocsar Géabor?, Jan Wolfgang Krieger?, Jorg Langowski?, To6th
Katalin?, Vamosi Gyorgy*

! Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejthioldgiai Intézet
2 German Cancer Research Center, Biophysics of Macromolecules

A magreceptorok szupercsaladjaba olyan fehérjék tartoznak, amelyek ligandfiiggé modon képesek
szabalyozni célgénjeik atirdsat. Kutatdsunk soran a retinoid receptorok csalédjéba tartozd reténsav
receptor (RAR) és a retinoid X receptor (RXR) kdlcsonhatésait vizsgaljuk €16 sejtekben. Muikddésiiket
a molekularis kapcsold modell irja le. Ezek a receptorok ligand hidnyaban DNS-hez kapcsolddva
korepresszor komplexet kdtnek és gatoljak célgénjeik atirédasat. A modell szerint agonista ligand
hatasara (az A vitamin szdrmazékai) a receptorok konforméciévaltozason mennek keresztil, melynek
soran koregulator csere torténik és a korepresszor komplex aktivator komplexre cserélddik. Ezt a
modellt a tertileten zajl6 intenziv kutatdsok eredményeképp egyre dinamikusabb kép kezdi felvaltani.
Vizsgalataink soran arra voltunk kivancsiak, hogyan valtozik a magreceptorok mobilitasa és egymashoz
val6 affinitasuk ligand jelenlétében és hianyaban.

Kisérleteink sordn HelLa sejtekbe transzfektaltunk fluoreszcens proteinekkel (GFP, mCherry) jel6lt
magreceptorokat. A mobilitisban  bekdvetkezd  valtozasokat fluoreszcencia  korrelacios
spektroszkopiaval (FCS) koévettik nyomon. Heidelbergi kollaboréciés partnereinknél fluoreszcencia
keresztkorrelacids spektroszkdpiaval (FCCS) kombinalt Selective Plane Illumination Mikroszkdpiai
(SPIM) méréseket végeztink®. A sejtekrdl késziilt SPIM képeken FRET analizist is végrehajtottunk,
hogy tovabb néveljuk méréseink informaciotartalmat.

Vizsgalataink kimutattdk, hogy a receptorok mobilitasa agonista ligand hatasara csokken, valamint
sikerlilt megmutatnunk azt is, hogy a két receptor Kkotranszfekcidja ligand nélkil is a mobilitas
csokkenéséhez vezet. Bebizonyitottuk tovabba, hogy egyes receptor-komplexek csak az egyik fél fel6l
aktivalhatoak.®

SPIM-F(C)CS-el kombinalt FRET vizsgalataink egy igen komplex rendszer képét kezdik kirajzolni, és
segithetnek feltarni a magreceptorok aktivacidjaban és dimerziacidjaban szerepet jatsz6 molekularis
mechanizmusokat.

Kdszbnetnyilvanitas
GINOP-2.3.2-15-2016-00026, DAAD #273478

Irodalom

[1] Krieger, J. W., Singh, A. P., Bag, N., Garbe, C. S., Saunders, T. E., Langowski, J., & Wohland, T.
(2015). Imaging fluorescence (cross-) correlation spectroscopy in live cells and organisms. Nature
Protocols, 10(12), 1948-1974.

[2] Brazda, P., Krieger, J., Daniel, B., Jonas, D., Szekeres, T., Langowski, J., Vamosi, G. (2014). Ligand
Binding Shifts Highly Mobile Retinoid X Receptor to the Chromatin-Bound State in a Coactivator-
Dependent Manner, as Revealed by Single-Cell Imaging. Molecular and Cellular Biology, 34(7), 1234-
1245,
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Impact of agonist treatment on RXR partner selection (E6)

Lina Fadel?, Laszlo Nagy?3*, Gyo6rgy Vamosit

!Department of Biophysics and Cell Biology, Faculty of Medicine, University of Debrecen, Debrecen,
Hungary.
*Department of Biochemistry and Molecular Biology, Faculty of Medicine, University of Debrecen,
Debrecen, Hungary
3UD-Genomed, Debrecen, Hungary.
*Departments of Medicine and Biological Chemistry, Johns Hopkins University School of Medicine
and Johns Hopkins All Children's Hospital, St. Petersburg, FL, USA. Inagy@jhmi.edu.

Retinoid X Receptor (RXR) plays a pivotal role as a transcription regulator. It serves as an obligatory
heterodimerization partner for many other nuclear receptors (NRs). Activation of RXR heterodimers
exert a transcriptional activity controlling a wide variety of important biological processes such as
development, differentiation, metabolism and cell death. NRs share a common structure composed of
several functional domains: an N-terminal transcription activation function domain; a DNA-binding
domain; a flexible hinge region domain; and a C-terminal ligand binding domain. The mechanism of
activation called molecular switch is also common between these receptors. In this study we intended
to understand how the promiscuous RXR molecule behaves in the presence of several potential
heterodimeric partners and ligands. We hypothesized that there is a competition between RXR partners
for binding to RXR and binding of a specific agonist increases the affinity of a given receptor to RXR.
Our hypothesis was tested with three partners of RXR: PPARy, RAR,VDR using nuclear translocation
assay in a three-color model system. The competition was evaluated detecting changes in
heterodimerization between RXR and one of its partners, NR1, in the presence of another competing
partner, NR2. Therefore, NR1 was needed in a form that is distributed evenly in the cell when expressed
alone and enriched in the nucleus when interacting with RXR. These conditions were fulfilled by wt.
VDR and mutant forms of both PPARy and RAR lacking their NLS. Our data revealed that RXR binds
to its unliganded partners with different affinities; highest for RAR, lowest for VDR and moderate for
PPARYy while specific agonist treatment tips the scale in favor of the liganded partner.

This work was undertaken to a better understanding of RXR partition between its different heterodimeric
and to obtain insight into triggering specific signaling pathway in complicating cellular environments.
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A dipodlpotencial mérése membrandsszetétel-valtozassal jaro betegsegek
membranbiofizikai modellrendszereiben Uj &ramlasi citométeres
madszerrel (E7)

Szab6 Maté, Zakany Florina, Cs. Szabd Bence, Varga Zoltan, Nagy Péter, Kovacs Tamas *

! Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A membran dipélpotencialja (DP) a lipidekhez asszociélt interfacidlis vizmolekuldk, illetve a
foszfolipidek és szterolok dipolaris szegmentumainak rendezett térbeli orientaciéjabdl ered. A dipdlok
elrendez6dése révén =300 mV-0s pozitiv potencial jon létre, amely a transzmembran és fellleti
potencidlokndl jéval nagyobb intramembran elektromos erdteret eredményez, befolydsolva a
kuldnosen a szterolok mennyisége hatarozza meg. Elhelyezkedése miatt mérése rendkivil nehéz, erre
foleg a fesziiltségszenzitiv di-8-ANEPPS fluorofort hasznaljak spektrofluoriméteres vagy konfokalis
mikroszkopos excitacids aranyméréses assay soran. Ezen modszerek azonban jelentOs hatranyokkal
rendelkeznek, igy célul tliztik ki egy Uj DP mérési modszer kifejlesztését.

Kisérleteink sordn egy Ujonnan leirt 3-hidroxiflavon-szarmazék hasznalataval kidolgoztunk és
optimalizaltunk egy aramlasi citometrias technikdt a DP mérésére. Alkalmazasanak alapja, hogy
excitécio utan a fluoroforban gerjesztett &llapotu intramolekuléris proton transzfer reakcié megy végbe.
Az igy kialakul6 normdl és tautomer forma emisszidja elkilonul és mivel a két forma relativ
eléfordulasa az intramembran elektromos erétér fiiggvénye, a flurofor alkalmas a DP meghatarozésara
emisszios ardnymeéréses assay segitségével.

Ismert DP-t modosito kezelések (phloretin, 6-ketocholestanol) hasznalataval bizonyitottuk médszeriink
alkalmazhatosagat, di-8-ANEPPS-sel végzett spektrofluorimetrias referenciamérések mellett. JY
lymphoblastoid és THP-1 monocita sejtekben kimutattuk, hogy a membran koleszterin, illetve 7-
dehidro-koleszterin tartalméanak metil-B-ciklodextrin/szterol komplexekkel térténé novelése dozisfiiggd
maodon ndveli a DP nagysagat.

A munkank soran optimalizalt 0j aramlasi citometrias modszer alkalmazhatd nagy mennyiségii €16 sejt
DP-janak gyors, egyszerli és megbizhatdé mérésére.
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A digitalis patologia 1j lehetéségei: multispektralis konfokalis
fluoreszcencias képalkotas (E8)

Rebenku Istvan', Bartha Ferenc?, Cameron B. Lloyd®, Sz66r Arpad®, Katona Tamas?,
Molnar Béla®, Vereb Gyorgy*

! Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejthioldgiai Intézet;
2 Szegedi Tudomanyegyetem Bolyai Intézet;
% Semmelweis Egyetem 11, Belklinika; 3DHistech Kit.

A kvantitativ mikroszképia a molekulak sejtbeli jelenlétének és lokalizacijanak meghatarozasatol
indulva valtozatos, fluoreszcencia-alapi modalitasokkal béviilt, mint pl. konfokalis 3D és
multispektralis képalkotas, vagy molekuldris interakcidk Forster rezonancia energia transzferen (FRET)
alapulé in situ mérése. Ugyanakkor a digitalis patoldgia gyors fejlédése mara lehetévé tette a
mikroszkopids sejtparaméterek szdveti kontextusban torténd vizsgalatat, biztositva a heterogenitas €s
ritka események felderitését.

A Pannoramic Confocal (3DHistech) az els6¢ digitalis patoldgiai szkenner, mely a multiplex
fluoreszcencias detektalast nem csak konvencionalis epifluoreszcencias, de konfokalis médban is
lehetové teszi. Munkank soran teszteltiik a késziilék pontossagat, linearitasat és szenzitivitasat,
vizsgaltuk a dekonvolucio alkalmazhatosagat, valamint szovet szinti FRET méréseket
implementaltunk.

Qifikit kalibracios gyongyok segitségével megallapitottuk, hogy 22.000 epitép/gyéngy mar detektalhatd
a készilékkel. Az X-Y-Z iranyu id6beli stabilitas és relokalizacios pontossag 100 nm-en belll volt.
Elméleti modell hianyaban a dekonvoluciohoz kisérletileg hataroztuk meg a kiilonb6z6 fényutakhoz
tartozo rendszer PSF-ek katalogusat és verifikaltuk ezek mintasikbeli homogenitasat. A dekonvoldcié
az elvart médon csokkentette a fokuszsikon kiviili fotonforrasok kontribucidjat és javitotta a finom
struktirdk kivehetoségét. A FRET mérésre valo alkalmazhatosag teszteléséhez immundeficiens egérben
névesztett HER2+ tumorokon vizsgaltuk a HER2 homoasszociacié mértékét, a spektralisan korrigalt 3-
szlir6s kvantitativ modszert alkalmazva. A FRET értékek mind teljes latomezds, mind konfokalis
maodban jél korrelaltak a CLSM-ben mértekkel.

A Pannoramic Confocal digitalis patoldgiai szkenner utat nyit a molekularis interakciok és a fehérje-
expresszios és morfoldgiai mintazatok szoveti szintii korrelativ vizsgalatahoz.

Koszonetnyilvanitas
A projektet a GINOP-2.2.1-15-2017-00072 palyazat tamogatta.
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Molekuralis biofizika
A titin-miozin kolcsdnhatés topologiaja (E9)

Kellermayer Miklos, Sziklai Dominik, Papp Zsombor, Brennan Decker, Lakatos Eszter és
Martonfalvi Zsolt

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiol6giai Intézet

A titin a harantcsikolt izom rugalmas tulajdonségait meghatéarozo legfontosabb fehérje. A titinmolekula
a szarkomer Z- és M-csikjai kdzott htzodik. A titin funkcionélis szempontbol rugalmasan kontrahalddik
illetve megnyulik a szarkomer dsszeh(zodéasa illetve passziv feszitése kdzben. Rugalmas alakvaltozésa
mellett a titin meghatérozd szerepet jatszik a szarkomer szerkezeti integritasanak fenntartdsédban. A
szarkomer A-szakaszéaban a titin a miozin vastag filamentomokhoz asszocidlt, és igy itt funkcionalisan
rugalmatlan. A titin ismétl6dé szerkezeti mintdzata és a vastag filamentum periodicitasa kozotti
hasonlosag alapjan mar régota feltételezik, hogy a titin geometriai templatként szolgalhat a vastag
filamentum felépulilésében. Kisérleteinkben ezt a titin templat hipotézist teszteltiik gy, hogy a titint és
miozint in situ sztdchiometriai aranyban (300 miozin/12 titin) dsszekevertiik valtozd ionerdsség (100-
300 mM) mellett, majd a kialakul6 filamentumok és komplexek topoldgiai szerkezetét atomi
er6mikroszkoppal (AFM) vizsgaltuk. Eredményeink szerint a titin és miozin filamentumok minden
vizsgalt kisérleti kortilmény mellett szegregalt populéciot alkottak. Nem talaltunk olyan asszociatumot,
amelyben a miozin molekulak periddikusan helyezkednének el relaxalt vagy megnyujtott egyedi
titinmolekuldk vagy titin oligomérek mentén. Ugyanakkor a titin oligomérek a miozin vastag
filmentumok mentén kitapadtak és feltileti hal6zatot alkottak. Tehat, bar a titin nem geometriai templatja
a miozin vastag filamentumnak, feluleti hal6zata fontos szerepet jatszhat a miozin vastag filamentum in
situ hosszanak dinamikus szabalyozasaban.

Kdszbnetnyilvanitas
A kutatds a Nemzeti Kutatdsi Fejlesztési és Innovacids Hivatal tdmogatasaval késziilt (Nemzeti
Szivprogram NVKP-16-1-2016-0017)

A kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium FelsGoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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A feszlltség-kapuzott Hv1 protoncsatorna VCF jelének eredete (E10)

Papp Ferenc, Pethd Zoltan, Bagosi Adrienn, Panyi Gyorgy, Varga Zoltan
Debreceni Egyegyetem, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A VCF (Voltage Clamp Fluorometry) technika egy nagyon hatékony modszer a membranpotenciél
megvaltozasat érzékelni képes fehérjék konformacid-valtozasanak a vizsgalatara. Ezt a technikéat tobb
labor mér sikerrel alkalmazta fesziiltség-kapuzott ioncsatorndk vizsgalatara, beleértve a Hvl-et is.
Azonban csupan feltételezések vannak arra vonatkozdan, hogy mi is az oka annak, hogy a vizsgalt
fehérjéhez kapcsolt fluoreszcens festék altal emittalt fluoreszcencia intenzitasaban valtozas torténi a
VCF-mérés soran. A célunk az volt, hogy feltételezések helyett pontosabban meg tudjuk mondani, hogy
a VCF jel mitdl alakul ki, és ezaltal pontosabban megérthessiik a vizsgalt fehérje konformacio-
valtozasat.

A VCF méréseinket olyan Ci-Hv1 protoncsatornan végeztiik, amelyben a 241-es pozicioban 1évé Glu
aminosav Cys-re van cserélve. Ehhez a Cys-hez kotdik az a Tamra-MTS fluoreszcens festék, amely
érzékeny a lokélis kornyezetére és ezaltal képes informacidt adni szdmunkra a fehérje konformécié-
véltozasairol. Miutan megvizsgdltuk a Hvl csatorna aminosav-szekvencidjat, két lehetséges
fluoreszcenciat kiolté aminosavat talaltunk az extracellularis oldalon. Ezeket Ala-ra mutaltuk és néztik,
hogyan valtozik a VCF jeliink.

Béarmelyik kiolté6 aminosavat mutaltuk Ala-ra (az Ala aminosav nem képes kioltani a fluoreszcenciat),
kisebb VCF jelet mértink. Ha mindkét fluoreszcenciat kiolté aminosavat elmutaltuk Ala-ra, semmilyen
valtozast (jelet) nem voltunk képesek mérni. Ezek az eredményeink az jelzik, hogy a VCF jelink
kialakulasaért a Tamra-MTS festék kozelében 1év6 fluoreszcenciat kioltd aminosavak a felelések.
Tovabbi bizonyitékul szolgalhatna még, ha a fluoreszcenciat kiolt6 aminosavat masik, szintén kiolto
aminosavra mutalnank. Azonban mar ezen ismeretek birtokaban is elkezdtik egy modell kidolgozésat,
amelyben a legegyszeriibb, egyenes vonalu mozgasat feltételezziik a Tamra festéknek a kiolto
aminosavakhoz képest. Az el6zetes modell-szamitasaink segitségével jol reprodukalhatok a mért
eredményeink.
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A CFTR fehérje NBD1 domén szerkezetének vizsgalata letekeredési
utvonalak elemzésén keresztul (E11)

Padanyi Rita, Tordai Hedvig, Hegedlis Tamas

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiol6giai Intézet

A cisztés fibrozis (CF) betegséget a CFTR fehérjében bekovetkezd mutaciok okozzdk. A betegséget
okoz6 mutécidk nagy része, beleértve az 508-as fenilalanin deléciojat (AF508) az N-terminalis
nukleotid-k6t6 doménben (NBDI) talalhatok. A mutaciok befolyasolhatjdk a domén-domén
Osszeszerelddést, az NBD1 domén stabilitasat és feltekeredését. A jelenlegi CF gyogyszerek a domén-
domén Osszeszerelddést célozzak meg, de alacsony hatékonysaguk miatt (jjabban inkabb a szerkezeti
stabilitds novelése a cél. A CFTR érésének egyik elsé 1épése a fehérje megfeleld feltekeredése, igy a
folding Gtvonalak pontos feltérképezése nélkilézhetetlen a hatékony CFTR terédpia kidolgozasahoz.
Mivel a feltekeredést vizsgalni nehéz és a fel- és letekeredés soran az egyes Iépések reverzibilisek,
munkank soran a vad tipusu, illetve a AF508 mutans NBD1 fehérje letekeredési utvonalait vizsgaltuk in
silico modszerekkel illetve erdspektroszkopias kisérletekkel. Molekuladinamikai szimulacioval
meghatarozott intermedier allapotok két letekeredési Utvonal mentén helyezkednek el. A folyamat egy
kdzos szakasszal indul, majd a béta-szubdomén letekeredése utan az alfa-alegység szerkezeti egységei
eltér6 sorrendben is letekeredhetnek. Az NBD1 fehérje letekeredésének in vitro vizsgalata soran egyedi
molekulakat nyujtottunk meg atomer6mikroszkép (AFM) segitségével. A szerkezeti alegységek
letekeredésének mintazata megfeleltethetd volt az in silico modszerekkel kapott eredményeinknek. Azt
a kulénbséget figyeltik meg, hogy az in vitro kisérletekben az alfa-szubdomén tébb mint két Gtvonalon
tudott széthajtogatddni. Kiemelten fontos, hogy a AF508 mutaciot tartalmazo és a vad tipusu NBD1 a
Kitekeredés soran mas-mas aranyban jartak be az egyes Utvonalakat.

Eredményeink hozzajarulnak a vad tipusu és a AF508 mutans NBD1 domén szerkezeti és dinamikai
kilonbségeinek pontosabb megértéséhez.
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Szerkezet-funkcio koordinacié gelsolin homolog fehérjékben (E12)

Bukovics Péter!, Gaszler Péter!, Rauan Sakenov?, Pintér Réka!, Huber Tamas!, Bugyi Beéatal

! Pécsi Tudomanyegyetem, Biofizikai Intézet

A Gelsolin Homolég (GH) domén csalad fehérjéi kdzponti szerepet jatszanak az aktin citoszkeleton
szabalyozasaban. A hat GH-domént tartalmazé gelsolin (GSN) egy Ca?"-aktivalta multifunkcionalis
aktin szabalyozé fehérje. A kdzelmultban azonositottak a Flightless-1-et (Fli-1), melyet szintén hat GH-
szegmens jellemez, &m ehhez kapcsolddik egy leucin-gazdag ismétlodés. Mind a GSN, mind a Fli-I
szerepet jatszanak kiilonboz6 patologiai folyamatokban (szepszis, szdveti regeneracio). Bar a Ca®'-
fliggd aktivalas tekintetében a GSN szerkezeti-funkcionalis viszonyai jol ismertek, a Ca?* Fli-1 aktin-
aktivitasaban bet6ltott szerepe tisztazatlan. Funkcionalis vizsgalataink azt mutatjak, hogy a GSN és a
Fli-l GH16 doménjei Ca?* hatésara kiilonbz6 modon reagalnak, ami a két fehérje eltéré konformécios
jellemzdit feltételezik. Munkénk soran a GSN és a Fli-I szerkezeti viselkedését vizsgaltuk Ca?*
jelenlétében és hianyaban fluoreszcencia spektroszkopia és biokémiai modszerek alkalmazasaval.

Ca?* jelenlétében a Trp fluoreszcencia paramétereinek valtozasa a GSN-ben fluoreszcencia kioltas
vizsgalatoknal, illetve kémiai denaturaciot kovetéen markans konformacios valtozasokra utal, mely
Osszhangban van a GSN aktivaciojanak nagyfelbontasi szerkezeti modelljével. Ezzel szemben
eredményeink arra utalnak, hogy a Fli-l GH16-ban 1évé Trp-ok mikrokdrnyezete kilonbdzik a GSN-
ét8l, még Ca?*-mentes kdrnyezetben is, igy azt jelentben nem befolyasolja a kation jelenléte. A
spektroszkopiai adatokat a GSN és a Fli-I GH16 esetében a limitalt proteolizisnél megfigyelt kiilonbozé
kinetikai jellemzOk is alatamasztjak. Kisérleti eredményeinket bioinformatikai elemzésiink is
megerdsiti, amely rimutat, hogy a I1-es tipust Ca?*-kot6 helyek és a C-terminalis farok, melyek a GSN
Ca?*-indukélta szerkezeti valtozasaiért felelések, nem konzervaltak a Fli-l GH16-ban. Osszességében
munkank soran kiilonbdz6é Ca?*-fiiggd valaszokat tarunk fel, melyek a GSN és a Fli-I eltérd aktivalasi
maodjait jelzik.
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Amiloid B-peptid hatésa a fibrinhal6 szerkezetére és lizisére (E13)

Feller Timea, Harsfalvi Jolan, Csanyi Csilla, Kiss Baléazs és Kellermayer Miklds S.Z.

Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

Az Alzheimer kor neurodegenerativ betegség, melyben fontos vaszkuléris komponens is jelentkezik. Az
agyi erekben nem csak a korra jellemzé amiloid peptidek, hanem fibrinogén felhalmozodasa is
megfigyelhetd. Amiloid jelenlétében a fibrinogénbdl kialakuld alvadék mechanikai és morfologiai
tulajdonsagai is megvaltoznak, a kialakult fibrinhalé lizise is gatlddik. Az emésztésnek ellenallé alvadék
elzérja a véraram utjat, gyulladast indukal és tovabbi neurovaszkularis karosodashoz vezet.

Az amiloid B-peptid neurotoxikus fragmense az AP25-35. Ezen fragmensbdl csillamfelszinen
epitaxidlisan novesztett amiloid szalakat allitottunk elé fibrinogén jelenlétében. Az amiloid szdlak
kornyezetében megfigyelhet6 a fibrinogén monomerek felhalmozodasa.

Amiloid jelenétében csillamfelszinen alvasztott fibrinh&ld mikrostruktirajat atomi erémikroszkopiaval
(AFM) vizsgaltuk. A haromdimenzids halébdl egy kvazi kétdimenzids struktarat hoztunk létre. Az
egyedi szalak atlagos magassagat és szélességét vizsgaltuk, mely 20 puM amiloid jelenlétében
szignifikansan csokkent (magassag 18,0 nm (5,09 nm) 21,8 nm (5,47 nm) helyett, szélesség 122,7
nm (£28,4 nm) 141,7 nm (x32,5 nm) helyett).

Az alvadék mechanikai tulajdonséagait a munkacsoportunk altal kifejlesztett nanoreol6giai méréssel, a
nano-trombelasztografiaval (nTEG) vizsgaltuk. Amiloid jelenlétében az alvadas folyaméan végig
nagyobb maximalis erdkiilonbség értékeket mértiink. Ebbol az egyedi fibrinszalak megndvekedett
Young-modulusara kovetkeztethetiink.

Osszességében amiloid peptid jelenlétében kisebb szalakbol felépiild fibrinhald alakul ki. A Kisebb
szalakra megndvekedett merevség jellemz6é, amit nTEG méréseink megnovekedett erdkiilonbség-
értékei aldtamasztanak.

Kdszonetnyilvanitas

A kutatésa az alabbi programok tdmogatasaval készilt:

Az orvos-, egészségtudomanyi- és gyogyszerészkepzés tudomanyos miihelyeinek fejlesztése (EFOP-
3.6.3-VEKOP-16-2017-00009)

Uj Nemzeti Kivalosagi Program (UNKP-18-3-1Z-SE-12)

Nemzeti Szivprogram (NVKP-16-1-2016-0017)

A kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium Fels6oktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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A glyphosate gyomirtdszer-hatdéanyag élettani hatasa MC3T3-E1 sejtek
adhéziojara (E14)

Farkas Eniké?, Orgovan Norbert®, Székacs Andras®, Horvath Rébert!, Székacs Innal

"Magyar Tudomanyos Akadémia, Energiatudomdnyi Kutatokozpont, Miiszaki Fizikai és
Anyagtudomanyi Intézet, Nanobioszenzorika Momentum Csoport
2Pannon Egyetem, Vegyészmérnoki- és Anyagtudomanyok Doktori Iskola (Molekularis- és
Nanotechnolégidk Doktori Iskola)
SEotvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Bioldgiai Fizika Tanszék
*Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios Kézpont, Agrar-Kornyezettudomanyi Kutatdintézet

A vilagszerte hasznalt novényvédészer-hatdanyag a glyphosate biztonsadgos hasznélataval kapcsolatban
szamos kérdés merilt fel, mivel bizonyos toxikus hatasokkal hoztadk osszefliggésbe (pl.: csontveléi,
magzati, embriondlis és placentélis sejtvonalakon). Ezért ennek a szernek a sejtadhézidra gyakorolt
¢lettani hatasat vizsgaltuk Epic BT bioszenzorral, a sejtes folyamatokat jeldlésmentesen és valos idében
monitorozni képes szenzorikai eljarassal.

Epic BT alkalmazasaval kidolgoztunk receptorspecifikus sejtletapadasi vizsgalatokat, lehet6vé téve
integrin-ligandum-interakciok kvantitativ karakterizalasat ¢16 sejtekben [1]. Modellként a legkisebb
ismert természetes diszintegrint, az echistatint valasztottuk ki az integrin altal kdzvetitett sejtadhézio
gatlasara. Az Uj modszert alkalmazva az echistatin gatlasi koncentracid félértékét (1Cso) az €16 HelLa
sejtekben 20-40 nM tartomanyban hataroztuk meg, ami 6sszhangban van a szakirodalmi adatokkal.
Tovabba a glyphosate integrink6tédési folyamatokra gyakorolt célzott hatasat és sejtadhézios
modulécios effektusat figyeltiink meg és tartuk fel Epic BT optikai bioszenzor segitségével. Kimértik
kinetikajat, ahol azt tapasztaltuk, hogy a glyphosate alacsony koncentréacié esetén (0,1%) az RGD-
motivumhoz hasonldan serkenti, mig magasabb koncentracid alkalmazasaval gatolja a sejtek letapadasat
a szenzorfellletre.

Kiilonbozé koncentraciGju  glyphosate-oldatokkal is vizsgéltuk az integrinblokkolé hatést.
Megallapitottuk a glyphosate 1Cso értéket 20,6 mM. llletve az RGD-specifikus integrinek (MC3T3-E1
sejtekben) és az oldatban 1év6 glyphosate kdzotti haromdimenzios disszocidcids konstansat szamitottuk
ki, amelyre 0,352 mM értéket kaptunk, mig az RGD-specifikus integrinek az RGD-motivumhoz
mutatott affinitdsara 5,97 uM-t.

Kdszbnetnyilvanitas

Magyar Tudomanyos Akadémia ,,.Lendiilet Program”, NKFIH (ERC_HU, KH_ 17, NVKP 16-1-2016-
0049 és KKP_19) és OTKA K109865.

Irodalom

[1] I. Szekacs et al. (2018) Sens Actuators B-Chem 256: 729-734.
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enzimatikus emésztésének hatasai (E15)

Kanyo Nicolett, Székécs Inna, Horvath Rébert
MTA EK MFA Nanobioszenzorika Lendllet Kutatocsoport

Az €10 sejtek adhézidja kdzponti szerepet jatszik szamos életfolyamatban. A rakos sejtek terjedésében
a sejtadhézids folyamatok meghatarozo szerepet toltenek be [1]. Sejtadhézids molekuldk kozé tartoznak
az integrinek. Az integrinek f6 funkcidja a sejt-extracellularis matrix kozotti kapcsolat kialakitasa.
Egyes integrinek az RGD tripeptiddel kolcsonhatva inditjdk el a sejtadhéziés folyamatot. Ez a
mechanizmus nagyban fligg a kapcsolodasi felilleten 1évé RGD-motivumok szamatol,
elhelyezkedésétdl, egymastol mért atlagos tavolsagatol [2].

A glikokalix szinte valamennyi sejttipusra, koztiik a rakos sejtekre is jellemzd sejtfelszini cukorréteg,
amely nagyban befolyasolja a sejtek kdlcsonhatasat a kdrnyezetiikkel. A glikokalix az integrin rendszer
viselkedésében és a sejtek szignalizacioban feltételezhetéen erds, de részleteiben nem tisztazott
szabalyozd funkcidt lat el. A glikokalix adhézioban betdltott szerepe meglehetdsen ellentmondasos,
egyes helyeken az adhéziot noveld, mashol viszont csokkentd szerepérdl szamolnak be.

A sejtadhézié valos idejl, kvantitativ kovetésére napjainkban kezdenek elterjedni a feliiletérzékeny
optikai bioszenzorok, mint pl. a rezonans racsos hullimvezetd (RWG) technologia. Az RWG tipust
bioszenzorok koz¢ tartozik a Corning Epic® BenchTop (Epic BT) miiszer is. Az Epic BT kiemelked6
elénye a nagy ateresztOképesség és feliileti érzékenység, a miiszer képes biologiai folyamatok valds
ideji kovetésére is, ezért az adhézio kinetikajat segitségével nagy precizitassal detektalhatjuk. [3].

Kutatomunkank soran kiilonb6z6 RGD-motivum stirliségliszintetikus polimer feliileteket alakitottunk
ki, melyeken HeLa sejtek adhézios kinetikat mértuk. A létrehozott feluleteken meghatéroztuk a sejtek
integrinjei és a felilet RGD-motivumai kozotti kotés disszociacios allandojata glikokalix egyes
komponenseit emésztd enzimmel kezelt és kezeletlen esetben is. A kezelések hatasara az integrin-RGD
kotés erosodését tapasztaltuk. Megallapitottuk tovabba, hogy a glikokalix elemek eltavolitdsa nemcsak
az adhézi6 mértékét csokkenti, de a sejtek kezelésére hasznalt enzimkoncentracié novelésével az
adhézid sebessége is csokken. A latszolag egymasnak ellentmondé eredményeink magyarazatara egy

crer

Koszonetnyilvanitas

Koszonjuk, Dr. Deli Maria Annanak és Dr. Dér Andrasnak a kutatdsi téma meginditasaban a
csoportunknak nyujtott értékes segitségét, a hasznos megbeszéléseket
Irodalom

[1] Mackay, C. R., & Imhof, B. A. (1993) Immunology today 14(3), 99-102.

[2] Orgovan, N., Peter, B., Bésze, S., Ramsden, J. J., Szabd, B., & Horvath, R. (2014) Scientific
reports 4, 4034.

[3] Peter, B., Ungai-Salanki, R., Szab¢, B., Nagy, A. G., Szekacs, I., Bosze, S., & Horvath, R. (2018)
ACS omega 3(4), 3882-3891.
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Membranok, membranfehérjék biofizikaja

Az ABCG2 fehérje regulaciéjanak es transzport mechanizmusanak in silico
felderitése (E16)

Hegediis Tamas

Semmelweis Egyetem, Bioizikai és Sugarbiologiai Intézet

Az ABCG2 (az ATP Binding Cassette szupercsalad G2-es tagja, més néven Breast Cancer Resistance
Protein, BCRP), egy farmakologiailag jelentds transzmembran fehérje, amely kulcsfontossagu bioldgiai
barrierekben és gyogyszert metabolizald szervekben fejti ki miikodését. Szamos kémiailag kiilonb6zo
szerkezeti vegyliletet képes szubsztratként felismerni és a sejtbél kipumpalni, igy jelentsen
befolyasolja gyogyszermolekulak farmakokinetikajat. Szerepet jatszik dssejtek xenobiotikumoktél vald
megvédésében és rakos sejtek kemoterapias szerekkel szemben mutatott rezisztencigjaban is. Az ATP-
fliggd transzportfolyamatot jelentdsen befolyasolja a koleszterin jelenléte. A koleszterin Altali
szabalyozasnak és maganak a transzportnak az atomi felbontasu részletei még nem ismertek. Ezeket a
folyamatokat kisérletesen nehéz vizsgalni, ezért megértésiikhoz molekula dinamikai maédszereket

szerkezetét is meghataroztdk  krio-elektronmikroszkopiaval. Mikroszekundumos idéskalaja
molekuladinamikai szimulcidkat hajtottunk végre a fehérje apo és ATP kotott szerkezetével szubsztrat
(hugysav) jelenlétében illetve hidnyaban, POPC illetve POPC/koleszterin lipid-kettGsrétegbe agyazva.
A Koleszterin jelenléte nem befolyasolta a fehérje egyensilyi dinamikajat, ami arra utal, hogy ez a
molekula az ABCG2 atmeneti allapotan fejti ki hatasat. Szimulacidinkban meg tudtuk figyelni a
htigysav mozgasat az altalunk prediktalt szubsztratkto helyek kozott [1]. A szubsztrat extracellularis
tér felé torténd transzlokacidja még a hosszi MD szimulacidkban sem tortént meg, ezért a lehetséges
atjutasi Utvonalakat metadinamikai szimulaciokkal irtuk le. Eredményeink vérhatéan hozzajarulnak a
fehérje miikodésének és a szubsztratfelismerés mechanizmusanak megértéséhez.

Kdszbnetnyilvanitas

K&szonjiik az NKFIH (K 111678 és K 127961), KIFU HPC erdforrasok és az MTA Wigner GPU
laboratérium tamogatasat.

Irodalom

[1] Laszlo6 L, Sarkadi B, Hegediis T (2016) PLoS One 11:¢0164426.
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Extracellularis vezikuldk IR spektroszkopiaja (E17)

Mihaly Judith, Bebesi Timea, Kitka Diana, Szentirmai Veronika, Szigyart6 Imola Csilla,
Bota Attila, VVarga Zoltan

MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont, Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet

Az extracellularis vezikuldk (EV-k) az utobbi években keriiltek a tudomanyos érdeklédés
kozéppontjaba: ismertté valt, hogy a sejtek foszfolipid kettOsréteggel hatarolt nanoméretii struktarakat,
an. extracellularis vezikuldkat bocsajtanak ki, amelyek jelentOs szerepet jatszanak a sejtek kozotti
intercellularis kommunikacioban. Bar az EVk kiemelked6 lehetdséggel birnak, mint betegségmarkerek
vagy gyogyszerhordozok, klinikai alkalmazasukhoz sziikség van a megfelel6 észlelési és jellemzési
madszerek kidolgozaséara. Az infravords (IR) spektroszkdpia — standardizalt mérési korilmények és
adatfeldolgozasi eljardsokkal kiegészitve — egy egyszerli, jel6lésmentes modszer lehet EV-k
jellemzésére. Bar foként az egyedi vezikulak jellemzésére alkalmas technikak fejlesztése keriilt elotérbe
(AFM, lézercsipeszes Raman spektroszkdpia), mind orvosdiagnosztikai szempontbdl, mind a biokémiai
jelenségek tanulméanyozasa céljabol sziikség van olyan gyors, mintael6készités nélkiili modszerekre,
amelyek az EVK egy-egy sokasagat tudjak specifikusan jellemezni.

A jelen munka soran vorosvértestkoncentratumokban (VVT) ex vivo keletkez6 EVket
(mikrovezikulakat) vizsgaltunk IR spektroszkdpiai madszerrel. Az alkalmazott ATR FT-IR technika,
valamint a spektrumokbdl szdmolt fehérje-lipid arany egy robosztus karakterizalasi eljarasnak bizonyult
kiilonb6zd jellegli EV mintak megkiilonboztetésére. A fehérjék masodlagos szerkezetére, illetve
felhivjék a figyelmet arra, hogy bér az alapkutatasban a VVT-eredetii EVket, mint modell-vezikulakat
alkalmazzak, ezek mindségére hatassal vannak a vorosvértestkoncentratumok taroldsi koriilményei
(tarolasi ido, tarolasi adalék). A vérkészitményekben az dregedés/tarolas soran keletkezo és felgylilemlo
EVk - gyulladas-indukald hatasuk miatt - kéarosan befolyasolhatjdk a vérkészitmények tovabbi
felhasznéalhat6sagat; az IR spektroszkopia alkalmas lehet ezen EVK gyors jellemzésére.

Kdszbnetnyilvanitas

A kutatast az NVKP_16-1-2016-0007 palyazat anyagi timogatasaval végeztik.
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Fesziiltségfiigg6 K+ csatornak gatlasanak specifikus mechanizmusa: peptid
gatldszerek és a C-tipusu inaktivacio kdlcsdnhatésa (E18)

Szant6 G Tibor?, Panyi Gyorgy!, Izhar Karbat? és Eitan Reuveny?

! Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
2 Department of Biomolecular Sciences, Weizmann Institute of Science, Izrael

A fesziiltségfiiggd ioncsatornak nagy affinitasu és specifikus gatloszerei a peptid gatloszerek, melyek
lehetnek az ioncsatornak porusaba kotddo porus gatloszerek, illetve az ioncsatornak fesziiltség érzékeld
doménjéhez kot6do, igy az ioncsatorna kapuzasat modositd gatloszerek.

A kollaboracios partnerlink altal végzett molekularis dinamikai szimulaciok a gatlas mechanizmusanak
egy Uj lehetdségét feltételezik, amely szerint bizonyos peptid gatloszerek a fesziiltségfiiggd ioncsatornak
inaktivacios kinetikajat befolyasoljak, mivel kolcsonhatasba 1épnek az ioncsatornak szelektivitasi sziird
vizmolekulakkal”. Célunk ilyen specialis peptid gatloszerek (pl. Csl — Cone Snail toxin)
hatdsmechanizmusanak leirdsa, tovabba a szamitasokkal dsszhangba hozhat6 kisérletes bizonyitékok
feltarésa.

A Cs1 gétldszer ioncsatornakra gyakorolt hatasat patch-clamp technikaval, fesziiltség-zar izemmaodban,
outside-out konfiguracioban végeztiik tobb, eltéré sebességgel, de lassu, un. C-tipust inaktivaciot
egyarant mutatd, Shaker-IR tipust fesziiltségfiiggé kaliumcsatornan. Eredményeink szerint az
extracellularisan alkalmazott Csl csokkentette az aramamplitidét (az egyensulyi blokk néhany
masodperc alatt kialakult), mig szignifikdnsan ndvelte az ioncsatornak inaktivacids idéallandojat, de
nem volt hatasa az ioncsatornék aktivacios kinetikajara és a félaktivacios feszlltség értékére. A toxin
hatas nem mutatott fesziiltség fliggést.

Mindezen eredmények alatdmasztjak a Csl gatldszer specifikus kotddési mechanizmusat, egytttal
ravilagitanak az inaktivaciés Uregben talalhatdé szerkezeti vizmolekuldk C-tipust inaktivacio
stabilizaciojaban betoltétt szerepére is. Tovabba a Csl és hasonld peptidek alkalmazéasa nagy
jelentéségli lehet az inaktivacid tanulmanyozasaban, mivel egy 0j gatlasi mechanizmussal rendelkez6
peptid molekula megnyithatja az utat Gjabb, eddig kis sikerrel megcélzott ioncsatorndk miikodésének
modulélasahoz.
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Interleukin-15 transz-prezentacié tanulmanyozasa fluoreszcencia
mikroszkopiaval (E19)

Kenesei Adam?, Szaloki Nikoletta', Hegediis Eva®, Volké Juliannat, Waldmann Thomas A.2,
Vamosi Gyorgy!

! Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
2 National Institutes of Health Lymphoid Malignancies Branch

Interleukin-15 (IL-15) citokin jelentds szerepet jatszik a természetes és adaptiv immunrendszer
szabalyozasaban. A szintézis f6 helyszinei a dendritikus sejtek és monocitak. Az IL-15 receptor (IL-
15R) harom alegységb6l (IL-15Ra, IL-2/15Rp, yc) épiil fel. Az IL-15 elsésorban transz-prezentacio
Utjan biztositja a jelatvitelt. Professziondlis antigén prezentalo sejtek (APC-k) - amelyek expresszéljak
az IL-15-6t és az azt megkotd IL-15Ra alegységet — prezentaljék a ligandot a célsejten jelenlévé B és ye
alegységeknek. Felvetddik a kérdés, hogy az APC antigént koté fOo hisztokompatibilitas komplexe
(MHC 1I) és a T sejten elhelyezkedd T sejt receptor (TCR) kolcsonhatasa révén lejatsz6dd antigén-
felismerés szerepet jatszik-e a transz-prezentacidban. Ennek tanulmanyozasahoz az IL-15Ra-t stabilan
kifejez6 Raji B-sejtvonalat, valamint a 3 és yc alegységeket kifejezé Jurkat T-sejtvonalat hasznaltunk.
Ha a Raji sejteket Staphylococcus Enterotoxin E szupernatigénnel (SEE) kezeljik, az SEE-t k6t6 MHC
II molekula stabil immunoldgiai szinapszist alakit ki a Jurkat sejten 1évé TCR-rel, igy
tanulméanyozhat6va valik az MHC 1I-TCR interakcio hatasa az IL-15 transz-prezentécidra. A transz-
prezentacio kimutatasara Forster rezonancia energia transzfer (FRET) méréseket végeztiink a B és o
alegységek kozott. Az IL-15Ra mCherry fluoreszcens fehérjével jeldlt formaban (N-terminalison)
expresszalodik a Raji sejteken, az 1L-2/15Rp alegységet Alexa488-Mikp3 antitesttel jeloltilk. A FRET
mérések kozvetlenll bizonyitjdk az IL-2/15RB és IL-15Ra alegységek Osszeszerel6dését transz-
prezentacio soran. Az alegységek kozt mérheté FRET megnétt az MHC II-TCR interakcio hatésara.
Transzprezentacio sordn mind az IL-15Ra, mind az IL-2/15Rp alegység feldusul a szinapszisban,
azonban SEE és IL-15 szimultan kezelés hatasara ez a feldtisulas kisebb mértékai.
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Fehérjeklaszterek T sejtek membranjaban és blebjein (E20)

Mocsar Gabor?, Zubanics-Nagy Aront, Volko Juliannal, Toth Katalin?, Waldmann Thomas
A.* Wieser Stefan®, Vereb Gyorgy?, Schiitz Gerhard®, Bodnar Andrea®, Vamosi Gyorgy*

! Debreceni Egyetem, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
’German Cancer Research Center, Heidelberg, Germany
®Institute of Applied Physics, Vienna University of Technology
*Lymphoid Malignancies Branch, National Cancer Institute, Bethesda, USA

A membranfehérjékbol felépilld sejtfelszini struktirdk valtozatos térbeli és idobeli szerkezettel
rendelkeznek, tobb hierarchikus szinten szervezddnek. Az immunfolyamatokban fontos szereppel
rendelkez6 interleukin-2 és -15 citokin receptorok és az MHC 1 és Il molekuldk kdzos klaszterekben
fejezddnek ki T sejtek membranjaban. Tépanyag megvonas hatdsara a sejteken apoptotikus/nekrotikus
membran holyagok, blebek alakulnak ki, a nagyméretii blebek membranja nem rendelkezik
citoszkeletalis kapcsolatokkal, azokat citoszkeleton mentes modellmembrannak hasznaltuk.

Kisérleteinkben arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a citoszkeleton hianya, a fehérjék mobilitasanak
a novekedése, illetve a membran mikrodomén szerkezetének megvaltozasa a blebeken hogyan hat az
MHC I, MHC I, valamint az IL-2Ra és IL-15Ra- alegységek Klaszterméreteire, homo- illetve
heteroasszociacidjara, a fehérje-fehérje kolcsdnhatasok stabilak maradnak-e a citoszkeleton hianyaban.

Az ép sejtfelszinen, illetve a blebek felszinén a receptorok és molekuldk Kklaszterméreteinek
meghatarozasat szuperfeloldasa STED képek analizisével végeztiik el. A kozos komplexekben levo
fehérjék aranyat fluoreszcencia keresztkorrel&cios spektroszképidval vizsgéltuk meg. A fehérjék homo-
és heteroasszociacidit tobbcsatornas fluoreszcencia intenzitdsmérésen alapulé mikroszkopos FRET
méréssel jellemeztik.

Meéréseink szerint, 40 nm-es feloldas mellett, a blebek felszinén fehérjeeloszlasok homogének, nem volt
jele magasabb szintl szervezddésnek, illetve mikrodomének jelenlétének. A mérési eredmények alapjan
megallapithatd, hogy a fehérjék aranya a kdzds komplexekben, valamint ezen fehérjeasszociacidk
stabilitasa fliggetlen a citoszkeletonnal vald kapcsolattol és a magasabb szervezddésii sejtmembran
eltlinésétol.
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Uj intracellularis jelatviteli mechanizmus? Interleukin receptor
osszeszerelodés az ER-ben és a Golgi-ban (E21)

Volké Juliannal, Kenesei Adam?®, Mocsar Gabor!, VVarnai Péter?, Toth Katalin®, Waldmann
Thomas A.4, Vamosi Gyorgy!

! Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
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Az interleukin-2 és -15 citokinek kdzponti szerepet tdltenek be az immunrendszer szabalyozasaban,
kontrollalva a limfocitak talélését és apoptozisat, meghatarozo jelentdségiiek kiillonb6zd leukémidkban
és autoimmun betegségekben. Heterotrimer receptoraik a sejtmembranban ligandspecifikus, sajat a-
alegységekkel rendelkeznek, ugyanakkor a jelatvivé B- és yc-lancokat kodzosen hasznaljak. A
sejtfelszinen kifejez6do receptor lancokat célzé anti-IL-2Ra (daclizumab) terapidkkal, melyek a T sejt
proliferacio gatlasara iranyulnak, csekély siker érhet6 el felnSttkori T sejtes leukémiaban (ATL) és
sclerosis multiplex-ben. Kivancsiak voltunk, vajon az IL-2R alegységek képesek-e dsszeszerelddni igy
hatékony jelatvitelt lehetdvé tenni mar az endoplazmatikus retikulumban (ER) és/vagy a Golgi-ban,
miel6tt a sejtfelszinre jutnak.

Az EGFP vagy mCherry fluoreszcens fehérjével jeldlt receptor lancok 0sszeszerelddését a szekrécios
uton (az ER és a Golgi teriiletén) ¢é16 HeLa sejtekben vizsgaltuk konfokalis mikroszkopids intenzitas-
alapu Forster rezonancia energia transzfer (FRET) mérések segitségével.

Az ER-ben és a Golgi-ban is sikertilt energiatranszfert mérni a - és a yc-, valamint a - €s az IL-2Ra-

......

......

2Ra-IL-15Ra heteroasszociaciokat jellemzod energiatranszfer hatasfokok szignifikdnsan magasabbak
voltak a plazmamembranban, mint az ER-ben vagy a Golgi-ban, ami arra utal, hogy a szekrécios ut
soran torténd részleges asszociacio utan, az alegységek Osszeszerelddése a sejtfelszinen fejezédik be.

IL-2-termeld T sejtekben a jelatvitel végbemehet az ER/Golgi-ban elére 0sszeszerel6dott receptorok
altal. Eredményeink ravilagithatnak az intracellularis autokrin jelatvitel egy Gj paradigmajara ill.
magyarazatot adhatnak a sejtfelszini receptorokat célz6 antagonista antitest terapiak rezisztenciajara.
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Membranszterolok és -ceramidok tAmadaspontjanak meghatarozéasa
fesziltsegkapuzott kaliumcsatornakon voltage-clamp fluorometry (TEVCF)
maodszerrel (E22)

Zakany Florinal, Kovacs Tamas?, Panyi Gyorgy?, Varga Zoltan!
! Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet

A fesziiltségkapuzott kdliumcsatornak (Kv) egy fesziiltségszenzor (VSD) és egy porusdoménbdl (PD)
éplilnek fel. A VSD felelds a membranpotencial érzékeléséért, mig a PD az ionok szamara atjarhato
porust alakitja ki. Ismert, hogy a membran koleszterin (hiperkoleszetrinémia, Smith-Lemli-Opitz
szindréma), illetve ceramid (Gaucher-kor) tartalmanak ndvelése befolydsolja a Kv csatorndk tobb
kapuzési paraméterét. A kisérletek sorén azt hataroztuk meg, hogy ezek a lipidek melyik doménen
keresztiil hatva fejtik ki elektrofizioldgiai hatasaikat, a VSD vagy a PD az elsddleges célpontjuk.

A fenti betegségek membranbiofizikai modelljeinek kialakitasahoz Xenopus laevis oocitak membranjat
toltottink metil-béta-ciklodextrin-koleszterin vagy -7-dehidrokoleszterin komplexekkel, valamint C16-
ceramiddal, illetve C16-glikozilceramiddal. Az elektrofizioldgiai méréseket TEVCF mddszerrel
végeztiik, ami a patch-clamp mérésekkel szemben az iondramok meghatarozasaval egyidében lehet6vé
teszi a VSD mozgasanak monitorozasat a VSD extracellularis részének MTS-TAMRA fluoreszcens
festékkel torténd jelolését kovetden. Igy egyszerre kapunk informaciot a PD (G-V gorbe, aramkinetika)
és a VSD (F-V gorbe, fluor. jel kinetika) allapotardl a kapuzasi folyamat alatt, ezaltal nemcsak a fent
emlitett lipidek ionaramra gyakorolt elektrofiziol6giai hatasai, hanem azok ioncsatornan beluli célpontja
(VSD vagy PD) is azonosithatéva valnak. A VSD-PD kozti csatolas vizsgalatoz az eltéré csatolasi
mechanizmussal biré Kv1.3 és Kv10.1 csatornakon végeztik el a kisérleteinket.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a szterolok elektrofizioldgiai hatasaikat a Kv csatornak PD-
jén keresztul fejtik ki. Ezzel szemben a C16-glikozilceramid és Cl16-ceramid mas tdmadasponttal
rendelkezik, méréseink alapjan elébbi a PD-n, utébbi a VSD-n keresztul fejti ki hatasat. A ceramidok
tdmadaspontjanak tovabbi vizsgalatdhoz a két VSD-bdl felépiild fesziiltségkapuzott protoncsatornan
(Hv1) terveziink hasonlé méréseket.

Készonetnyilvanitas: UNKP-18-3-1V-DE 54

31



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

Bioszenzorika és bio-nanotechnoldgia

Label-free protein detection with an optofluidic lab-on-chip sensor (E23)

Léorand Kelemen',*, Eugenia Lepera?, Bence Horvath!, Pal Ormos!, Roberto Osellame? and
Rebeca Martinez Véazquez?

! Biological Research Centre, Institute of Biophysics, Hungarian Academy of Sciences, Temesvari krt.
62, 6726 Szeged, Hungary;

2 Institute for Photonics and Nanotechnologies, National Research Council, Piazza Leonardo da
Vinci, 32, 20133 Milan, Italy

Whispering gallery mode (WGM) resonators are promising optical structures for microfluidic label-free
biosensors mainly due to their high sensitivity. Their real laboratory diagnostic application however
lacks a robust fabrication method that offers a complete device of practical value. Here we report on a
monolithic lab on a chip sensor fabricated by a hybrid femtosecond laser micromachining approach, for
label-free biosensing of a selected protein. It consists of a polymer WGM microresonator sensor made
by two-photon polymerization directly inside a glass microfludic chip prepared by laser-assisted etching.
The device, after a thorough geometry optimization, presents a refractive index change sensitivity of 61
nm/RIU. We demonstrate its bio-sensing capability exploiting the biotin-streptavidin binding affinity,
obtaining a detectable minimum protein surface density increase of 67 x 103 molecules/umz2.
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Szinek médositasa lepkék szarnyan (E24)
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A természetben tobb példa fellelhetd nanoszerkezetbdl szarmazd szinek képzdodésére, kiilondsen
latvanyos ez az izeltlabuak kozott. A lepkeszarnyak esetében az irizald kék szin a szarnypikkelyben
talalhat6, fény hullamhosszaval 0Osszemérhetd méreti nanoarchitektira és a festékanyagok
Osszességének eredménye [1].

Korabban megmutattuk az Europabol és Azsiabol szarmazé (> 300 egyed) him lkarusz boglarka
példanyok vizsgélataval, hogy a faj egyedei szinbeli eltérést mutatnak a kontinensek kozott [2].
Ugyanakkor igazoltuk [3], hogy hosszu idejli hiités hatasara a bab allapot ideje akar megtizszerezhetd,
de ennek hatasara a szerkezeti eredetii szinek alig valtoznak, mig a pigment eredetii mintazat drasztikus
valtozast szenved. Most a kisérletek megismétlésével vizsgaljuk a reprodukalhatosagot, és pontositjuk
az elért valtozasok jellemzését. A szerkezeti szinek stabilitasa fontos tulajdonsag a vizsgalt alkalmazasi
lehetéségek szempontjabol.

A szerkezeti eredetii szinek esetében megvaltozik a szarnyakrol visszavert fény jellemz6 spektruma, ha
a kornyezeti levegdbe mas, eltérd torésmutatdji anyagot keveriink. A spektrométerrel mérhetd valtozas
is lehet [5]. Jelen munkaban megmutatjuk hasonlo nanoszerkezetek eltéré érzékelési tulajdonsagait [6]
valamint levegdhoz adott kétkomponensii gézkeverékek érzékelésének lehetdségét.

Kdszonetnyilvanitas
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Viralis DNS kilokédés bakterialis membran modellekben (E25)
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1 Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiol6giai Intézet, Budapest

Gram-negativ baktériumok sejtfalanak kiils6 felszinét nagyrészt fehérjék és lipopoliszacharidok (LPS)
alkotjdk. Ezen alkotoelemek kozott talalhatd az a molekula melyet a T7 bakteriofagok fert6zésiik
kezdetén felismernek. Az, hogy a letapadast kovetden milyen szerkezetbeli valtozasok inditjak be és
val@sitjadk meg a virdlis genom bejuttatasat a célsejtbe részleteiben feltaratlan. Célunk egy olyan
modellmembran felépitése melynek segitségével a T7 fagok kikotddése és ezt kovetden a DNS
kilokddése megfigyelhetd. Ahhoz, hogy az LPS altal alkotott szupramolekularis struktirakat, illetve az
LPS bakteridlis membran szerkezetére vald hatasat jobban megérthessiik, lipid kettosrétegekhez
hozzdadott LPS mintakat készitettiink, illetve kiilonféle Gsszetételli és LPS tartalmu liposzOmakat
preparaltunk extruziés modszerrel. A vizsgalatokat atomerémikroszkopos (AFM) képalkotas
segitségével végeztiikk. Az atomerémikroszkopos felvételeken azonositottuk az LPS-eket, megfigyeltik
a membranon beliili eloszlasukat és a lipid kettésrétegekre gyakorolt hatdsukat. Megvizsgaltuk, hogy
milyen hatassal van magara a lipid kettosrétegre, illetve a membranban szétoszld LPS molekuldkra a
homérseklet valtoztatdsa és az olddszer Osszetétele. Ahhoz, hogy a nativ allapothoz a lehetd
legkdzelebbi modellt alkothassunk E. coli kiilsé membran kivonatot készitettiink. A viralis DNS
kilokédést LPS tartalmi mintdk jelenlétében vizsgaltuk fluoreszcens, illetve 1ézercsipeszes
technikakkal. Mivel a bakteriofagok vélhetéen az LPS-t, vagy az LPS rétegbe agyazodo fehérjéket
ismerik fel a fert6zési ciklus kezd6 Iépéseként, munkank hosszitava célja az LPS tartalmi membranok
pontosabb megértésén keresztiil egy olyan optimalizalt modellrendszer létrehozasa, amelyben a T7
bakteriofag fertdzési mechanizmusa viszonylag konnyen tanulmanyozhatova valik.

Készdbnetnyilvdnitds
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Feliileti kolcsonhatasok erdsségének egyedi-sejt szintii mérése automatizalt
mikropipettaval (E26)
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A biologiai tudomanyokban zajloé robbanasszeri fejlédés jelentds felismerései kozé tartozik, hogy az
¢16 sejtek populacioé joval kevésbé homogének mint azt korabban feltételezték, ezért az Ugynevezett
egyedi-sejtes technoldgidk mara meghatérozé kutatasi irdnnya valtak a kisérletes biol6gia és a biofizika
teriiletén. Egy alapvetd bioldgiai jelenség, az adhézid, egyedi-sejt szintli mérésére jelenleg még kevés
maodszer létezik, azonban a teriilet rohamosan fejlédik hiszen az ilyen jellegii vizsgalatok altal alapvetd
fontossagu bioldgiai kérdésekre adhatunk vélaszt [1].

Munkam soran egy Uj médszert, az automatizalt mikropipettat [2] alkalmaztam sejtpopulécidk egyedi-
sejt szintli adhézids ero eloszlasanak mérésére, illetve egy olyan modell rendszert fejlesztettem ki, amely
a kapott er6 értékékek lehetd legpontosabb meghatarozasat teszi lehetévé. A rendszer mikroszkopikus
méretli polisztirol gyongyok feliiletének avidin-biotin kotésen keresztuli kémiai funkcionalizalasan
alapul. A bedllitott nyomaskiilonbség altal a sejtre kifejtett erdt numerikus szimulacidk segitségével
hataroztuk meg. Mivel a szimulécié eredménye figg a modell rendszer geometridjatol, optikai
hullamvezet6 spektroszkopiaval karakterizaltuk a gyongyok és a felszin kozotti kontaktust és az abban
mabdszert , a FluidFM-et alkalmaztam. A technika Iényege, hogy egy mikrofluidikai csatornaval ellatott
AFM méroéfejjel sejteket vagy mikroszkopikus részecskéket valasztunk el az aljzattdl mikdzben mérjiik
a fellépo tapadasi erdt.

A két modszer alkalmazéasa altal kapott erdspektrumok jo egyezést mutattak igy belattuk, hogy a
mikropipettds modszer 1ényegében a kolloid er8spektroszkdpia magas atereszt6képességii verzidjaként
alkalmazhato barmilyen bioldgiai vagy altalanos molekularis kdlcsonhatas erdsségének mérésére.
Demonstraljuk tovabba, hogy a gyongyfelliletet eukariota vagy bakterialis fellleti motivumokkal
bevonva képesek vagyunk megmérni az egyes fellleti komponensek hozzajarulasat az adhézios
folyamatokhoz

Irodalom

[1] Ungai-Salanki, R., Peter, B., Gerecsei, T., Orgovan, N., Horvath, R., & Szab0, B. (2019). A practical
review on the measurement tools for cellular adhesion force. Advances in Colloid and Interface Science.
[2] Ungai-Salanki, R., Gerecsei, T., Firjes, P., Orgovan, N., Sandor, N., Holczer, E., ... & Szab6, B.
(2016). Automated single cell isolation from suspension with computer vision. Scientific reports, 6,
20375.
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Magnetit-koto flagellaris filamentumok kotési tulajdonsagainak vizsgalata
eltéré morfolégiaju magnetit nanorészecskékkel (E27)

Nagy Georgina, Papp Lejla, Posfai Mihaly, VVonderviszt Ferenc

Pannon Egyetem, Bio-nanotechnologiai és Miiszaki Kémiai Kutatointézet

A migneses nanorészecskék felhasznalasa igen széleskorii, szdmos miiszaki és orvostudomanyi
alkalmazasuk ismert. A magneses nanokristalyok alakja és mérete az adott alkalmazas szempontjabol
lényeges, am szabalyozasa nem egyszerii. A magnetit kristalyok egyensulyi morfoldgiaja az oktaéder,
kiilonbo6z6 laboratoriumi szintézis modszerekkel azonban ettdl eltérd, pl. kocka alak is kialakithato.

srer

cre

Ennek els6 1épéseként a baktériumok flagellaris filamentumait felépitd fehérje alegység, a flagellin
felszini doménjét mddositottuk génsebészeti mddszerekkel, és ezéltal olyan variansokat alkottunk,
melyekbe a magnetit nukleacidjaban és/vagy megkdtésében szerepet jatszo oligopeptideket épitettiink
be.

Szelekcids eljarassal kivalasztottuk azokat a varidnsokat, amelyek a legnagyobb affinitassal képesek a
kiilonboz6 magnetit részecskéket felsziniikon kotni. A legnagyobb kotési affinitast egy magnetoszoma
membranfehérje, a Maml kotorégioja, valamint egy szintetikus peptid, az IB2 mutatta.

Valamennyi varians esetében vizsgaltuk a kotési tulajdonsagokat mind az oktaéder, mind a kocka
magnetit jelenlétében transzmisszios elektronmikroszkép segitségével. A kocka alaki magnetittel
egyenletesebb boritast értiink el a filamentumok feluletén, mint az oktaéderes alaktakkal.

Koszonetnyilvanitas

A kutatomunkat az ERA-CHEMISTRY NN-117642 és a BIONANO_GINOP-2.3.2-15-2016-00017
projektek tamogatték.
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Bioenergetika és fotobiofizika

A MICUL1 fehérje szerepe neuronok mitokondrialis Ca?* homeosztazisaban
és tuléléseben (E28)

Bartok Adam®?, Raghavendra Singh?, Hajndczky Gyorgy?

! Semmelweis Egyetem Orvosi Biokémiai Intézet
2 MitoCare Center, Dept. of Pathology, Anatomy and Cell Biology, Thomas Jefferson University,
Philadelphia PA

A mitokondrialis Ca?* homeosztazis a sejt energia termelésének, a sejthaldl mechanizmuséanak és az
intracellularis Ca?* jelek kialakulasanak egyarant elengedhetetlen szabalyozo eleme. A MICUL1 egy, a
mitokondrialis Ca?* uniporter (MCU) miikddését szabalyoz6 intermembran térben elhelyezkedd fehérje,
mely a mitokondrialis Ca?* felvétel extramitokondrialis Ca?* szint altali szabalyozasat biztositja. Ez a
szabalyozas kettds természetli, azaz alacsony Ca?* szint mellett a MICUL fehérje az MCU zéarva
tartasaval a mitokondridlis Ca?* felvételt gatolja, mig az ER/SR feldl érkezd Ca?" jel hatdsara az MCU
aktivalasaval a mitokondrialis Ca?* felvételt segiti el6. A MICU1 fehérje génjének funkcidvesztéses
mutacioja human betegekben progressziv tanulasi zavar, izomgyengeség, krénikus faradtsag és mozgasi
rendellenességek kialakulasahoz vezet.

A MICUI miikodésének pontosabb megértéséhez létrehoztunk egy neuron specifikus MICU1-KO egér
vonalat. El§ allaton végzett viselkedési tesztekkel a humén betegeknél leirtakhoz hasonld, progressziv
tanuldsi €s mozgasi rendellenességeket mutattunk ki. Szovettani vizsgalatokkal a gerincvelében
csokkent motor neuron szdmot, mig a motoros kéregben a dendritikus nyulvanyok megvaltozott
morfologidjat talaltuk. Ex vivo novesztett Kortikélis neuronokban megvéaltozott citoszolikus és
mitokondrialis Ca?* jeleket mértiink, mely a MICU1-KO sejtek fokozott elhalasdhoz vezetett
excitotoxikus stimulaci6 alkalmazasa esetén. Human betegekbdl izolalt fibroblasztok és limfoblasztok
szintén megvaltozott mitokondrialis Ca?* homeosztazist és emelkedett sejthalalozast mutattak.
Eredményeink alatdmasztjdk azt a feltevést, hogy a human betegekben a MICUL hianyaban a
neuronokban megvaltozott mitokondrialis Ca?* homeosztazis kovetkezménye a neurodegeneracio, és az
azt kisér6 progressziv kognitiv és mozgasi zavarok kialakulésa.

Kdszonetnyilvanitas

Bartok Adam a Tempus Kézalapitvany altal nyjtott Magyar Allami E6tvos Oszténdij tamogatasaban
részesult.
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A gerjesztési energia vandorlasa fotoszintetizald baktériumok
antennajaban (E29)

Maroti Péter'”, 1gl6i Ferenc®®, Kis Mariann®, Kovacs Istvan® és Smart James**

1Szegedi Tudomanyegyetem TTIK-AOK Orvosi Fizikai Intézet
2Szegedi Tudoméanyegyetem TTIK Elméleti Fizikai Intézet
$MTA SZFKI Budapest
“Tennessee Egyetem Bioldgiai Intézet, Martin, USA
*email: pmaroti@sol.cc.u-szeged.hu

A fotoszintetikus egységek (PSU) kozotti gerjesztési energia atadasa klasszikus Joliot (kés6bb
Lavergne-Trissl) elmélete [1] hidnyossagainak felderitésére Rba. sphaeroides fotoszintetizalo
baktériumokon parhuzamosan mértik a fluoreszcencia hatasfokanak (p) emelkedését és a
reakciocentrumok (RC) bezar6dasat (az oxidalt dimer mennyiségét, [P*]-t) gerjeszté fény hatasara
(indukcio, [2]), valamint ezt kdvetéen sotétben ¢ lecsengését és a bezart RC-ok fokozatos kinyitasat
(relaxacid, [3]). A RC tdbbszori atfordulasanak kikuszobolésére olyan mutanst (cycA) allitottunk eld,
amelyb6l hianyoznak a P* gyors visszaredukalasaért felelés citokromok [4]. A kinetikakbol
meghatarozott ¢ vs. [P*] fliggvények nyilvanvalo eltéréseket mutatnak a Joliot-elméletbél
szamitottakkal: 1) az indukcidban és relaxacioban mért gorbék kilonbdznek, 2) a O<p<l csatolsi
paraméter nem allando, hanem a nyitott/zart PSU-k aranyatol fiigg, 3) a hiperbola nem merdleges szart,
és 4) mérési pontok szisztematikusan eltérnek a szamitott gorbéktdl. A megfigyelt eltéréseket azzal
magyardzzuk, hogy 1) a gerjesztési energia az élettartama alatt a PSU-k altal meghatarozott
négyzetracson bolyong, 2) a zart PSU-k térbeli eloszldsa nem marad véletlenszer(i az indukci6 soran
(mint ahogy azt a Joliot elmélet feltételezi), hanem csomdsodasok Iépnek fel a PSU-k kdzotti energetikai
csatolds miatt.

[1] de Rivoyre M, Ginet N, Bouyer P, Lavergne J (2010) BBA 1797:1780-1794.

[2] Mardéti P (2016) In: Handbook of Photosynthesis, Pessarakli (ed) 3™ ed. pp 463-483 CRC Press,
Boca Raton.

[3] Asztalos E, Sipka G, Mar6ti P (2014) Photosynth Res 124:31-44.

[4] Sipka G, Kis M, Smart JL, Maréti P (2018) Photosynthetica 56(1):125-131

A munka az EFOP-3.6.2-16-2017-00001 tamogatasaval készlilt.
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Exciton—radical-pair equilibration in Photosystem Il observed by two-
dimensional electronic spectroscopy (E30)

Petar Lambrev!, Parveen Akhtarl:2, Pawel Nowakowski®, Gabor Sipka', Guangye Han?,
Jian-Ren® Shen, Gy4z6 Garab!, Howe-Siang Tan®

! Biological Research Centre HAS, Plant Biology Institute
2 ELI-ALPS, ELI Nonprofit Ltd.
3 Nanyang Technological University, School of Physical and Mathematical Sciences, Singapore
4 Photosynthesis Research Center, Chinese Academy of Sciences, Beijing, China
5 Photosynthesis Research Center, Okayama University, Okayama, Japan

The kinetics of energy transfer and charge separation in isolated Photosystem Il (PSII) core complexes
was studied by time-resolved fluorescence, femtosecond transient absorption and two-dimensional
electronic spectroscopy (2DES). Time-resolved fluorescence showed that the main excited-state
deactivation time constant in PSII with open reaction centres is around 40 ps, in accordance with
literature results. Global analysis of the transient absorption data revealed lifetimes of 200 fs and 3—4 ps
(assigned mainly to energy equilibration among antenna chlorophylls), 35-40 ps (the main
photochemical trapping), 200-250 ps (electron transfer from pheophytin to QA) and a nanosecond
component (re-reduction of P680%). The transient spectra of the reduced pheophytin and oxidized P680
are well defined. These data are in excellent agreement with previous results. 2DES, performed under
identical excitation conditions, further resolved uphill and downhill pathways of energy transfer in the
antenna as well as equilibration between the primary radical pair and the antenna occurring on a sub-
picosecond timescale. The results bring new evidence supporting the exciton—radical-pair equilibrium
model of PSII Kinetics.
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Sostressz illetve ozmotikus stressz hatasa a fotoszintetikus apparatus
kialakulasara és miikodésére (E31)

Soti Adél*, Ounoki Roumaissal, Kdsa Annamarial, Beata Mysliwa-Kurdziel? és Solymosi
Katalin®

LELTE - E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Bioldgiai Intézet, Novényszervezettani Tanszék
2 Krakkoi Jagell6 Egyetem, Novényélettani és Biokémiai Tanszek

A nem megfeleld talajmegmiivelési ¢€s oOntozési eljarasok kovetkeztében Foldiink
mezogazdasagilag megmiivelhetd teriiletének egyre jelentdsebb részén (egyes becslések szerint
kdzel 800 millio hektaron) okoz gondot a talaj magas sokoncentracioja [1]. A talajban
felnalmoz6dd kéros ionok a legtobb termesztett novényiink fejlodését és terméshozamat
negativan befolyasoljak. A sdstressz komplex modon hat a ndvények anyagcseréjére és élettani
folyamataira. Rovidtavon hiperozmotikus stresszt okoz, amelynek kovetkeztében csokken a
vizpotencial, és igy a ndveny vizfelvétele és a sejtek ndvekedése is gatolt, hosszabb tavon pedig
az egyes szervekben, sz6vetekben, sejtekben illetve sejtalkotokban felhalmoz6dé ionok (Na*
és CI") specifikus toxikus hatasai keriilhetnek elétérbe [2].

Munkéank sordn azonos ozmolaritasu so- (600 mM NaCIl:KCl, 1:1) illetve polietilén-glikol
(PEG) oldat hatasat vizsgaltuk egy hazai blzafajta (Triticum aestivum L. Mv. Béres) sttétben
nevelt csirandvényeinek levelében talalhaté szintestekre, a benniik zajlé klorofill szintézisre és
fokozatos zoldilésre. Mar par oras kezelés is a tilakoidmembranok specifikus és ionok altal
indukalt duzzadéasat okozza a sostresszelt mintaban, mig a PEG kezelés hatasai kevésbé
szembetliindk. A klorofill bioszintézise és a fotoszintetikus apparatus kiépiilése és mikodése, a
kloroplasztiszok fejlédése teljes mértékben gatolt volt a séoldaton, mig a pusztan
hiperozmotikus stresszt el6idézé PEG oldaton, ha valamivel lassabban is, de mindkét folyamat
végbement. Eredményeink alapjan megéllapithato, hogy a klorofill bioszintézist és a zoldulést
a sostressz specifikus ionos komponense(i) gatolja(k), 6nmagaban az ozmotikus stressz kevésbé
hat ra negativan.

Kdszonetnyilvanitas
A kutatasokat az OTKA (FK 124748) és az MTA Bolyai Janos kutatasi 6sztondija (S.K.) tamogatta.

Irodalom
[1] FAO (2015) FAO Land and Plant Nutrition Management Service. Rome.
[2] Maathuis FIM, Ahmad I, Patishtan J (2014) Front Plant Sci 5: 467.
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Fényindukalt komplex folyamatok kinetikai modellezése gépi tanulas
maddszerével (E32)

Groma Géza, Sarlds Ferenc, Sipos Aron, Nagypal Rita, Nagy David, Dér Andras, Zimanyi
Laszlo

MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Biofizikai Intézet

A bioldgiai mintakon végzett idébontott spektroszkopiai vizsgalatok jelentds része elsérendii kinetikak
komplex rendszerével irhato le [1]. Ilyenek a kiillonb6zé konformacids allapotban levd FAD vagy
NADH molekuldkbol szarmazo fluoreszcencia kinetikak, valamint a retinal fehérjék és a fotoszintetikus
rendszerek fényindukalt folyamatainak kinetikai. Noha e folyamatok leggyakrabban exponenciélis
flggvények dsszegével irhatok le, a modellezésnél stlyos nehézségeket okoz, hogy (1) a sokszor tébb
nagysagrendet atfogo iddtartomanyon kevés mérési pont all rendelkezésre, (2) a komponensek szamat
nem ismerjiik elére, (3) az exponencidlis illesztés instabil probléma: kis bemeneti zaj is nagy
bizonytalansagot eredményezhet a paraméterekben, (4) nem garantalt a globalis illesztési minimum
elérése.

Megmutatjuk, hogy a fenti problémak elkeriilhetok a modern statisztika két modszerének
alkalmazésaval. Egyrészt a kis- (és ismeretlen) szamu exponencialis illesztése helyett az idéallandok
egy nagyszamu, kvazifolytonos halmazan kereslink ritka (sparse) megoldasokat, azaz olyan
eloszlasokat, amelyek csak néhany pontban kilonboznek zérustol [2]. Méasrészt a ritkasag mértékét
szabalyzd hiperparaméter(eke)t az adott zajszintnek megfeleléen valasztjuk ki, valamely resampling
technikén (pl. cross-validation) alapulé gépi tanulas (Bayesian Optimization) Gtjan. Ez az eljaras
automatikusan optimalizal a kevés paraméterrel valo gyenge illesztés (high bias) és a sok paraméterrel
val6 zajra illesztés (high variance) kozott.

A fenti eljarast els6ként alkalmaztuk komplex elsérendii kinetikak modellezésére. Eredményességét a
bakteriorodopszin fotociklus és a FAD fluoreszcencia kinetikdin fellép6 Hofmester effektus
tanulméanyozéasan mutatjuk be.

Kdszbnetnyilvanitas
Ez a munka az NKFIH GINOP-2.3.2-15-2016-00001 projekt tAmogatasaval késziilt.

Irodalom

[1] van Stokkum IHM, Larsen DS, van Grondelle,R (2004) Biochim Biophys Acta 1657: 82—104.
[2] Groma GI, Heiner Z, Makai A Sarlos F (2012) RSC Adv 2: 11481-11490.
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Elméleti biofizika

Folyadék fazisatmenet utjan létrejové biolégiai kondenzatumok szerepe a
sejtes folyamatok hatekonysaganak ndvelésében (E33)

Pancsa Rita!, Tompa Péter?

L MTA TTK, Enzimoldgiai Intézet

Az elmult évek egyik legizgalmasabb molekuléris és sejtbioldgiai felfedezése, hogy bizonyos fehérjék
képesek folyadék fazisdtmenet utjan kiilonbdz6 membran nélkiili testeket/kondenzatumokat 1étrehozni
a sejtekben, ilyenek példaul a stressz granulumok, P-testek, a nukledlusz vagy a posztszinaptikus
denzitasok [1]. A kiilonb6z6 membran nélkiili testek (MNTKk) fontos funkcidkat toltenek be a sejtek
normal miikodésében és stressztlirésében. Egyre tobb sejtes folyamatrol deriil ki, hogy ilyen
kondenzatumok kialakulasa révén megy végbe, ide tartozik példaul a transzkripcios szabalyozas és tobb
membran receptor jelatviteli halézata is. Kialakulasuk, ugynevezett folyadék fazisatmenet Utjan
torténik, amely toébbnyire alacsony szekvencia komplexitasl, rendezetlen fehérje régiok kozti
multivalens, gyenge kdlcsonhatasokhoz, vagy multivalens domén-motivum kolcsénhatasokhoz kothetd.
Az ilyen folyamatok alapvetd fontossagat jol mutatja, hogy a meghatarozo fehérje régiokat érintd
mutaciok sulyos neurologiai betegségekhez kothetdk, mint példaul az amiotrofias laterdlszklerozis és
frontotemporalis demencia, valamint kiillonb6z6 rakos megbetegedésekben és muszkularis atréfidkban
is szerepet jatszanak. Minden jel arra mutat, hogy a fehérjék altali folyadék fazisatmenet egy altalanos
mechanizmus a sejten beluli tér rendszerezésére, amit nem csak az eukariota sejtek alkalmaznak, de a
baktériumok és virusok is.

A kialakult kondenzatumok valtozatos funkcidkat latnak el, mi egy 5 kategdriabdl all6 rendszert
javasoltunk funkcionalis osztalyozasukra [2]. Ezen kivil a kapcsol6d6 irodalom alapos atvizsgalasaval
Osszegylijtottiik és valtozatos szempontok szerint annotéltuk az eddig leirt, folyadék fazisatmenetet
képzd fehérjéket és létrehoztuk elsd onallo adatbazisukat (publikacio alatt). Kovetkezo 1épésként az
ilyen folyamatok alternativ splicing altali szabalyozottsdgat fogjuk vizsgalni, mely soran
szovetspecifikus jellegek és rakos mutacidk altali splicing mintazat valtozasok azonositasat is tervezziik.

Kdszonetnyilvanitas

Kdszonet a Dosztanyi és Tompa csoport tagjainak, akik részt vettek a PhaSePro adatbazis
elkészitésében.

Irodalom

[1] Shin Y, Brangwynne CP (2017) Science 357(6357).
[2] Pancsa R, Schad E, Tantos A, Tompa P (2018) Biochim Biophys Acta Proteins Proteom pii:
S1570-9639(19)30043-3.
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Szerkezet alapu partner predikcio6 linearis motivum koto fehérjékhez (E34)

Erdés Gabor!, Dosztanyi Zsuzsanna!
! MTA-ELTE Lendiilet Bioinformatikai kutatcsoport

A rovid linearis motivumok a fehérjék kompakt funkcionalis régioi, amelyek specifikus globuléris
doménekhez kapcsolodnak. Az ilyen jellegii kolcsonhatasok alapvetdéen fontosak a bioldgiai
rendszerekben; részt vesznek tranziens fehérje komplexek kialakitasaban, a sejten beliili lokalizécio,
vagy a fehérje sorsanak meghatarozasaban.

Az LCS egy linearis motivumot kotd, rendkiviil jol konzervalt eukariota homodimer fehérje. Elsdként a
dynein motor komplex részeként irtdk le, Aam mara tobb mint 60 0j kdtOpartnerét azonositottak. Az eddig
feltart kdlcsonhatasok kozil tébbnek ismert a szerkezete, és ezek nagyon hasonlo kotési mechanizmust
irnak le. A fontossaga ellenére az LC8 fehérje pontos funkcidja maig ismeretlen, és kdlcsonhatasi
haldzata még csak részben feltart.

A mar ismert kot6partnerek lehetdséget adnak szekvencia vagy szerkezeti alapu predikcios eljarasok
kidolgozéasara, amelyek alapjan tovabbi partnerek azonosithatdak, azonban a jelenlegi médszerek tobb
szempontbdl is limitaltak. A szekvencian alapul6 modszerek nem képesek arra, hogy Uj tipusu
kotdmotivumot azonositsanak, a szerkezet alapti predikciés modszerek pedig nem mikddnek
megfelelden linearis motivumok esetében. Kutatasunk célja egy olyan moddszer kifejlesztése, amely a
kotédomén haromdimenzids szerkezete és kotdmechanizmusa alapjan képes 0j kotGpartnerek
azonositasara.

Az éltalunk kidolgozott médszer egy minden vizsgalt rendszerre egyedi energiafliggvényen alapul, ami
statisztikus potencial alapjan jellemzi a kdlcsonhatést. A modszer Iényege, hogy a Boltzmann statisztika
alapjan maximalizaljuk egy adott szerkezethez k6t6d6 partnerek valoszinliségét egy véletlenszeriien
generalt sokasagban. Eredményeink szerint a modszer képes jol kivalasztani az LC8 fehérje mar ismert
partnereit egy véletlen halmazhbél, anélkil hogy tal restriktiv lenne (] tipust motivumokkal szemben.
Az energiafiiggvény lehetoséget ad a molekularis felismerésben fontos biofizikai tényezok
felismerésében, és alkalmazhaté olyan rendszerekre is, amelyeknek szerkezete ismert, de a
kotomotivumat még nem irtak le.
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The role of conformational heterogeneity in the evolution of enzymes (E35)

Monika Fuxreiter!, Gyula Hoffka?, Letif Mones?
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Designing artificial enzymes to catalyse reactions, which do not occur in Nature is a challenge for
computational biology. The traditional procedure largely ignores protein motions, and exploits an
interaction between a fixed quantum zone (QM) corresponding to the active site and a protein structure
framework. The efficiency of such designs however, lags much behind that of natural enzymes. The
only exception is the Kemp eliminase HG-3.17 [1], which has a catalytic activity comparable to the
parent xylanase enzyme. We have employed multiscale QM/MM calculations to elucidate the molecular
driving forces of the directed evolution process. Applying the Empirical Valence Bond [2] framework
and the Free Energy Perturbation/Umbrella Sampling (FEP/US) method, we found that the
reorganization energy is optimized throughout the development of HG-3.17 and enabled to suppress the
promiscuous activities. Surprisingly, two conformers mutually play a role in optimization of the activity,
and only the heterogeneous ensemble is capable to reproduce the experimental catalytic barriers.
Determination of individual residue contributions highlighted the interplay between the different
conformers and the optimization of the specific reaction. To our knowledge, this is the first example,
where a conformationally heterogeneous system was involved in shaping enzymatic activity.
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Tissue hierarchies in plants can efficiently minimize somatic evolution and
act as a functional germline (E36)
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Plant growth is governed by cell divisions in the apical meristems, which are tissues of undifferentiated
cells in the shoot buds. The central zone of each meristem harbors a small group of slowly dividing stem
cells. From time to time meristems also produce cells that give rise to leaves and a new meristem, called
axillary meristem, in the axil of each leaf. These axillary meristems have the potential to turn into apical
meristems and start to form new branches, but it is not a priori known which ones.

Recent studies have found surprisingly few genetic differences between distant branches of large plants
which implies that plants can manage to keep the number of cell divisions along each lineage low (less
than one per year), despite the large number of constantly produced stem cells of the axillary meristems
and the inherently stochastic nature of the growth process.

To understand how plants can minimize somatic evolution, we developed a hierarchical meristematic
tissue model and used computer simulations to find the optimal parameters that minimize the number
of cell divisions along each lineage. We found that the optimal solution involves slow stem cell divisions
in the apical meristems, and an exponentially increasing divisional rate of cells away from the central
zone. New axillary meristems are produced from a few cells at the edges of apical meristems via cell
divisions along a perfect binary tree.

While recent empirical evidence suggests a non-segregated functional germline in plants, it has been
unclear how plants are able to produce the steady source of cells with low divisional numbers that are
necessary to limit intergenerational mutation rates. Our results demonstrate that there exists an efficient
mechanism, which renders germline segregation unnecessary, as the tissue hierarchies underlying plant
growth are themselves able to minimize the accumulation of somatic mutations to sufficient extent.
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Modern biofizikai médszerek

A Nematostella vectensis TRPM2 ioncsatorna krio-elektron mikroszképos
szerkezete (E37)
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A ,Transient Receptor Potential Melastatin 27, réviditve TRPM?2, fehérje egy nemszelektiv kation
csatorna, amely szamos élettani folyamatban fontos szerepet tolt be, ezek koziil kiemelendd az
immunvalaszban, inzulin szekrécidban és az allando testhdmérséklet szabalyozasaban jatszott szerepe.
A TRPM2 fehérje aktivatorai a citoszélikus Ca?*, foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat, valamint az ADP
riboz. Jelen eléadasban a Nematostella vectensis csalanozobdl izolalt TRPM2 ioncsatorna (nvTRPM2)
~3 A felbontas mellett meghatéarozott krio-elektron mikroszkopos szerkezetét mutatjuk be a Ca?*-kotott
csukott konforméacidban. Rokon TRPM fehérjékkel dsszehasonlitva az nvTRPM2 fehérje szerkezete
szamos egyedi vonast tartalmaz, melyek segitenek jobban megérteni az ioncsatorna funkcionalis
jellegzetességeit. Az nvTRPM2 nagyobb Ca?' iranti szelektivitisa és ionateresztd képessége jol
magyarazhaté a negativ oldallancokkal korbevett relative széles pérussal. A csatorna Ca?* kotShelye
egy molekuléris alaguton keresztil a porus alatti tagulatba torkollik, de emellett a citoszollal is
kapcsolatban van; ezen szerkezeti elemek ismeretében értelmezhetdvé valt a csatorna markans intra- és
extracellularis Ca?*-fiiggése. A szelektald filtert kovetd rovid helikalis régié az nvTRPM2 tetramer
szerkezetében nyolc negativ oldallancot tartalmaz. A human TRPM2 ioncsatorna azonos régidjaban
1évé toltetlen oldallancok a csatorna mar korabban megfigyelt gyors inaktivacidjat okozzak.
Osszességében tehat az itt bemutatott krio-elektron mikroszkdpos szerkezet nagyban hozzajarul a
TRPMZ2 ioncsatorna kapuzasi mechanizmusanak megértéséhez.

46



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

Fénnyel szabalyozott adenilat-ciklaz fotoaktivacidjanak vizsgalata
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Az 0aPAC nevi fehérje egy fotoaktivalt adenilat-ciklaz (PAC), amely az Oscillatoria acuminata
cianobaktériumban talalhato [1]. Az adenilat-ciklaz fényaktivacioja egy BLUF (Blue light sensing using
FAD) domén segitségével valdsul meg, amelyben a fény hatdsara egy gyors atrendez6dés kovetkezik
be a flavin adenin dinukleotid korili hidrogénkotés-rendszerben [2].

Kék foton elnyelését kovetden az OaPAC klasszikus BLUF fehérjeként viselkedik és a flavin
abszorpciés maximumanak kdzel 10 nm-es vorods eltolodasat figyelhetjik meg. Ultragyors infravoros
tranziens abszorpcid segitségével megallapitottuk, hogy a fényabszorpciot kdvetéen egy a
pikoszekundumos skalan megvaldsuld elektron transzfer folyamatra kertl sor. Ennek az elektron
transzfernek a fotoaktivacioban bet6ltott szerepét vizsgaltuk tobb mesterséges fluoro-tirozinnak a
segitségével [3]: attol fiiggden, hogy hol helyezkedik el a fluor a a fluoro-tirozin fenolgytirijén ugy
vatozik a mesterséges aminosav pK értéke.

Infravords tranziens abszprcio segitségével megallapitottuk, hogy a gerjesztést kovetéen az OaPAC-ben
proton kapcsolt elektron transzferre keriil sor, amely meghatarozza az adenilét-ciklaz fotoregulécidjat.
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Bioldgiai mintdk komplex molekularis rendezett szerkezetének vizsgalata, bar a fénymikroszkopok
limitalt felbontdképessége miatt korlatozott, konfokélis mikroszkdpra épitett differencial-polarizacios
mérési technikdval (DP-LSM) feltérképezhetd [1]. A kozelmdltban sikerrel alkalmaztuk a DP
mikroszképiat rendezett novényi szerkezetek vizsgalatdra [2]. Hasznos, ha a konfokalis
mikroszkopiaban elérhetd, a felbontoképességet noveld fejlesztéseket is igénybe véve kiterjesztjiik a
polarizalt fénnyel valé szerkezetvizsgalat hatokorét. Az Gjrapédsztazé konfokalis mikroszkép (RCM)
SCMOS kameran alapuld leképezése 1,4-szeres lateralis feloldoképesség javulast és kedvezobb jel-zaj
viszonyt biztosit a PMT-t hasznald LSM-ekhez képest, mikdzben megtartja a Z iranyu felbontést [3].

A gerjesztOlézer polarizaciojat modulald folyadékkristaly (LC) alkalmazasaval lehetévé valik a
szerkezeti informaciok kinyerése, az FDLD leképezés elvégzése 2D-ben és 3D-ben. A modulacié és a
képalkotas szinkronizalasat egy kiils6é programmal oldottuk meg, amely mind az eredeti Nikon
szoftverrel, mint a LC vezérlével tartja a kapcsolatot. A képfeldolgozasi funkciokat MATLAB-ban
elkészitett, grafikus feliileti program végzi [4].

Kdszbnetnyilvanitas

Kdszonjuk a GINOP-2.3.2-15-2016-00001, a GINOP-2.3.2-15-2016-00003 és a GINOP-2.3.2-15-
2016-00030 palyazatok pénzigyi tAmogatasat.

Irodalom

[1] Steinbach G, Pawlak K, Pomozi I, Téth EA, Molnar A, Matko J, Garab G (2014) Methods and
Applications in Fluorescence 2: 015005 (9pp)

[2] Radosavljevi¢ JS, Pristov JB, Mitrovi¢ AL, Steinbach G, Mouille G, Tufegdzi¢ S, Maksimovic V,
Mutavdzi¢ D, JanoSevic D, Vukovi¢ M, Garab G, Radoti¢ K (2017) Cellulose, 24: 4653-4669

[3] de Luca GMR, Breedijk RMP, Brandt RAJ, Zeelenberg CHC, de Jong BE, Timmermans W, Azar
LN, Hoebe RA, Stallinga S, Manders EMM (2013) Biomed Opt Express 4:2644-2656.

[4] Steinbach G, Nagy N, Sipka G, Manders E, Garab G, Zimanyi L (2019) European Biophysics
Journal eprint https://doi.org/10.1007/s00249-019-01365-4

48



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

Antibiotikum- és fagresztencia evolulcidja strukturalt kérnyezetben (E40)
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A baktériumokat természetes €lohelyeiken kiilonféle kornyezeti hatdsok érik, melyek sok esetben
kihivast jelentenek egy adott populécio tulélése szempontjabol. Ezek a stresszfaktorok altaldban erésen
heterogén térbeli eloszlast mutatnak. Egyes tanulmanyok szerint a szelekciés nyomas ilyen inhomogeén
megjelenése nagymértékben felgyorsithatja az egyébként lassu evollcios folyamatokat.

Laboratériumunkban azt vizsgaljuk, hogy a kornyezet térbeli strukturaltsaga és kémiai heterogenitasa
hogyan befolyésolja baktériumkdzdsségek ellenalloképességének evoldcidjat antibiotikumokkal és
bakteriofag virusokkal szemben. A kdrnyezet dsszetettségét mikrofluidikai eszkdzokkel modelleztik.
Kisérleteinkhez kétféle eszkdzt hasznaltunk, egy komplexebb kamra- és csatornarendszert, amely
nagyobb mozgasteret biztosit a baktériumok szamara, és egy egyszeriibb, egyetlen linearis kémiai
gradienst el8allité eszkozt. E. coli populaciok dinamikus térbeli eloszlasat, ndvekedését kdvettik tobb
napon keresztul fluoreszencia mikroszképia segitségével.

Kiilonb6z6 hatdsmechanizmust antibiotikumok kémiai gradienseit teszteltiik. Jellegzetes térbeli
eloszlasokat figyeltink meg, és kimutattuk, hogy a gradiens puszta jelenléte mar 10-12 6ran belll
rezisztens sejtek megjelenését és elszaporodasat okozza.

A T4r virusokkal szemben rezisztens populaciok korilbeltl egy nap utan jelentek meg. A strukturalt
kornyezet kiillonbdzé pontjain biolfimszerii képletek indultak ndvekedésnek, amelyekbdl kiindulva a
baktériumok késébb az eszkdz mas pontjait is benépesitették.

A Kisérletek végén az eszkdzok felnyitasaval a rezisztens tdrzsek tovabbi vizsgalatok céljabél
kinyerhet6k. Teljes genom szekvenalassal azonositottuk a keletkez6 genetikai valtozasokat, mutaciokat.
Kdszonetnyilvanitas
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Orvosi biofizika és sugarbiologia

Extracellularis vezikulak szerepe révid és hosszutavon a sugarzas
szomszédsagi hatasaban (E42)
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Szomszédsagi (bystander) sugarhatdsnak nevezziik, ha olyan sejtekben is megnyilvanul sugarhatéas,
amelyeket kozvetlen sugarzads nem eért. Az utébbi években tobb in vitro kutatds is tudomanyosan
bizonyitotta, hogy ez a hatés a sejtek kozotti kommunikacio révén valosul meg. Azonban az erre
irdnyulé komplexebb in vivo kutatdsok még hidnyosak. Az extracelluléris vezikuldk (EVK) olyan
membrannal hatérolt struktirak, amelyeknek a komplex tartalma (RNS, fehérje, lipid, DNS) alkalmassa
teszi 6ket a sejtek kozotti kommunikaciora.

Kisérletiinkben 9-12 hetes him C57BI/6 egereket egésztest besugarzas ala vetettiink 0; 0.1Gy; 0.25Gy
és 2Gy dozisokkal. Az allatok csontvel6jét, labesontjait, 1épét és majat az expozicidt kovetden 4 vagy
24 o6raval vagy 3 honappal késobb vizsgaltuk. A csontvelobol EVt izolaltunk, melyeket analizaltunk és
nem besugarazott, egészséges allatok farokvénajaba oltottuk. Oket nevezziik bystander allatoknak. A
bystander allatok csontvel6jét, labesontjait, [épét és majat EVk oltasa utan 4 vagy 24 oraval vagy 3
honappal késébb vizsgaltuk. A kézvetlen besugarzast szenvedett és EVK oltasan atesett allatokban
apoptdzis, DNS karosodas, sejtfenotipusos és sejtszambeli valtozasokat kdvettiink nyomon.

A besugarazott allatokbdl szdrmazd EVk hatasat a bystander allatokban bekdvetkezé elvaltozasokkal
igazoltuk. Rovidtava hatasként (4 vagy 24 oraval a kezelés utan) apoptdzist mutattunk ki dozisfiiggden
heamatopoietikus Ossejtekben (HSC) és limfoid progenitorokban. Csontveléb6l migraldé HSC-ket
detektaltunk a 1épben, és mezenchimalis éssejteket (MSC) a csontszOvetben. Csokkent a HSC és MSC
populaciok sejtszdma a csontvelében. A HSC alpopulacioi koziil a multipotens progenitorok aranya
szignifikdnsan csokkent, mely hatas 3 honappal késObb ugyan moderaltabban, de megnyilvanult.
Hosszutavu hatasként (3 hoénappal kezelés utan) a limfoid progenitorok és granulocita-monocita
progenitorok sejtszama szignifikansan csokkent dozisfiiggden.

Osszefoglalva, bizonyitottuk, hogy EVk révid és hosszitavon is képesek a sugarzas szomszédsagi
hatasat kozvetiteni. Ez a vizsgalat segit megérteni a sugarzas kozvetlen és szomszédsagi hatasainak
mechanizmusat a csontvelGben.

Tamogatas: Euratom kutatasi és oktatasi program 2014-2018; 662287 szam( palyazat.
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A szén-dioxidos fiirdSterapia hataismechanizmuséra vonatkozdan viszonylag kevés irodalmi hivatkozas
talalhato, ezek is inkdbb csak hipotéziseket fogalmaznak meg. A hatdsmechanizmus megismerése
szempontjabdl Iényeges lenne tudni, hogy a szén-dioxid kezelésnek Kkitett paciensek esetén milyen
mértékil a szén-dioxid gaz bordn 4t felszivodott mennyisége, hogyan fiigg ez a kezelés koriillményeitdl,
a péciens allapotatdl, stb. Jelen projekt keretében demonstralni kivantuk, hogy az MTA Atomki
Kornyezetanalitikai ~ Laboratorium  stabilizotdp-arany mérésére  szolgaldé  miszerhatterének
alkalmazasaval alkalmas mddszer kifejlesztésével valaszt tudunk arra a kérdésre, hogy milyen
sebességgel veszi fel a szervezet a béron keresztiil a szén-dioxid gazt. A boron keresztiili CO-felvétel
meghatarozasanak elve, hogy a béron keresztiil bejutdé CO. gaz *C/*2C izotéparanya lényegesen
kulonbozik a szervezetben a normalis életmiikddés soran keletkezett CO, gaz B*C/*2C izotdparanyatol,
és a kilélegzett levegdben a boron keresztiil bejutott CO2 mennyiségétdl fiiggéen meg kell valtoznia a
BC/*2C izotoparanynak. A métraderecskei mofettaban jelentés, 100-200 kBgm3-es nagysagrendben
talalhat6 radon gaz is. A bordn keresztiili difftizios, és az egész szervezetre kiterjesztett biokinetikai
szamitasok szerint, specialis korilmények kdzott, az igy felvett radon gaz is kimutathatd kell, hogy
legyen a kilélegzett levegében. Az elvégzett méréseink alapjan becslést tudunk adni a CO.-felvétel
sebességére, illetve felsd korlatot a radonfelvétel sebességére a béron keresztiil.

Kdszbnetnyilvanitas
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A magneses nanorészecskek egyik fontos alkalmazasi terlilete a daganatterapia egyik aga a termoterapia,
melynek a lényege, hogy a nanorészecskéket a rakos sejtekhez juttatva, és aztan felmelegitve gyengiti
vagy pusztitja a melegre amugy is érzékenyebb tumorsejteket.

Kutatasunk célja egy olyan mddszer kidolgozasa, mellyel a nanorészecskék altal a kiilsé valtakozo
magneses térbdl elnyelt teljesitmény mérhetd a testszovetben szonda kozvetlen jelenléte nélkiil is.

Az elnyelt teljesitmény mérésének a 1ényege, mérd rezgokor josagi tényezdjét (Q) mérjiik anyaggal és
a nélkill. Az anyag elhangolja a rezgékort, csokkenti annak Q-jat. Az elnyelt teljesitmény a két Q
ismeretében hatarozhaté meg.

A méréseket egy MRI (Mégneses rezonancia alapu képalkotas) konzollal végeztiik. A konzollal révid
pulzusokkal gerjesztjiik a rezgékort, és a pulzusok utani lecsengést (tranziens) mérve Q lényegesen
pontosabban hatarozhat6 meg, mint egyéb modszerekkel (pl. frekvenciapasztazas — frequency sweep).
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Neurovaszkularis egység sejtes elemeinek rugalmassag térképezése
gyulladasos mediatorok jelenlétében (E45)
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A kozponti idegrendszert érintd rosszindulata sejtburjdnzasok tobbsége metasztatikus eredetii. Az
attétek kialakulasanak és terjedésének komplex folyamata nem teljesen tisztazott. A rosszindulatu
tumorok agyi attétei igen rossz prognozissal és korlatozott terapias lehet6séggel birnak. A modern,
tudomanyos alapokon nyugvd orvoslés ellenére, a kdzponti idegrendszert érintd patologids korképek
gyakran eredményeznek komoly életmindség-rontd neurologiai tiineteket. A kdzponti idegrendszer
homeosztéazisanak fenntartasdban meghatéarozo szerepet tolt be a neurovaszkuléris egység. Az agyszovet
sikeres kolonizacidjaban aktivan részt vesznek a tumor sejtek mikrokdrnyezetének sejtes elemei melyek
kozul a pericitdk szerepe nem teljesen tisztazott. Ebben a soklépésti folyamatban a neurovaszkularis
egység kiemelt szerepet jatszik, mely gyakran gyulladdsos mediatorok jelenlétében sériilékenysége
miatt csak részben képes megakadalyozni a tumor sejtek bejutasat az agyba. Az endotél sejtek és
pericitak mechanobioldgiaja, fokozott mechanikai igénybevételnek valo kitettségiik miatt, kiemelkedd
jelentéséggel bir. Ezen jelenségek ok — okozati dsszefliggései nagyrészt feltaratlanok.

A neurovaszkularis egységet alkotd sejtek kozil agyi endotélsejtek valamint pericitdk gyulladasos
mediatorok indukalta strukturalis, morfoldgiai valamint nanomechanikai vizsgalatahoz kapcsol6do
legfrissebb eredményeink kertilnek bemutatésra.

Koszonetnyilvanitas

Jelen mukéat az OTKA FK128654, K116158, PD121130, FK124114, GINOP-2.3.2-15-2016-00001
programok tamogattak. Wilhelm Imola munkajat az MTA Bolyai Janos Osztondij programja
(BO/00334/16/8) tamogatta.
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POSZTEREK
Sejtanalitika biofizikai megkdzelitéssel

Kelidonin hatasa a STAT3 transzkripcios faktor tirozin és szerin
foszforilaciéjara human uvealis melanoma sejteken (P1)

Csomos Istvan, Szotdk Evelin, Filep Csenge, Nizsaloczki Eniké, Matyus L&szI6, Bodnar Andrea

Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet

A STATS3 transzkripcids faktor szamos, a sejtciklus szabalyozéasaban, a sejtproliferacioban,
talélésben és migracioban kritikus gén atirédasat valtja ki, igy a tumorellenes terapik igéretes célpontja.
Egyik fontos aktivatora az IL-6, melynek emelkedett szintjét tobb daganatos kdrképben, igy uvedlis
melandmaban is leirtdk. A STAT3 aktivalodasat tirozin (Y705) oldallancon torténd foszforilacioja valtja
ki, melyet dimerizaci6 és magi transzloké&ci6 kovet. A STAT3 szerin (S727) oldallancon is
foszforilalédhat, akar stimulacié hianyaban is. Ennek pontos funkcidja még nem ismert, de feltételezik
szerepét a STAT3 miikddés finomhangolasaban.

Kisérleteinkben a benzofenantridin alkaloidok kdzé tartozé kelidonin hatéasat vizsgaltuk az IL-
6R/STATS3 jelatviteli itvonalra human uvedlis melanoma sejteken. Korabban tobb tumoreredetii sejt
esetén kimutattdk a kelidonin proliferacié gatlé és sejthalal indukalé hatasat, emellett gatolja a
mikrotubulus polimerizéciét, befolyasolja a sejtciklust.

A vizsgalt fehérjék expresszids szintjét €s lokalizaciojat immunfluoreszcencias jelzést kvetden
aramlasi citometridval, illetve konfokalis mikroszkopiéval vizsgaltuk.

Kelidonin hatasara a sejtek egy jelentds részében megnétt az alap pS-STAT3 szint, amelyet az
IL-6 stimulacié mar nem emelt tovabb. A megemelkedett pS-STAT3 szintet a tirozin foszforilacio és
magi transzlokéacid gatldsa kisérte. A kétfajta foszforilaciora gyakorolt hatds kozotti korrelacio
idofiiggést mutatott: a pY-STAT3 szint csokkenése iddben késleltetett volt a pS-STAT3 szint
emelkedéséhez képest. Az IL-6Ra és a STAT3 expresszid nem valtozott, ugyanakkor megjelent egy
csokkent gpl130 expresszioval rendelkezé sejtpopulacio. Adataink alatdmasztjak az IL-6R/STAT3
utvonal szerepét a kelidonin hatdsmechanizmuséban. A kelidonin STAT3 aktivalhatsagra gyakorolt
hatdsdhoz a gp130 expresszié csokkenése, illetve a bazalis szerin foszforilaciés szint megemelkedése
egyarant hozzajarulhat.
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Szterolok és tobbszorosen telitetlen zsirsavak dipdlpotencialra gyakorolt
hatdsanak vizsgalata Uj aramlési citometrias modszerrel (P2)

Szabd Méaté, Zakany Florina, Cs. Szabd Bence, Varga Zoltan, Nagy Péter, Kovacs Tamas !
'DE AOK Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A dipdlpotencidl (DP) +300 mV-os intramembran potencial, amely jelentGsen befolyasolja a
transzmembran fehérjék konforméacidjat és funkcioit. A membran szterol tartalméanak emelése noveli a
DP nagysagat, igy hiperkoleszterinémiaban (HC), illetve Smith-Lemli-Opitz szindrémaban (SLOS),
ahol a membran koleszterin, illetve 7-dehidrokoleszterin (7DHC) tartalma emelkedik, varhaté a DP
patofizioldgiai jelentdséggel bird novekedése. A DP mérésére a legelterjedtebb modszer a di-8-ANEPPS
fluorofort alkalmazd spektrofluoriméteres vagy mikroszkopos excitacios aranymérés, melynek
alkalmazhatosdga azonban erdteljesen korlatozott, igy célunk volt egy hatékony DP mérési mddszer
fejlesztése és tesztelése a fenti betegségek membréanbiofizikai modelljeiben.

Munkank soran kidolgoztunk egy F66 feszlltségszenzitiv fluorofért alkalmazo, emisszids aranymeérésen
(Rem) alapulé aramléasi citométeres technikit a DP mérésére, 0sszevetve eredményeinket
spektrofluorimetrias referenciaméréseink adataival. Ismert DP-t mddositd kezelések (phloretin, 6-
ketocholestanol) hasznélataval bizonyitottuk mdédszeriink alkalmazhatésagat, az F66 Rem negativ
korrelaciot mutatott a DP nagysagaval (szenzitivitds: kb. -15%/100 mV). Ezutan JY és THP-1
sejtvonalakon és human PBMC-ken létrehoztuk a fenti betegségek modelljeit és meghataroztuk a DP
nagysagat uj modszerunkkel.

A HC, illetve SLOS modelljében kimutattuk, hogy a membran koleszterin, illetve 7DHC tartalmanak
novelése a megfelelé metil-béta-ciklodextrin/szterol komplexekkel dozisfiiggé modon novelte a DP

Ve

zsirsav tartalmd diéta hatdsanak vizsgalata sor&n omega-3 zsirsav alkalmazasa dozisfiiggéen
csokkentette, mig omega-6 zsirsav névelte a DP-t (ARemmax +10%, illetve -5%).

Uj aramlési citometrias modszeriink alkalmazhatd nagyszamu é16 sejt DP-janak gyors, egyszerii és
megbizhaté mérésére és a sejtmembran dsszetételének megvaltozasaval jaré betegségek vizsgalatara.
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Molekuralis biofizika

Multimer glikoprotein AFM vizsgalata: elektrosztatikus kélcsonhatasok
szerepe (P3)

Csanyi Csillat, Feller Timea?!, Kellermayer Miklés?, Harsfalvi Jolant

! Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

A vérkeringés legnagyobb multimer glikoproteinje, a von Willebrand faktor (VWF). A globuléris VWF
érsériiléskor, nagy sebességgradiensii helyeken kinyulik, kriptikus kotéhelyek valnak szabadda a
szubendotelialis kollagén pozitiv- és a trombocita GPIba receptor negativ helyeihez valo kotédésre, igy
kozvetiti a trombocita adhézidt. Patologias esetben intakt endotélhez is kozvetiti az adhéziét heparan
szulfathoz kotodve.

Célom atomi erd mikroszkdppal (AFM) vizsgélni, hogy kiilonbozd elektrosztatikus tulajdonsagi
felszinekhez kotott VW multimer morfologiaja eltéré-e.

Modszer: plazma készitménybdl tisztitottam a VWF-t heparin affinitds kromatografiaval. 7,4 vagy 6,0
pH-ju PBS-sel 1ng/ul-re higitott oldatabdl 10ul-t cseppentettem negativ toltésti csillampalara vagy
pozitiv toltésii poli-L-lizinnel (PLL) bevont csillampalara. 1 percig inkubaltam, 18 MQ*cm tisztasagu
vizzel mostam, N,-vel széritottam. Cypher AFM-mel, AR14 programmal, AC moddban analizaltam a
felszineket.

A VW multimerek PLL felszinen gydngyhalmaz, csillam felszinen a gyéngysor struktdrat mutattak. A
struktardk  (n~1000) alakjat tertletik korterllethez — viszonyitott ardnyaval (kor-arény)
szamszerlsitettem. Minél kdzelebb van egyhez a szam, a gyongyhalmaz annal inkabb kor teriiletd.
Minél kozelebb van nulldhoz a szam, a gyongysor annal fonalszeriibben teriil el. Eredményeim
tablazatba foglalva:

Csillampala PLL

pH 7,4 pH 6,0 pH 7,4 pH 6,0
Kor-arany 0,48 0,51 0,60 0,66
median (1QD) (0,33-0,67) (0,36-0,67) (0,43-0,76) (0,50-0,79)

Az AFM képek alapjan a VW multimer a negativan toltott csillampaldn fonalszer(i, mig a pozitiv toltést
PLL-en inkabb korszer( strukturat vesz fel pH 7,4-en. Ismert, hogy a Golgiban (pH 6,0-on) a VW
multimer kompakt szerkezetii. Ilyen pH-ju oldatbél a VW multimer morfoldgiaja csillampalan hasonld
a pH 7,4-en latsz6hoz, mig PLL-en kompaktabb korszerii. Csillampala és pH 7,4 megfelelébb a
multimer vizsgalatara.

Kdszonetnyilvanitas
Nemzeti Szivprogram NVKP-16-1-2016-0017

A Kutatést az Innovacios és Technologiai Minisztérium FelsGoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tamogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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Aktiv RalF azonositasa és vizsgalata a Molecular Dynamics with Excited
Normal Modes mddszer segitségével (P4)

Dudas Balint'2, Francois Perous®, Jacqueline Cherfils®, David Perahia®, Balog Erika®

! Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Inézet, Budapest
2 pazmany Péter Katolikus Egyetem, ITK, Budapest
* Laboratoire de Biologie et de Pharmacologie Appliquée, Ecole Normale Supérieure Paris-Saclay,
Parizs

Az Arf GTPazok a lipid- és membranforgalom legjelentdsebb szabalyozoi. A nyugalmi allapotban 1év6
sejtben GDP-koétott allapotukban taldlhatéak meg. A sejt agonista gerjesztésének hatésara GEFek
(guanin kicserél6 faktorok) kozremiikodésével a kotdtt GDP GTP-re cserélodik. Ennek eredményeként
az Arf aktivalt membrankotott konformaciot 6lt és specifikusan tovabbi effektorokkal hat kélcson.

A célsejt meghdditasa érdekében és annak megsemmisitése ellen a bakterialis karokozok effektor
fehérjéket injektalnak a gazdasejt citoszoljaba, melyek sokszor kis GTPazok eltéritd szabalyozoiként
miitkodnek. A legionella pneumophilia, a baktérium, mely stlyos tiidogyulladast okoz (Legionarius
betegség) nagy mennyiségli effektort injektal a célsejtbe. Ezek atalakitjak a membranforgalmat és
létrehoznak egy vakudlumot (membrannal hatarolt iireget), ahol a baktérium elrejtézhet és osztodhat.

srer

A citoszolban a RalF fehérje autoinhibitalt allapotban van jelen és jelentGs szerkezeti valtozason kell
atesnie, hogy elérje a membran-kétott aktivalt konformaciot. Az MDeNM (Molecular Dynamics with
Excited Normal Modes) mddszer alkalmazasaval prezentdljuk a RalF autoinhibitaciobdl valo
feloldasanak mechanizmuséat és membran-kotott aktivalt konforméacidjat.

A mechanizmust az MDeNM modszerrel valé konformécids feltérképezés, majd ennek az
eredményének kisérleti adatokon alapulé sziirése révén fedjiik fel. Kutatasunkban megjelenik a RalF két

aktivacids allapotanak dsszehasonlitasa, az aktivacidban kulcs fontossagu aminosavakat beazonositjuk.

A GEF-szerii RalF és kis GTPaz Arfl fehérjék kozotti kdlesonhatasi minta is feltarasra keriil, mindkét
félben a kulcsfontossagu aminosavak beazonositasaval.

A kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium Felséoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tamogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématertleti programja keretében.
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Membran nanocsévek transzport tulajdonsagainak vizsgalata
szuperrezoluciés mikroszképiaval (P5)

Halasz Henriett!, Ghadaksaz Ali Rezal, Madarasz Tamas!, Nyitrai Mikl6s!?, Matké Janos?
és Szabd-Meleg Edina®?

! Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi kar, Biofizikai Intézet
E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Immunoldgiai Intézet,
pécsi Tudomanyegyetem, Szentagothai Janos Kutatokdzpont

A membran nanocsovek (NT) aktin vezérelt, ,,cs6szeri” sejtnyalvanyok. Kulcsfontossagu szerepet
toltenek be a tavoli sejtek kozotti gyors és hatékony anyagtranszport folyamatokban. Feladatukat,
felépitésiiket és biologiai szerepiiket tekintve rendkiviil sokszinlieck. Az NT-k sejtorganellumok
(mitokondrium, lizoszoma), nukleinsavak (DNS, RNS) széllitasa mellett szerepet jatszanak
baktériumok és virusok terjesztésében. Tovabba tumorok progresszidjaban, kemoterapias szerekkel
szembeni rezisztencia tovabbadasaban, illetve idegrendszeri eredetii betegségek (pl.: Alzheimer-kor)
Kialakulasaért felelés fehérjék szallitasaban is részt vesznek. Az NT-k kialakulasat szdmos sejttipushan
leirték in vitro, de egyre tobb adat all rendelkezésuinkre in vivo eléfordulasukrol is. Habar az NT-k sejtek
kdzotti kommunikécidban betdltott szerepe tobbé-kevéshé jol ismert, az ezeket a folyamatokat iranyito
mechanizmusok és az anyagtranszportban részt vevo motorproteinek nem ismertek.

Munkank soran az adaptiv humorélis immunvalasz kialakitdsdban fontos, antigén prezentald
tulajdonsagokkal is rendelkez6 B-limfocitdk NT-inek transzport tulajdonsagait vizsgaltuk strukturalt
megvilagitdst mikroszkop alkalmazésaval, ugyanis a B sejtek kozotti NT-k fontos jelentdséggel
birhatnak a hatékony immunvalasz kialakitasaban. Elésorban az NT-ken keresztil megvaldsulo
vezikularis transzportot, és az abban részt vevé motorfehérjéket jellemeztiik. Tovabba megvizsgaltuk a
CD86 kostimulator fehérje NT-ben valé transzportjat [1, 2].

Eredményeink alapjan a B sejtek NT-i altal kozvetitett erételjes vezikularis transzport aktin-miozin
rendszer fiiggd, €s a sejtek képesek immunkostimulator fehérjék NT-ken keresztiil torténd atadasara,
amely serkentheti az immunrendszer mitkodését.

Vizsgalataink hozzajarulhatnak az NT-k terapias célu alkalmazasat célzé kisérletek eredményéhez.

Irodalom

[1] Osteikoetxea —Molnar A et.al. (2016) Cell Mo Life Sci 73: 4531-4545.
[2] Halasz H et.al (2018) Methods Appl Fluoresc 6(4):045005.
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Glikalt kollagén fibrillumok atomierd-mikroszkopiés vizsgalata (P6)

Haluszka Déra', Harsfalvi Jolan' és Kellermayer Miklos*
! Semmelweis Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

A biol6giai szévetekben az I-es tipusu kollagén a leggyakoribb szerkezeti fehérje, az extracellularis
matrix legfobb épitdkove. Kiillondsen nagy mennyiségben fordul el a bérben, csontokban, inakban és
az erek faldban. Szerkezetére hierarchikus felépités jellemzé. Altaldnossagban a kollagének
tropokollagén alegységekbdl épiilnek fel, amelyekbdl harom egymas koré csavarodva tripla helikalis
konformaciot vesz fel, és ezek Osszetettebb szerkezetli rostokat hoznak 1étre.

Munkank soran egy gyakori, a kollagén szerkezeti deforméacidjat okozd patofizioldgiai folyamatra, a
gliké&cidra fokuszaltunk. A glik&cié nem-enzimatikus, tobb 1épésben zajld, végul irreverzibilissé vald
folyamat, amely a reduk&l6 cukrok (gliikoz, fruktdz, ribdz) és fehérjék aminocsoportjai kozott jatszadik
le, majd eldérehaladott glikicids végtermékek (AGE) képzddéséhez vezet. Korabbi kisérletiinkben a
masodharmonikus Kkeltés modszerével (SHG) igazoltuk, hogy a szdveti glikacié a kollagén rostok
degradacidjat okozza, azonban rejtve maradt, hogy a glikacid befolydsolja-e a kollagénszalak
szerkezetét és mechanikai tulajdonségait [1].

Kisérleteinkben human placentabdl izolalt I-es tipusu kollagén fibrillumok glikacidjat vizsgaltuk
atomierd-mikroszkopiaval (AFM). A glikéaciét 0,5 M ribdz oldattal indukaltuk 37 C°-on 5, 10 és 15
napon keresztil. Az egyedi fibrillumok topoldgiai szerkezetének vizsgalatat az AFM non-kontakt
modjaban végeztiik, majd az egyedi szdlak rugalmassagi modulusat nanoindenticids erdgdrbék
felvételével hataroztuk meg. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a hiperglikémias
korilmények a kollagén fibrillumok szerkezeti és mechanikai tulajdonségainak szignifikans
valtozdsahoz vezetnek.

Kdszonetnyilvanitas
A kutatds a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacids Hivatal tdmogatasaval készilt (Nemzeti
Szivprogram NVKP-16-1-2016-0017)

Irodalom

[1] Haluszka D, Lérincz K, Kiss N, Szipoces R, Kuroli E, Wikonkal NM (2016) Biomed Opt Express 7:
4480-4489.

A kutatast az Innovacios és Technologiai Minisztérium FelsGoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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BRAF szerepe az endotél sejtek mechanikajaban (P7)

Holl6si Annal, Paszty Katalint, Debreczeni Marta?, Cervenak Lészl6?, Kellermayer Miklds?,
Manuela Baccarini®, Guillaume Charras*, Varga Andrea®

1 Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest
2 Semmelweis Egyetem, I11. sz. Belgydgyaszati Klinika, Budapest
3 Bécsi Egyetem, Max. F. Perutz Laboratories
4 Londoni Nanotechnol6giai Kézpont, London

A vérerek falat alkotd endotél sejtek szamos mddon hozzajarulnak a tumorok fenntartdsahoz. A tumor
metasztazis képzése soran a véraramba bekeriillé tumorsejtek az endotél sejt-sejt kapcsolatok
megbontasaval jutnak el a metasztazis képzés helyére. E folyamat molekularis mechanizmusa kevéssé
ismert. Korabbi, endotél BRAF knockout egerekkel végzett kisérleteink ramutattak e fehérje endotél
sejt-sejt kapcsolatok dinamikajaban betoltott szerepére: BRAF hidnyaban a sejtkapcsolatok
meger6sodnek, amely egyiitt jar a permeabilitds csokkenésével, valamint a melanoma sejtek kisebb
hanem mechanikai hatasoknak is kitettek. A rakos sejtek athaladasat az érfalon az endotél sejtek
sejtfelszini adhézids molekulai érzékelik és ez specifikus bioldgiai valaszt valt ki benniik. Kutatasunk
soran célul tiztiik ki az endotél sejtek kiillonb6z6 nagysaghi mechanikai erdk altal kivaltott biologiai
valaszanak jellemzését. Célunk megvaldsitdsahoz egy specialis modszert alkalmazunk, amely lehet6vé
teszi az endotél sejtréteg megnyujtasat. A sejtréteg megnyuUjtasa hatasdra bekovetkezd aktin
citoszkeleton atrendez6désével jard folyamatok jellemzésére a cofilin és a miozin konnyii lanc
foszforilacidjanak megvaltozasat kovettik a sejtréteg 20 és 30%-0s megnyujtasanal. Aktin és miozin
konnyti lanc fluoreszcens jelolésével valds idoben is kovettiik a megnyujtas hatasara bekovetkezo
lokalizacids valtozasokat. A kisérleteket elvégeztilk BRAF csendesitett sejtrétegen is. Eredményeink
alapjan a miozin konny( lanc foszforilacidja mar kisebb megnytlasoknal bekdvetkezik, mig a cofilin
foszforilacioja csak nagyobb mértékli megnyulasnal ndvekszik jelentds mértékben. Megnyujtas hatasara
az aktin és a miozin konnyi lanc atrendezédése kovetkezik be, amely a megfesziil6 sejt-sejt kapcsolatok
stabilizalasat célozza.

Kdszbnetnyilvanitas

A munkat a Semmelweis Egyetem Elméleti és Transzlacids Orvostudomanyok Doktori Iskola (H.A.),
Semmelweis Egyetem Start-up Grantje (2018, V.A.) és a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovécids
Hivatal timogatta (Nemzeti Szivprogram NVKP-16-1-2016-0017).

A kutatast az Innovacids €s Technoldgiai Minisztérium Felsdoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tamogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématertleti programja keretében.
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A Flightless-1 (Fli-I) szerepe az aktin citoszkeleton szervezodésében (P8)

Gaszler Péter!, Vig Andrea Teréz!, Pintér Rékal, Huber Tamas?, Bugyi Beata®

! Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet

A Flightless-1 (Fli-1) egy viszonylag Gjonnan felfedezett fehérje, melynek szekvencigja leucinban
gazdag ismétlddéseket és gelsolin homologia doméneket (GH1-6) 0tvoz. A Fli-1 szoveti eléfordulasa
igen széleskord, legnagyobb mértékben vaz-, szivizom és idegsejtekben talalhato meg. A Fli-l a
sejtmagban egy hormondlisan szabalyozott magi receptor koaktivatoraként miikodik. Szérum
jelenlétében a Fli-1 athelyez6dik a magbol a citoplazmaba, ahol a sejtmigracié negativ regulatora, mely
révén gatolhatja a sebgyo6gyulast és a szoveti regeneraciot. Mivel a Fli-1 és aktin kdzotti citoplazmatikus
folyamatok nem teljesen ismertek, célul tiiztik kiilonb6zd, rekombinans technikaval eldallitott Fli-I
konstruktok és az aktin kozotti kdlcsonhatasok in vitro vizsgalatat fluoreszcencia spektroszkopiai és
TIRF mikroszkdpos modszerekkel.

Eredményeink alapjan a Fli-1 kdlcsonhat az aktin monomerekkel és filamentumokkal is, melynek révén
multifunkcionalis aktivitdsokkal bir (de novo nucleacit és sapkazas). A gelsolintol eltéré modon, a Fli-
| és aktin kozotti kdlcsonhatasok kalcium fuggetlenek, ami a konzervalt I1-es tipusu kalciumkoté helyek
hianyaval magyarazhat6. A kis aktinko6té fehérje, a profilin a Fli-1 aktin aktivitasainak finomhangoldja;
mig a de novo nukleéciot gatolja, addig a Fli-1 filamentumvég sapkazo aktivitasat nem befolyasolja.
Eredményeinket dsszefoglalva, citoplazmatikus kornyezetben az aktin filamentum végeken a Flightless-
| a monomerek beépiilésének gatlasaval befolyasolja az aktin citoszkeleton dinamikajat. igy, a
sejtmigréaciora gyakorolt negativ hatdsa megmagyardzhatja szerepét a sebgydgyulds és a szOveti
regeneracid folyamataiban.

Kdszbnetnyilvanitas

A kutatas Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-18-2-1 kddszamd Uj Nemzeti Kivéaldsag
Programjanak tamogatésaval készult (GP). Kdszonjik Mihély Jozsefnek (MTA, Szegedi Biologiai
Kutatékdzpont), hogy rendelkezésinkre bocsatotta a D. melanogaster Flightless-1 plazmid
konstrukciokat.
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DNS-porfirin kotédés folyamatanak vizsgalata egyedi molekula
eréspektroszkopias médszerekkel (P9)

Kretzer Balazs!, Kellermayer Miklds!

! Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

A porfirineket és azok szarmazékait régota nagy tudomanyos érdeklédés ovezi a fotodinamikus
terapiaban (PDT) betoltott szerepiik miatt. Megfeleldé hullamhosszisagu fénnyel gerjesztve e
molekuldkat reaktiv oxigéngyokok és egyéb szabadgyokok keletkeznek. Tovabba a kationos
szarmazékok — példaul a tetrakis(4-N-metil)piridil-porfin — DNS-hez valé kotédése potencialisan
gatolhatja a replikécids folyamatot.

A DNS-porfirin  kdlcsonhatdsok részletesebb leirdsara fontos lenne meghatarozni a DNS
nanomechanikai valtozasait, amiket a porfirin bekotédése okoz.

A porfirinmentes és a porfirinkétott DNS-komplexek nanomechanikai tulajdonsagainak mérésére
konfokalis mikroszkopiaval kiegészitett optikai csipeszt hasznaltunk. Tovabba kialakitottunk egy
modszert a DNS-ben bekovetkezo valtozasok vizsgalatara.

Kimutattuk a porfirin molekulak okozta megnyulast kettds szala DNS esetében. Ezenkiviil
koncentracio-gradiens mentén vizsgaltuk a kotédést jellemz6 reakciosebességeket. A mért
reakciosebességek olyan nagynak bizonyultak — a vizsgalt porfirinmolekula kis mérete és nagy fajlagos
toltése miatt —, hogy a koncentracio-gradiens sebességkorlatozo tényezének mindsiilt.

A hosszu tavlu célunk a DNS-porfirin komplexben bekovetkez6 nanomechanikai valtozasok
koncentraciofuggésének vizsgélata. A mérések kivitelezésére optikai csipesz az optimalis eszkoz,
tovabba az igy kapott eredményeket atomi erd mikroszkdpias (AFM) kisérletekkel lehet alatimasztani.
Ezen tilmenden olyan modszer kidolgozasara toreksziink, amellyel mérhetévé valik a kotédés
kinetikdja. Ezaltal képesek lesziink a DNS kis molekulakkal torténé kolcsonhatasainak molekularis
mechanizmusat feltérképezni egyedi molekula eréspektroszkopias modszerekkel.

Koszonetnyilvanitas
A kutatds a Nemzeti Kutatési Fejlesztési és Innovacios Hivatal timogataséval készult (Nemzeti
Szivprogram NVKP-16-1-2016-0017)

A kutatast az Innovacids €s Technoldgiai Minisztérium Felsdoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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Kalmodulin konformereinek azonositasa tirozin aminosavainak
fluoreszcencia életidé mérésével (P10)

Liliom Karoly?, Schay Gusztav?, Arian Jafari® és Juhasz Tiinde?

! Semmelweis Egyetem, AOK Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
2 MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont, Anyag és Kornyezetkémiai Intézet

A kalmodulin (CaM) — az eukariéta sejtek intracellularis Ca?*-szenzor fehérjéje — 148 aminosavhbol épiil
fel, amelyek két doménbe rendezédnek. Az N- és C-termindlis domének mindegyike két-két Ca?*-
szelektiv kotdhelyet tartalmaz (,,EF-kéz” motivumok). A kalcium-ionok kdtddésének hatdsara a CaM
konformacidja megvaltozik, a két domént Gsszeko6td hélix-hurok-hélix szerkezet iniciacios pontjainal
hidrofob felszinek nyilnak meg, egyiittesen lehet6vé téve a CaM célfehérjékhez kotédését. Nem-aktivalt
sejtekben az intracellularis Ca?*-koncentracié ~100 nM, amely aktivalt sejtekben ~10 mM, esetenként
ennél is magasabb értéket vehet fel. Rendkivil valtozatos azonban a Ca®*-jelek iddbeli és térbeli
mintizata a tranziens lefutast jelektél (~0,1-100 s) a Ca?*-hullamokig (~0,1-10 Hz). A CaM
kozvetitésével tobb szaz effektor-fehérje is aktivalddhat, azonban adott sejtben az aktivaciot kivaltd
mechanizmust6l fiiggéen tipikus jelatviteli utvonalak kapcsolnak be néhany, talan tucatnyi CaM
effektort érintve. Felmerul a kérdés, hogy milyen mechanizmusok biztositjak az aktivacio-specifikus
CaM-effektorfehérje komplexek kialakulasat?

Hipotézistink szerint ebben szerepe lehet a CaM Ca?*-jelalak-fiiggd konformacids szelekcidjanak.
Mddszert dolgoztunk ki a CaM konformécids allapotainak detektalasara a CaM két tirozin aminosava
sajat fluoreszcencidjanak kovetésével. A konforméciora legérzékenyebb a fluoreszcencia életid6
mérése, amely adatokra multiexponencialis fiiggvényt illesztve azonosithatjuk a kiilonbozd
konformereket. Mddszeriinkkel négy komponenst tudtunk azonositani, amelyek életideje és a teljes
fluoreszcencia-intenzitasbeli részaranyuk érzékenyen valtozik a Ca?*-koncentracidval, amita0—10 =M
tartomanyban valtoztattunk 5 [ /M allandé CaM koncentracié (20 | 'M Ca?*-k&téhely) mellett, elkeriilve
a CaM teljes Ca?*-telitését.

Kdszdnetnyilvanitas
A kutatas a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovaciés Hivatal tamogatasaval készilt (Nemzeti
Szivprogram NVKP-16-1-2016-0017)

A kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium Felsdoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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A22 alter the polymerization properties of the bacterial actin-like MreB
(P11)

Beata Longauer?, Szilvia Barkd'?, David Szatmari®, Zoltan Ujfalusi?,
and Miklds Nyitrail?3

'Department of Biophysics, Medical School, University of Pécs
2Szentagothai Research Centre, University of Pécs, Hungary
SMTA-PTE Nuclear-Mitochondrial Interactions Research Group, Pécs, Hungary

The MreB protein is an actin orthologue in bacteria and similarly to actin it has essential role in the
maintenance of cell shape. It is a crucial component of the cell growth, division and cell wall synthesis.
Another common property of MreB and actin is the ability of binding and hydrolysing ATP[1]. A22 (S-
(3,4-dichlorbenzyl)isothiourea) is the first chemical compound which was found to inhibits directly the
MreB function in vivo. The mechanism of inhibition is not clear yet. Because this drug does not have
any cytotoxic and genotoxic effects on eukaryotic cell lines, it could be a novel antibiotic agent against
multidrug-resistant bacteria [2].

We studied the polymerization properties of Leptospira interrogans MreB (Li-MreB) protein in the
presence of A22. Our spectroscopic data showed that A22 has significant effect on the ATP hydrolysis
of MreB. By the help of fluorescent microscopy measurements we observed that the macroscopic
conformation of the evolved filaments differs significantly in the presence and absence of A22. In case
of GFP expressing E. coli cells, the A22 causes round cell shape (as it was described before) but MreB
filaments did not dissociated to monomeric level.

We assume that in normal physiological circumstances the MreB molecules bind ATP or ADP-Pi, build
long, stable filaments. In the presence of A22 the shortening of MreB filaments can be observed and
although the relative amount of MreB filaments does not change, this conformation is not able to
maintain the normal cell shape. Consequently, this MreB sensitive drug could be a good candidate in
the war against antibiotic resistant bacteria.

Acknowledgment:
OTKA-107776: An anchor biological systems characteristics: the structural and functional properties
of bacterial filaments.

References:

[1] Esue, O. et al. (2005). J. Biol. Chem. 280: 2628-35.
[2] Bonez, P. C. et al. (2016). Microbial Pathogenesis, 99, 14-18.
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Kélcium hatasa a titin rugalmassagara (P12)

Martonfalvi Zsolt!, Bankuti Stefanial, Guy Ben-Arie! és Kellermayer Miklos!

! Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

A titin a harantcsikolt izom rugalmassagat meghatarozé szarkomerikus oriasfehérje, mely egyetlen
polipeptidlancként a teljes félszarkomert athidalja a Z-lemeztél az M- csikig. Habar elsésorban a
megnyujtott  szarkomerekben ébredé passziv izomerd kialakitasaban jatszik fontos szerepet,
feltételezhetd, hogy a kontraktilis apparatus aktivacioja dinamikusan valtoztatja a titinnanomechanikai
tulajdonsagait. Korabbi kisérletek ramutattak, hogy a titin PEVK doménjének glutaminsavban gazdag
polyE szekvencia motivumai nagy affinitassal kotik a kalciumot. Feltételezhets, hogy a kalcium ionok
a PEVK domén glutaminsav oldallancait keresztkotik, ezzel leroviditik és mechanikai értelemben
passzivaljak, vagyis nyujthatatlanna teszik a domén egyes motivumait. Annak vizsgalatara, hogy ezen
kalcium koto szekvenciak milyen moédon befolyasoljak a titin rugalmassagat, egyedi titinmolekulakon
végeztiink nyujtasi kisérleteket laminaris aramlasi folyadékcellaban lézercsipesszel. A kisérleti
elrendezésben a csapdazott molekulat koriilvevé puffer kalcium koncentracidja gyorsan valtoztathato
volt, mikozben ismétlodé ciklusokban nyujtas-visszaengedési kisérleteket végeztiink. Mikor a
molekulakat magas koncentracioju (pCa 3) pufferben nyajtottuk, a titin latszélagos perzisztenciahossza
csokkent. Ennek kovetkezményeként a titinmolekulak egy kompaktabb szerkezetet vettek fel, ami a
csapdazott polipeptidlanc rovidiilését okozta. Eredményeink arra utalnak, hogy a titin egy kalcium
érzékeny rugalmas fehérje, kovetkezésképp a szarkomerben ébred6 passziv erékifejtés kalcium
jelenlétében nagyobb, mint relaxalt allapotban.

Koszonetnyilvanitas

Koszonjilk az NKFI Fiatal kutatoi témapalyazat, MTA Bolyai Janos Kutatéi Osztondij és az EMMI Uj
Nemzeti Kivaldsag Program tAmogatast.

A kutatast az Innovacids €s Technoldgiai Minisztérium Felsdoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias céll fejlesztés tématertileti programja keretében.
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G-quadruplex szerkezetek stabilitadsa és kolcsonhatasai (P13)

Smeller Lé&szIl6, Adanyi Mdnika, Pfalzgraf Frederik, Végh Andrés, Gal Rébert és Somkuti
Judit

Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

A guaninban gazdag DNS szekvencidk a hagyomanyos dupla szalt elrendez6dés mellett mas, egzotikus
struktirdba is szervezOdhetnek. Ezek a négyszalu tetraplex (masnéven quadruplex) szerkezetek
kulonleges figyelmet kaptak, amikor kiderult, hogy jelen vannak a DNS telomér régidiban, ill. egyes
onkogének promoter régidiban. Ez a struktira Ugy alakul ki, hogy egy sikban négy guanin bazis
kapcsolodik 6ssze, un. Hoogsten féle kdlcsonhatasokkal. Egy G-quadruplexet (GQ) tipikusan ketté vagy
harom ilyen sik alkothat.

A GQ szerkezetek fent emlitett régiokban valo jelenléte fontos gydgyszer-célpontta tette 6ket. A telomér
GQ-k stabilizalasa a rakkutatas egyik iranya. Kisérleteinkben a GQ-k stabilitasat mértiik kiilonb6zo
kornyezeti parameéterek mellett, ill. GQ-hoz kot6dé molekulak hatasara. A nyomasstabilitas ill. a
héstabilitas nyomasfiiggése egy eddig elhanyagolt teriilet volt, pedig ezekbdl a mérésekbdl jelentds
térfogati informacidk kaphatdak.

Meéréseinkben foleg kétféle aptamert hasznaltunk, a 15 bazisbol 4116 trombin-kotd aptamert (TBA), és a
huméan telomér régid tipikus szekvenciajat (Htel). A fluoreszcens mérésekhez a DNS szakaszok
végeihez fluoreszcens jeloloket kapcsoltunk, amelyek FRET part alkottak. Az infravords (FTIR)
mérésekhez jeldletlen mintat hasznaltunk.

Meghataroztuk a TBA és a Htel p-T féazisdiagramjat, széles koncentréacié-tartomanyban. Ezt az
infravords és fluoreszcens mérések kombinalasa tette lehetévé. Mig a spektroszkopiai mérések nagy
része hig oldatokban torténik, a sejt belsejében a makromolekulak koncentracidja a 30-40%-ot is eléri.
A koncentraciofliggés tehat nem [ art pour I’art jelenség, hanem ravilagit arra, hogy a makromolekuléris
zsufoltsag jelentdsen befolyasolhatja a makromolekulak térszerkezetének stabilitasat. Ez mar fehérjék
esetén bebizonyosodott [1], és jelen méréseink szerint ez nincs masképp a nukleinsavak esetén sem.

Koszonetnyilvanitas
A kutatast az NKFI K-124697 palyazat tAmogatta.

Irodalom
[1] Somkuti és mtsai (2017) Biophys Chem. 231:125-134
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G-quadruplexek vizsgélata infravoros spektroszkopiaval (P14)

Somkuti Judit és Smeller Laszlé

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiol6giai Intézet

A DNS molekula a kettés hélix szerkezet mellett szamos mas egzotikus struktirat vehet fel. Ezek egyike
a G-quadruplex szerkezet, amelyben guanin bazisok szervezddnek planaris struktiraba. Négy guanin
bazis kapcsolodik Hoogsteen féle kolcsonhatdsokkal egymashoz és ezekbol a sikbeli négyesekbdl
tipikusan kett6 vagy harom van egymas folott.

A quadruplexek jelentdségét novelte, amikor felfedezték, hogy a DNS lanc végén elhelyezkedd telomér
régid szekvenciaja olyan, hogy benne a G-quadruplex szerkezetek kénnyen megjelenhetnek. Ugyancsak
talaltak quadruplex struktirakat egyes onkogének és protoonkogének prométer szekvencidiban. A G-
quadruplex térszerkezet gatolhatja ezek kifejezddését, illetve a telomér régidban gatolja a telomeraz
aktivitast.

Kisérleteinkben a trombin k6t aptamert (TBA) és a human telomér régioban eléforduld szekvenciat
(Htel) hasznéltuk. A szerkezeti valtoz&sokat Fourier transzformécios infravords spektroszképiéval
(FTIR) kovettiikk egy gyémant cellaban, kiillonb6z6 nyomas, hémérséklet és zstfoltsagi korilmények
kozott.

A G-quadruplexek kitekeredése tobb infravords rezgést is befolyasol, amiket kovetni tudtunk. Ezek
kozil a legjellegzetesebb az 1537 cm-nél talalhat6 sav, ami a guanin béazisok kdézotti Hoogsteen féle
hidrogénkotésre jellemzo [1].

A Htel szerkezete sokkal nagyobb héstabilitast mutatott, ami azzal magyarazhat6, hogy a human telomér
haromszintti G-quadruplexet alkot, a TBA-ban pedig csak két egymassal parhuzamos G-tetrad jelenik
meg.

Nagyobb nyomason mindkét aptamer hdstabilitasa novekedett. Htel esetén 10 kbar-on az atalakulési
hémérseklet tobb mint 10 °C-ot emelkedett. A nyomds és hostabilitast kiilonb6zé koncentracioknal
vizsgaltuk. A nagyobb koncentracié ndvelte a stabilitast a molekuléris zsufoltsag hatésai miatt.

Kdszbnetnyilvanitas
K-124697 NKFI palyazat

Irodalom

[1] Mondragon-Sanchez JA, Liquier J, Shafer RH, Taillandier E (2004) Journal of Biomolecular
Structure and Dynamics 22:365-373

A kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium Fels6oktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.

67



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

A rendezetlen miozin 16 C-terminalis szerkezeti karakterizalasa (P15)

Telek Elek!#, Kengyel Andras'?#, Karadi Krist6f'2, Kardos Jozsef®, Bugyi Beatal?, Nyitrai
Miklost2# és Lukacs Andrast?4

! Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet
2Szentagothai Janos Kutatd Kozpont
SEotvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Bioldgiai Intézet, Biokémiai Tanszék
*MTA-PTE Nuklearis-Mitokondrialis Interakciok Kutatd Csoport

A miozin 16 (Myol6) egy nem-konvencionalis motorfehérje, mely foéként emlds idegsejtekben
expresszalodik. Korabbi kisérletekben kimutattak szerepét neurodegenerativ kdrképekben, ugymint a
Myo016 expresszio szint ndvekedése skizofrénidban [1], Myo16 gén delécié autizmusban [2], valamint
szerepet jatszhat a bipoléris szindromaban [3].

A Myol6 monomer motorfehérje négy szerkezeti alegységbdl épiil fel: tartalmaz egy ankyrin
ismétlodéseket tartalmaz6 N-terminalis domént, egy motor domént, egy konnyl lanc kotd IQ
motivumot, és egy, a miozinok ko6zott egyediilalld, rendezetlen szerkezetii C-termindlis domént
(Myol6Tail), mely feltételezett szerepet jatszik a neuronalis foszfoinozitid-3 kinaz jelatvitelben [4].
Célunk a rendezetlen Myol6Tail szerkezetének karakterizaldsa bioinformatikai és spektroszkdpiai
madszerekkel.

Kisérleteinkben az 1Q motivumot is tartalmaz6 Myol6Tail szekvenciat vizsgaltuk bioinformatikai
modszerekkel, Ugymint fehérje rendezetlenségi predikciék (VLXT, VL3-BA, VSL2b, Ronn és
IUPRED), szerkezeti flexibilitas (DynaMine), valamint foszforilacios hely predikcid (PhosphositePlus).
Tovabba triptofan fluoreszcencia (steady-state és idéfelbontasos anizotrdpia, valamint fluoreszcencia
kioltas) és CD spektroszkopiai médszereket alkalmaztunk a Myol6Tail szerkezetének jellemzéséhez.
Eredményeink szerint a Myol6Tail nagymértékben tartalmaz rendezetlen fehérje régidkat (44%), a
masodlagos szerkezeti elemek mellett. A rendezetlenség jelenléte hozzajarulhat a Myol6 bioldgiai
funkcidjanak megeértéséhez.

Kdszonetnyilvanitas

OTKA K 112794, Molecular Mechanisms Underlying the Function of Myosin 16b, OTKA K 120391, KH
125597, Szerkezetvizsgald moédszer fejlesztése a rendezetlen fehérjék szerkezetének és kolcsonhatasainak
vizsgalatara (K. J.)

Irodalom

[1] Rodriguez-Murillo L, et al. (2014) Neuropsychopharmacology 39(4):934-43
[2] Liu YF, et al. (2015) PLoS One. 10(4):1-18

[3] Kao, C. et al. (2016) Int. J. Neuropsychopharmacol. 19: 1-11

[4] Yokoyama et al. (2011) EMBO J. 30(23):4739-54
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Rontgen/CT kontrasztanyagok hatasa az aktin polimerizacios dinamikajara
(P16)

Gardos Andras Gergd, Hild Gabor, Ujfalusi Zoltan
PTE AOK Biofizikai Intézet, 7624 Pécs, Szigeti Gt 12.

Bizonyos szovetekrol készitett felvételek a legtobb képalkotasi eljaras esetében valamilyen mértékben
kontrasztszegények. Mar az 1800-as évek végén felmeriilt az igény kiilonb6z6 kontrasztanyagok
hasznalatara. Sok toxikus anyag nem human alkalmazésa utan az attorés 1923-ban jott el, mikor egy
véletlennek koszonhetden felfedezték a jodtartalmu vegyiiletek nagyon jo rontgen-elnyeld képességét
és human diagnosztikaban varhatd lehetséges el6nyeit. Innentdl mar felgyorsultak az események és a
cél az egyre nagyobb biztonsaggal adhato, kevesebb mellékhatassal rendelkezd kontrasztagensek
kifejlesztése lett, igy az ionos, nagy ozmolalitasu vegyiileteket nem ionos, a jodot kovalensen koto,
alacsonyabb ozmolalitasu kontrasztanyagok véltottak fel. Napjainkban egy radiologus szakorvos igen
sokféle kontrasztanyag kozul valaszthat, mind rontgen/CT, mind MRI vizsgalatokhoz.

A vonatkozé irodalom attekintésébdl kitlinik, hogy a klinikumban jelenleg rutinszertien alkalmazott
kontrasztanyagok aktin citoszkeletonra kozvetlenll gyakorolt molekularis hatdsmechanizmusa
egyaltaldn nem ismert. fgy célul tiiztiik ki a kontrasztanyagok szoveti sejtekre, benniik az aktin sejtvazra
¢és annak kotofehérjéivel vald kapcsolatara kifejtett hatasainak vizsgalatat. A fehérje preparalasi
protokollt, alkalmazandd koncentraciokat és pufferkérnyezetet sikeresen optimalizaltuk. Eddigi
kutatdsaink sorén ket jod-tartalmd (lomeron 300, ill. Xenetix 350) kontrasztanyaggal végeztink
kisérleteket. Eredményeink arra engednek kdvetkeztetni, hogy az altalunk vizsgalt kontrasztanyagok
kozvetlentil befolyasoljak az aktin fehérje mitkodését, polimerizacios dinamikajat.
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Ligand-induced conformational rearrangements regulate the switch
between functions of ROCK2 (P17)

Istvan Hajdu, Andrés Szilagyi', Barbara Véght, Andras Wacha? Eva Gréaczer', Déaniel Gyorffy*, Mark
Somogyi!, Péter Zavodszky*

YInstitute of Enzymology, RCNS, HAS, Budapest,
?Institute of Materials and Environmental Chemistry. RCNS, HAS, Budapest

Rho-associated protein kinase 2 (ROCK2) is a membrane-anchored, long, flexible, multidomain,
multifunctional protein. Its functions can be placed into two categories: membrane-proximal and
membrane-distal ones. A recent study concluded that membrane—distal functions, e.g. regulatory myosin
light chain (RMLC) phosphorylation requires a fully extended conformation, and this conclusion was
supported by electron microscopy. The present solution small angle X-ray scattering (SAXS) study
revealed that ROCK?2 population is a dynamic mixture of folded and partially extended conformers. We
have shown that the predicted, auto-inhibited, folded conformation of ROCK2 exists in solution, and is
stabilized by weak non-covalent interactions between the N- and C-termini. Binding of RhoA to the
coiled-coil domain shifts the equilibrium towards the partially extended state. The binding of natural
protein substrates (e.g. LIMKZ1) to the kinase domain breaks up the interaction between the N-terminal
kinase and C-terminal regulatory domains, but smaller substrate analogues do not. The present studies
reflect the dynamic behaviour of this long, dimeric molecule in solution, and our structural model
provides a mechanistic explanation for a set of membrane-proximal functions, while allowing for the
existence of an extended conformation in the case of membrane-distal functions.
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Membranok, membranfeheérjék biofizikaja

A Gaucher betegség in vitro modell sejtjeinek megndvekedett szamu
nanocsé és extracellularis vezikulum képzése (P18)

Batta Gyula?; Malta Neri Lara Chrystina?; Visnovitz Tamas®; Visnovitzné Vukman
Krisztina®; Buzas Edit®, Nagy Péter?

'Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technoldgiai Kar, Genetikai és Alkalmazott
Mikrobiolégiai Tanszék
’Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejthioldgiai Intézet
3Semmelweis Egyetem, Genetikai, Sejt- és Immunbioldgiai Intézet

Az drokletes Gaucher betegség egy olyan lizoszémalis tarolési betegség, amelyben glikozilceramid és
egy¢eb szfingolipidek felhalmozodnak a sejtekben, ami a gliikocerebrozidaz enzim hibas mitkodésének
koszonhetd. A betegség kiilonbozé megjelenési formakat mutat, melyek sulyossaga tag hatarok kdzott
mozog. Bizonyos esetekben a diagnozis csak feln6tt korban torténik meg, mig mas tipusai korai
elhalalozashoz vezetnek. A betegség soran fellépd tiineteket klasszikusan elsdsorban a megemésztetlen
szubsztratok lizoszomélis  felhalmozodasanak tulajdonitjak, ugyanakkor korébban sikerilt
bebizonyitanunk, hogy a plazmamembran szamos biofizikai és sejtbioldgiai tulajdonsaga is
megvaltozik, ami szintén hozzajarulhat a betegség tiineteinek kialakulasahoz.

A vizsgalatokhoz fluoreszcens mikroszkopot és ,,Tunable Resistive Pulse Sensing” (TRPS) mérésére
alkalmas miszert alkalmaztunk. A Gaucher betegséget modellezé makrofagok THP-1, illetve U937
monocita sejtvonalbdl szarmaztak, melyekben a gliikocerebrozidaz enzim miikodését CBE-vel
(conduritol B epoxide) gatoltuk, és a differencialtatdst PMA-val (phorbol 12-myristate 13-acetate)
indukaltuk.

A szfingolipidekben gazdag membranokban a raftszertien rendezett membrandomének megndvekedése
tapasztalhat6, ami a TNT-k (,,tunneling nanotube”) képzésének emelkedésével jart. Tovabba, méréseink
alapjan sikerdlt azt is kimutatni, hogy az extracellularis vezikulumok (EV) képzése is megemelkedik a
Gaucher modell makrofagok tenyésztése soran. Ezeket az eredményeinket Osszevetve a korabbi
eredményeinkkel, azt az el6zetes kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a megndvekedett szfingolipid
mennyiség a pozitiv gorblilet kialakitasanak iranyaba tereli membrant (TNT és EV képzés), viszont ez
magaval vonzza az endocitozis csokkent hatékonysagat is.
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Rekombinans peptid toxinok eléallitasa Escherichia coli-ban (P19)

Csoti Agotal, Dorothy Wai? Raymund S. Norton? és Panyi Gyorgy*
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2 Monash University (Australia), Monash Institute of Pharmaceutical Sciences

A ,,peptides to drugs” nemzetkdzi trenddel 6sszhangban szamos ioncsatorna gatlo peptid terapias hatasat
ismertik meg a kdzelmultban, pl. az autoimmun betegségek esetén a nagy affinitasu és szelektivitasd
Kv1.3 K+ csatorna gatlo skorpio toxinokét. Egy toxin farmakologiai karakterizalaséhoz, illetve a
szerkezet-funkcid 6sszefiiggés megismeréséhez nagy mennyiségii peptidre van szlikség, de az allatokbol
nyerhetd toxin mennyisége limitalt. Célom olyan lejaras kidolgozasa, ami lehetové teszi a 3-4 diszulfid
hiddal rendelkez6 peptidek nativ szerkezetben torténd eldallitasat bakterialis expresszios rendszerben.

A peptid-toxinok rekombinéans termelésével a peptidet nagy mennyiségben és kdltséghatékonyan lehet
el6allitani. Gondot jelet azonban a 3-4 diszulfid hid kialakitisa, amihez specialis reduktiv kdrnyezet
kell. Az eljarast az Anuroctoxin (AnTx, 35 aminosavbol allo peptid toxin) eldallitasara optimalizaltam,
mely toxin részletes farmakoldgiai vizsgalatat laboratériumunk végezte el. Kisérleteink soran az
anuroctoxint tioredoxin cimkével ellatott fuzios fehérjeként allitottuk eld. A tioredoxin cimke jelentosen
hozzajarult a peptid ,folding” mechanizmusahoz, biztositva a folyamathoz sziikséges reduktiv
kornyezetet. Ezt kovetéen N¥° jelolésre modositott eljarassal NMR szerkezetvizsgalatra alkalmas
peptidet kivanok eldallitani. [1]

Végeredményben olyan toxin molekulat allitottunk el, mely megfelel az elvarasoknak mind gazdasagi
és biologiai szempontok alapjan, tovabba kiemelkedd biologiai azonossaggal és kémiai tisztasaggal
jellemezheto, illetve képes helyettesiteni a vad tipust toxin molekulat.

Irodalom

[1] Chang, Shih Chieh, et al. &quot;N-terminally extended analogues of ShK as potent and selective
blockers of the voltage-gated potassium channel Kv1. 3.&quot; The FEBS journal 282.12 (2015): 2247.
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A BK béta alegységek feltérképezése U-87 MG sejteken (P20)
Fehér Adam
Debreceni Egyetem, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A glioblasztoma az agy leggyakoribb primer rosszindulati daganata, mely esetén az atlagos
és Ca2+-fiiggé BK ioncsatorna, ami a tumorsejtekben tulexpresszalodik és korosan aktivva valik a
nyugvé gliasejtekhez képest. A BK csatorna sejtfelszini expresszidjat, illetve biofizikai paramétereit
tobbek kozott a jarulékos béta alegységek befolyasoljak. Kisérleteinkkel célunk volt annak kideritése,
hogy a BK béta alegységek kifejezoddése hogyan alakul a sejtciklus soran, ami lehetévé tenné
tumorsejteken a BK csatorna béta alegység mintazattol fliggd, specifikus gatlasat. Kisérleteinkhez — az
U87-MG glioblasztoma sejtvonalat hasznaltuk. Az M fazisba kolhicinnel, az S fazisba aphidicolinnal, a
GO fazisba pedig éheztetéssel sziknkronizaltuk a sejteket, melynek sikerességét aramlési citometridval
igazoltuk. Ezutan patch-clamp technikaval, teljes sejtes konfiguracioban mértiik a glioblasztoma sejtek
iondramdt beleértve a cslcsaramot €s aramslriiséget, valamint vizsgaltuk a béta alegységeken
specifikusan hat6 farmakonok (arachidonsav, litokélsav) ionaram modulalé hataséat, és ezeket
6sszehasonlitottunk a killonbozé populaciok kozt.

Eredményeink alapjan sikeres szinkronizaciot kovetéen a kolhicinnel kezelt M fazisu sejtek
csucsarama ¢és feliiletegységre normalt aramstlriisége is szignifikdnsan nagyobb volt a kontroll
populacidhoz képest, ellenben a GO és S fazisu sejtek biofizikai adataival.

A farmakoldgiai mérések sordn mind a négy populacié hasonlé eredményeket mutatott, miszerint az
arachidonsav nem, de a litokolsav jelentdsen megemelte a sejtek csucsaramat. Ezek alapjan nincs eltérés
a béta alegység expressziOban a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban, igy az M fazisu sejteknél mért
eltéréseket egy ismeretlen ionaram adja, mely azonositasat kovetéen M fazis-specifikus farmakolégiali
célpont lehet.
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Az IRSp53 fehérje membran nanocsovek képzédésében betoltott szerepe
(P21)

Madarasz Tamas®?, Brunner Brigitta®, Tirmer Katalin®, Matké Janos®, Nyitrai Mikldst2
Szabd-Meleg Edinal-2
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A sejtek kozotti kapcsolat a felszinikkon megjelend membran kitiiremkedések, sejtnyulvanyok
(lamellipédiumok, filopoédiumok, sejtfelszini fodrozddasok) kozremiikddésével valosul meg.
Megfigyelések szerint ezek képzddésének mechanizmusa nagyon hasonlé. A membran nanocsovek —
mint filopodium-szeri sejt- sejt hidak — 2004-ben tortént felfedezésével a sejtek kozotti kommunikacio
és anyagtranszport Uj formdjat ismerhettik meg. Ezek a vékony membran Kitliremkedések fizikailag is
Osszekotnek két sejtet. A membran nanocsovek kialakulasénak egyik feltételezett mddja szerint azok
aktin-fiiggé membran kitiiremkedésekként, iranyitott, filopédium-szerii nytalvanyokbol fejlodnek ki.
Ismert, hogy az inzulin receptor szubsztrat fehérje (IRSp53) elésegiti a filopodiumok kialakulasat, ezért
megvizsgaltuk annak membran nanocsovek képzddésének mechanizmusaban betoltott szerepét.

Munkank soran kiilonb6z6 mikroszkopiai eljarasokkal (LSCM, SIM, TIRF) vizsgaltuk meg mind a
teljes hosszlsagu IRSp53 fehérje, mind a fehérje N-terminalis részén taldlhaté 1-BAR domén

sz

alaktani vizsgélatok mellett az emlitett fehérjék aktin fehérjére gyakorolt hatasat is feltérképeztik.

Az IRSp53 fehérje tulexpresszalasa szembetiind morfologiai valtozast okoz a sejteken: jelentOs
mértékben noveli a filopddiumok szamat, illetve az aktin citoszkeletonra gyakorolt hatasanak
kdvetkeztében figyelemre méltd eltéréseket eredményez mind a membran nanocsovek hosszisagaban,
mind azok vastagsagaban.

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy bar a membran nanocsévek tébb tekintetben mutatnak
hasonlésagot a filopodiumokkal, kialakulasuk alapveté mechanizmusaiban eltérnek azoktol.

Tamogatas: GINOP-2.3.2-15-2016-00036, EFOP-3.6.1-16-2016-00004 projekt.
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Az IL-9R és IL-2R térbeli kapcsolatanak kvantitativ analizise human T
limfoma sejteken (P22)

Nizsaléczki Eniké, Nagy Pétert, Mocsar Gabor?, Szabé Agnes?, Csomds Istvan®, Thomas A.
Waldmann?, Vamosi Gyorgy*, Matyus Laszl6!, Bodnar Andrea?
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Az interleukin-9 (IL-9) egy multifunkcionalis citokin, amelynek a T sejtek onkogenezisében betoltott
szerepére egyre tobb adat utal. A heterodimer IL-9R komplexet a citokin-specifikus o-lanc és a kdzos
yc alegység alkotja. Ez utdbbi alegység mas citokinreceptorok, igy a T sejt funkcio szabalyozasaban
kozponti szerepet bet6lto IL-2R felépitésében is részt vesz. Konfokalis mikroszkopiés képek Pearson-
féle korrelacios analizisével kordbban feltartuk az IL-9R és IL-2R kett6s térbeli viszonyat human T
limféma sejteken: mig a sejtek egy részében a két receptorfajta kdzos klaszterek kialakitasaban vesz
részt, mas sejtekre szegregalt membrandoménekben torténd elhelyezkedésiik a jellemzo6. Jelen
vizsgalatainkban tovabb elemeztilk a két receptorfajta térbeli kapcsolatat a Kit225/IL-9R human T
limféma sejtvonalon. A konfokalis mikroszkdpias képek elemzése soran a Pearson-féle korrelacids
egyltthatd meghatarozasat kiegészitettik a Manders-féle co-occurance (egyiittes el6fordulas)
analizissel. Kimutattuk, hogy az IL-9 és IL-2 receptorok egy minimalis, am a véletlen altal generalttl
szignifikdnsan magasabb hanyadanak ko-lokalizacidja az 0sszességében negativ korrelaciét mutato (a
két receptorfajtat dontden elkiiloniild membranteriileteken kifejezd) sejteken is megfigyelheté. FRET
kisérleteink igazoltak az IL-9/IL-2R rendszer elemeinek molekularis szintii (1-10 nm) kdzelségét, azaz
az alegységek koz0os klasztereinek jelenlétét. IL-9 kotddés hatasara a FRET hatasfokok modosultak, ami
az IL-9/IL-2R rendszer elemeinek konformacio véaltozasara és/vagy a receptor alegységek térbeli
atrendez6désére utalhat. Hipotézisunk szerint az IL-9R és IL-2R altalanosan el6fordulo klaszterei az IL-
9/IL-9R jelatvitelhez sziikséges ,,hot spot”-ként szolgalhatnak, amely elésegiti a kozos receptor
alegységek és jelatviteli molekuldk optimalis felhasznalasat és a megfelelé receptor komplexek
Osszeszerelddését.

75



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

Podocin egy lehetséges szerepe a glomerularis résmembran miikodésében
(P23)

Kétszeri Maté, Antal Violetta, Karancsiné Menyhard Déra, Schay Gusztav, Tory Kalman
Semmelweis Egyetem Biofizikai Intézet

A podocin egy membrén-lokalizalt fehérje , a glomeruléris résmembran alkotéeleme. Szteroid-
rezisztens nephrosis szindromaban (SRNS) szenved6 betegek egy részében a podocint kédolé NPHS2
mértékben a C-termindlis helikélis régidjan keresztill létesitett kotések segitségével képes
oligomerizalédni. Eredményeink alapjan a koros oligomerizacié all a hatterében varians-tarsulasok
varatlan patogenitasanak. Bizonyos patogén és nem patogén varidnsok transz-asszociacidja ugyanis
patogén, mely autoszomalis recessziv betegségekben szokatlan. A kéros oligomerizacid ezen esetekben
a membran-transzportot karositja. Felmeril, hogy az oligomerizacio gatlasa ezen esetekben terapias
lenne. Nem ismert azonban a podocin-oligomerizacié élettani jelent6sége. Ismert, hogy a podocin a
résmembran kulcsfontossagu alkotéelemével, a nephrinhez kapcsolédik. Felmertl ezért, hogy a podocin
oligomerizacidja a nephrin oligomerizaciojat is befolyasolja. A podocin nephrin-oligomerizaciora
gyakorolt hatésat tranziensen transzfektalt HEK293 sejteken vizsgaltuk meg. Két, FRET-part alkoto
fluoreszcens festékkel jelolt nephrint és kiilonb6z6 podocin-varidnsokat expresszaltunk, és a nephrin-
nephrin tavolsagot meértlik a podocin-variansok fliggvényében. A podocin mutacio fliggvényében eltérd
nephrin-oligomerizéciét tudtunk kimutatni.

Kdszonetnyilvanitas:

"A kutatas a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Hivatal tamogatasaval késziilt (Nemzeti
Szivprogram NVKP-16-1-2016-0017)”; MTA-SE Lendulet (LP2015-11/2015); NKFIA/OTKA
K109718, K116305, KH125566, MedinProt Synergy

A kutatast az Innovacids és Technologiai Minisztérium Fels6oktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tamogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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Exoszomak és mikrovezikulak leképezése atomeré-mikroszkoppal (P24)
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Az exoszomak és a mikrovezikuldk kiillonbozoé sejttipusok altal kivalasztott néhanyszor tiz nm-es
membranvezikuldk. Kilonbozé molekulakat, igy fehérjéket és nuklein savakat is tartalmazhatnak.
Fontos szerepiik van a tumorok fejlédésében, metasztaikus aktivitasaban. Elektronmikroszkoppal és
szaraz mintan atomeré-mikroszkoppal nehéz a valos atméréjiiket meghatarozni, ezért kifejlesztettiink
egy olyan mddszert, ahol csillam felszinhez kétve meg tudtuk hatdrozni az exoszomék és a
mikrovezikulak atmérojét folyadékban.

Koszonetnyilvanitas

K&szonjiik az UNKP Bolyai Plusz Kutatasi Osztondij, a “Bolyai Janos” Kutatési Oszténdij, a GINOP-
2.3.2-15-2016-00015, 2017-2022 és a GINOP-2.3.2-15-2016-00001 palyazat biztositotta timogatéast.

77



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

A fluorofor szaturacié hatranyos hatasanak csokkentése FRET
mikroszkopos mérések soran (P25)

Szendi-Szatmari Timea?, Szabd Agnes'?, Szol16si Janos'?, Nagy Péter!

'Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
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A Forster rezonancia energia transzfer a vilagon széles korben elterjedt, és alkalmazott biofizikai mérd
maodszer. Méréseink soran vizsgaltuk a fluorofor szaturécio hatasat az intenzitas alapon szamolt FRET
hatékonysagra. Konfokalis mikroszkdpiaban a magas numerikus apertdraju objektiv fokuszpontjaban a
gerjesztd fény intenzitasa olyan magas, hogy a fluoroférok fluoreszcenciaja szaturalodik. Tehat
levonhato az a kovetkeztetés, hogy az emittalt fény intenzitdsa nem né egyenesen aranyosan a gerjeszto
fény intenzitasaval. Ez a jelenség megkérddjelezi a kvantitativ fluoreszcencias vizsgalatok pontossagat,
illetve a FRET hatékonysag félrebecsléséhez vezethet. Azért, hogy bizonyitsuk a szaturacio hatasat,
sejteket jeloltiink olyan antitestekkel, amik az ErbB2 sejtfelszini fehérje két kiilonbozé epitdpjara
specifikusak. A jelolést kdvetden a kiilonbozo 1ézerintenzitasok mellett felvett mikroszkopos képeken
hetero-FRET értékeket szdmoltunk. Az eredményeink azt mutattak, hogy a FRET értékek csokkentek a
donor gerjeszt6 1ézer novekvo intenzitasainak fliggvényében. Munkank soran bemutatunk egy olyan
modszert, ami megsziinteti a FRET hatékonysag magas gerjesztd fénytol valo fliggését, és hozzajarul a
fehérje-fehérje kolcsonhatasok megbizhatd és miiszerfiiggetlen vizsgalatahoz.
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loncsatorna expresszios eltéresek vizsgalata in vitro polarizalt T-sejteken
(P26)
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A T-sejtek memoria funkcidjuk szerinti ioncsatorna (Kv1.3, KCa3.1) expresszids killénbségei régota
ismertek [1], azonban az kevéssé ismeretes, hogy a T-helper-Treg altipusok kdzott milyen eltérések
fedezhetok fel. Allatkisérletes adatok utalnak killénbségekre [2], huméan vizsgalatok eddig azonban nem
altipusok, célul tliztiik ki ezen sejtek ioncsatorna expresszidjanak jellemzését, esetleges terapias
celpontok azonositéasa celjabol.

Vizsgalatainkhoz egészséges Onkéntesek véréb6l CD4* T-sejteket izolaltunk, melyeket polarizalo
citokin-aktivator kornyezetben Thl és Treg iranyba differencialtattunk. A sejtpopulacidkat tovabb
dusitottuk magneses bead alapl eljarasokkal, majd patch-clamp és Kalcium imaging technikékkal
jellemeztik azok ioncsatornait, tovabba génexpresszios vizsgéalatokat végeztiink (RT-gPCR).

El6zetes eredményeink alapjan a Kvl.3 funkcionalis expresszidja szignifikdnan magasabb a Thl
sejtekben a Treg-hez viszonyitva (914/sejt vs. 260/sejt), a KCa3.1 szintje nem mutatott ilyen
kulonbségeket (62/sejt vs. 42/sejt). A Kv1.3 csatorna biofizikai paraméterei (aktivacids és inaktivacios
idéallandok, Vip, stb) nem kiilonboztek. Génexpresszids szinten is felfedezhetdk kiilonbségek, a Thl
esetén a T-bet, mig a Treg esetén a FOXP3 transzkripcids faktorok a vart emelkedett expressziot
mutatjak, azonban az ioncsatorna gének jellemzése tovabbi adatelemzést kivan.

Tovabbi terveink kozott szerepel a kalcium imaging mérések elemzése, mellyel a kalcium homeosztazis
kilonbségeit kivanjuk jellemezni, valamit tovabbi T-sejt altipusok vizsgalata (Th2, Thl7). Eddigi
eredményeink alapjan felfedezheték expresszios kiilonbségek a T-sejt altipusok ioncsatorna
repertoarjaban, mely lehetOséget adhat azok terapias kihasznalasara.

Kdszbnetnyilvanitas
GINOP-2.3.2-15-2016-00015 I-KOM TEAMING.

Irodalom

[1] Wulff et al., J.Clin.Invest., 2003, 111:1703-1713
[2] Di et al., PNAS., 2010, 107(4), 1541-1546.
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A Pterinochilus murinus venom hatasa fesziiltség fiiggo natrium és kalium
ioncsatornakra (P27)

Torok Ferenc!, Tanya Kushwahaal?, Torok Eniké®, Papp Ferencl?, Panyi Gyorgy?, Hajdu
Pétert?

! Debreceni Egyetem AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
2 Debreceni Egyetem FOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet
® Debreceni Egyetem AOK, Humangenetika Tanszék

Az elmult par évtizedben a gydgyszertervezés soran elbtérbe Keriiltek az allatfajok (kigyOk, skorpiok,
pokok) altal szekretélt peptidek, mint lehetséges templatok. Jelen projektinkben a kenyai Usambara-
hegységben elterjedt Pterinochilus murinus madarpok altal termelt méreg (PMCV) ioncsatornakra
kifejtett farmakoldgiai hatasat vizsgéalatuk meg.

A vizsgélatok sorén kb. 20 darab, 3-4 éves egyed kerult havi szinten fejésre, ezzel biztositva szamukra
a megfeleld exkrécios idotartamot. A méreg kinyerése TENS késziilékkel tortént, majd a mérget
liofilizaltuk és felhasznaléasig -20 /C-on taroltuk. Az ioncsatornak aramat patch-clamp technikaval
teljes-sejt vagy outside-out konfiguracidban hataroztuk meg. Az ioncsatorndkat HEK-293 sejteken
expresszaltattuk.

Eredményeink azt mutattak, hogy a 0.1 mg/ml koncentracidban alkalmazott PMCV az Nav1.3 és Navl.5
natrium ioncsatorna inaktivacios kinetikajat lassitotta, viszont az aramamplitadét nem maodositotta.
Tovabba az Navl.4 csatornat mikodését nem befolydsolta a PMCV. Ezzel szemben a Kv2.1 kalium
csatorna aramat gatolta a PMCV, viszont a kapuzasi paramétereket nem befolyéasolta.

Jovobeni terveink kozott szerepel a méreg HPLC-n torténd frankcionalasa, majd az aktiv frakcidok
azonositasa. Funkcionalis vizsgalataink soran a toxinok akcids potencialra kifejtett hatasat fogjuk
meghatarozni.

Koszonetnyilvanitas:

NKFIH-K128525, UNKP-18-DE-149 és Bolyai Janos Kutatasi Osztondij (H.P.), NKFIH-K119417
(P.Gy.), EFOP-3.6.1-16-2016-00022 (P. F. és T.F.)
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Az Orail ioncsatorna immunologiai szinapszisba torténé berend6zédésének
molekularis hattere (P28)

Véros Orsolyal, Panyi Gyorgy?, Hajdu Péter?

! Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet, Debrecen
2 Debreceni Egyetem, FOK, Biofizikai és Sejthiologiai Intézet, Debrecen

A CRAC csatorndknak kiemelt szerepe van a T-limfocita aktivaciéhoz sziikséges Ca2+ jel
kialakitasaban. A CRAC csatorna két szerkezeti egységbodl épiil fel: az ER membranjaban talalhato
STIM1-bdl és a plazmamembranbeli Orail-b6l; melyek a T-sejt APC-vel torténd talalkozasa soran
kialakul6 immunoldgiai szinapszisban (1S) felhalmozédnak. Tovabba ismert, hogy aktin-k6t6 fehérjék
(HS1/WASpP/WAVE?) - melyek feleldsek lehetnek az ioncsatornak IS-beli kihorgonyzaséért - az IS-
ben feldusulnak, valamint géncsendesitésiik gatolja az IS kialakulasat és a Ca2+- fiiggé jelatviteli
Gtvonalat a T sejtben. Ezek alapjan feltételezzik, hogy az aktin-kot6 fehérjék részt vesznek a CRAC
csatorna kihorganyzasaban az IS-ben, mely fontos a megfelelé Ca2+-jel kialakitdsdhoz a T-sejt aktivacio
soran.

GST affinitds kromatografiat alkalmazva kimutattuk, hogy a HS1, amely egy aktin-regulator fehérje,
képes kotddni az Orail csatorna N-terminalisahoz. Az mGFP-vel jelolt, vad tipust illetve kiilonboz6é N-
terminalis deléciés mutans (Orail-IN1-74: 1-74, Orail-[1N2-88: 1-88) csatornakat stabilan expresszald
Jurkat T sejteket CD3-CD28 beaddel konjugéaltatva immunoldgiai szinapszist hoztunk létre, majd
kiilonboz6 id6pillanatokban (1, 5, 15, 30, 60 perc) meghataroztuk az Orail és a HS1 IS-beli feldUsulasat
és kolokalizacidjat. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy hasonléan a vad tipusi Orail
csatorndhoz, az Orail N-termindlis révidebb szakaszanak eltavolitasa (Orail- IN1-74) esetén az Orail
tovabbra is képes a HS1-gyel kolokalizalddni az 1S-ben a T sejtekben, azonban a feldusulas mértéke
alacsonyabb illetve lassabb kinetikat mutat a vad tipusu csatorndhoz képest. Az N-terminalis nagyobb
részének eltavolitasa (Orail-[/N2-88) soran az Orail I1S-beli feldlsulasa elmaradt, és nem mutatott HS1
kolokalizaciot.

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az Orail-HS1 interakcié szerepet jatszik az Orail csatorna
IS-beli kihorganyzasaban amely befolyasolhatja a Ca2+ -jel kialakulasat a T-sejt aktivacioja soran.

Kdszonetnyilvanitas

Ezt a munkat az NKFIH-K128525, UNKP-18-DE-149, NKFIH-K119417, GINOP-2.3.2-15-2016-
00044, EFOP-3.6.2-16-2017-00006, EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 tdmogatta.
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loncsatornak Gaucher-kérban megfigyelhet6 funkcionalis eltéréseinek
vizsgalata a betegség in vitro modellrendszerében (P29)

Zakany Florinal, Székelyhidi Virag, Panyi Gyorgy!, Kovacs Tamast

! Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet

Szamos makrofag funkcidban (citokin szekrécio, migréacio, fagocitdzis, NO szintézis) felvetették
ioncsatornék (igy a Kv1.3, BK, KCa3.1, Hv1 vagy TRPM2) funkciondlis szerepét, illetve ismert, hogy
a sejtmembréanban talalhato lipidek befolyasoljak az ioncsatorndk mitkodését. Igy feltételezhetd, hogy
az elsésorban a makrofagok koros miikodésével, valamint a lizoszomalis béta-gliikocerebrozidaz enzim
deficienciaja révén a glikozilceramid felhalmozodasaval jellemezheté Gaucher-kérban az ioncsatornak
eltérései jelentdsek lehetnek a betegség patomechanizmuséban, amelyet kordbban még nem vizsgaltak.
Ezért célunk egy olyan modell kialakitasa, amellyel a késobbiekben vizsgalni tudjuk, hogy Gaucher-
kdérban milyen, ioncsatornakkal dsszefliggésbe hozhaté makrofag funkciok sértilnek.

Modellunk kialakitasa sordn THP-1 monocitakat, bel6liik differencialtatott MO, illetve klasszikus (M1),
alternativ (M2a) és regulatdrikus (M2r) Utvonalakon aktivalt makrofagokat kezeltink a betegségben
deficiens enzim irreverzibilis gatlészerével, konduritol-B-epoxiddal (CBE), amelynek hatasara a
szubsztrat gliikozilceramid felhalmozddasa figyelhetd meg elobb a lizoszomak, majd egyéb
intracellularis organellumok membranjaban, illetve a sejtmembranban. A kiilonbdzé koncentraciokban
alkalmazott CBE hatasara kialakul6 enzimgatlas mértékét kolorimetrias médszerrel hataroztuk meg,
majd aramlasi citometria és megfeleld antitestek segitségével meghataroztuk a CBE kezelés hatasara a
sejtmembran ceramid és gliikozilceramid tartalmaban bekdvetkezé eltérések nagysagat, validalva
modellrendszeriinket a késébbi funkciondlis mérések szamdara. Differencidcios és aktivacios
protokolljaink aramlasi citometridval torténd tesztelése és optimalizalasa utdn megvizsgaltuk kiilonb6z6
ioncsatorna gatloszerek (TEA, Vm24, paxilline, TRAM-34, CIGBI és flufenamat sav) hatasat az eltérd
Utvonalakon aktivalt makrofagok életképességére. Kisérleteinket a fenti ioncsatorndk szerepének
vizsgalataval folytatjuk kiilénféle makrofag funkciok esetén.

Kdszonetnyilvanitas

UNKP-18-3-1V-DE 54
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Ciklodextrinek membranbiofizikai és Kv1.3 ioncsatornara kifejtett direkt
hatasainak karakterizalasa (P30)

Zakany Florinal, Kovacs Tamas!, Sohajda Tamas?, Szente Lajos?, Nagy Péter!, Panyi
Gyorgy!, Varga Zoltan!

! Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
2 CycloLab Cyclodextrin R & D Laboratory Ltd., Budapest

A ciklodextrinek (CD) hat (aCD), hét (BCD), illetve nyolc (yCD) alfa-D-gliikopiran6z-egységbdl allo
ciklikus  oligoszacharidok. Alakjuk beltl (reges, hidroféb csonkakup, igy képesek
gyogyszermolekulakkal és kiilonb6zo lipidekkel komplexeket képezni. Széles korben alkalmazzak éket
gyogyszerekben semleges vivoanyagként, illetve a kutatasban a membran koleszterintartalmanak
szelektiv csokkentésére (metil-B-ciklodextrin; MBCD). A ciklodextrinek ioncsatornakra kifejtett direkt
hatésait korabban nem vizsgaltdk. Mivel a feszultégkapuzott kaliumcsatornak (Kv) szamos bioldgiai
folyamatot kontrollalnak, a CD-ek ezen csatornakra gyakorolt direkt hatasaik révén szerepet jatszhatnak
szamos gyogyszer ismert mellékhatasainak kialakitasaban (pl.immunszupresszid).

Célunk az MBCD, valamint harom kiilonb6z6 inverz (hat, hét vagy nyolc 3,6,-anhidroglikézbol allé,
beliil hidrofil, kiviil hidroféb) ciklodextrin (iaCD; iBCD; iyCD) direkt ligand hatasainak karakterizalasa
Kv1.3-on, illetve annak alatamasztasa, hogy ez a ligand hatés fliggetlen a CD-ek koleszterin depletald
és/vagy membranbiofizikai paramétereket modosito képessegétol.

A direkt hatdsok vizsgalatahoz a patch-clamp méréseket Kv1.3 ioncsatornaval es EGFP-vel
kotranszfektalt CHO sejteken végeztilk. A CD-ek 1 és 5 mM-o0s koncentracidban részben reverzibilsen
gatoltdk a Kv1.3 ionaramot (MBCD< iaCD< iyCD), kivéve az iBCD, aminek nem volt ilyen hatisa. A
membranbiofizikai mérések soran 1 6ras inkubaciot kovetéen megvizsgaltuk a CD-k hatasat a membran
fluiditasra, hidraciora, rendezettségre, illetve kolorimetridsan meghataroztuk a koleszterin kivonas
abszolut mértékét. A CD-k koziil egyediil az MBCD-nek volt koleszterin depletalé és membranfizikai
hatésa, az iCD-knek nem.

Ezek alapjan elmondhatd, hogy a CD-knek a membréan koleszterintartalom maddositasatdl fliggetlen,
eddig le nem irt direkt gatlo hatassal is birnak a Kv ioncsatornakra, amelynek fontos szerepe lehet a
beloliik késziilt gyogyszerek mellékhatasainak kialakitasaban.
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A fotoszenzibilizacio membrankarosité hatasanak vizsgalata atomierd-
mikroszkoppal (P31)

Zolcsak Adam, Bozo Tamaés, Kosa Nikoletta, Bécskei-Antal Barnabés, Csik Gabriella, Voszka
Istvan, Herényi Levente

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgia Intézet

A fotodinamikus terapia (PDT) jelenleg mar az elsé vonalban szerepld terapidk kozott is megtalalhato
kezelési lehetdség. Az eljaras alapjat az alkalmazott fényérzékenyitdk (leggyakrabban porfirinek)
besugarzasara képzddd reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) sejtkarosité hatdsa jelenti. A ROS tobb
helyen okozhat karosodast a sejteken belll, igy a membranlipidekben is. A karésité hatés eléréséhez az
egyik alapfeltétel az, hogy az alkalmazott fényérzékenyité molekula a kivant sejtekben feldusuljon. Ha
ez megtortént, akkor szelektiv hatas érhet6 el a megfeleld hullamhosszii megvilagitd fény és szoveti
oxigén jelenlétében.

Modelrendszerként DPPC és DOPC lipidek keverékéb6l feliiletasszocialt kettOsréteget hoztunk 1étre
dimetil észtert alkalmaztunk. Az igy nyert membranrendszert atomier6-mikroszképpal (AFM)
vizsgaltuk fehér fénnyel torténé megvilagitas eldtt és utan.

Els6ként mintaink topologia valtozasait tanulmanyoztuk AFM képalkotas segitségével. A kettOsrétegek
mechanikai tulajdonsagainak valtozasait pedig ,.erOspektroszkopiai” mérésekkel kovettik nyomon.
Ezeket a méréseket szintén AFM-el végeztiik. A méréseinkhez kontrolként csak DPPC-t tartalmazé
kettosrétegeket alkalmaztunk, amelyekben korabbi tapasztalataink szerint a ROS képzddés ellenére sem
torténik kéarosodas.

Az AFM képeken jol észlelhet6 kiilonbségeket figyelhettiink meg: mig a telitett lipidmembranok
megvilagitas utan is intaktak maradtak, a telitettlen lipideket is tartalmazd mintainkban kisméretii lyukak
keletkeztek. A ,.eréspektroszkopia” soran a membranok nanomechanikai ujjlenyomatanak tekinthetd
atszakadasi eréket rogzitettilk. Els6 eredményekként azt kaptuk, hogy a DPPC és DOPC lipidek
keverékébdl készitett membranokban az atszakadasi er6k a megvilagitas hatasara szisztematikusan
csokkentek.

A Kkutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium FelsGoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.

84



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

Bioszenzorika és bio-nanotechnoldgia

Fotoszintetikus reakciocentrum/grafen optoelektronika (P32)

Nagy LaszI6!, Radmila Panajotovi¢,? Jasna Vujin?, Tijana Tomasevi¢-Ili¢?, leva
Bagdanavi¢iiité3, Greta Urbonaité®, Szabo Tiborl#, Csekd Rihard!, Varé Gyorgy® és Rinyu
Laszl6*

! Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet
2 Institute of Physics, University of Belgrade, Belgrade, Serbia
® Faculty of Natural Sciences, Vytautas Magnus University, Kaunas, Lithuania
* MTA Atommag kutato intézet, Hertelendi Ede Kornyezetanalitikai Laboratorium
®> MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Biofizikai Intézet

Fotoaramot mértiink fotoszintetikus reakciécentrum(RC)/grafén nanohibrid rendszerek gerjesztésével.
A RC-ot Rhodobacter spheroides R-26 biborbaktériumbdl tisztitottuk, és ,liquid exfoliation”
maodszerrel (veglapra, vagy SiO2/Si fellletre készitett grafén rétegre széritottuk. Fénnyel vald
gerjesztéssel fotoaramot tudtunk mérni mindkét kisérleti elrendezésben. Az Uveglapra szaritott minta
lehet6séget adott arra, hogy elkiilonitsiik egymastol a fotoaram lokalis hémérséklet valtozasa miatt
bekovetkez0 megvaltozasat (amely a gerjesztéssel sziikség szerint egyiitt jar) a grafén és a RC kozotti
elektronikus kdlcsonhatas miatti megvaltozastol. A SiO2/Si fellletre készitett minta egy lehetséges FET
elrendezésben lehetdséget ad arra, hogy az elektromos térerd (Si és grafén kozotti gate (G)) fotoaramra
(grafén rétegen athaladé6 1S-D) gyakorolt hatasat megmutassuk a RC jelenlétében, illetve anélkiil. Ezek
az eredmények hasznos informaciét adhatnak egy szén (grafén) alapd nagy hatékonysagu,
kdérnyezetbarat biohibrid bio-fotonikus rendszer megalkotasahoz.

Koszonetnyilvanitas

A munka a GINOP-2.3.2.-15-2016-00009 ‘IKER’, valamint az EFOP-3.6.2-16-2017-00005 “Ultragyors
fizikai folyamatok atomokban, molekulakban, nanoszerkezetekben és biologiai rendszerekben” projekt
tamogatasaval készlilt.
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E. coli sejtek dielektroforetikusan erositett detektalasa integralt optikai
bioszenzorral (P33)

Petrovszki Daniel', Valkai Sandor?, Gora Evelin!, Tanner Martin®, Banyai Anita?, Fiirjes
Péter? és Dér Andras?

! MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Biofizikai Intézet
> MTA Energiatudomdnyi Kutatokozpont, Miiszaki Fizikai és Anyagtudomdnyi Intézet

Manapsag az orvosi diagnosztikaban egyre nagyobb teret kap a bioszenzorok alkalmazésa. Ezen
érzékelok legérzékenyebb konstrukcidi altalaban valamilyen (pl. fluoreszcens) jeltléstechnikan
alapulnak, ami megnoveli az eszk6zok koltségét és valaszidejét. Napjainkban ezért fejlodésnek indult a
gyorsabb, olcsébb, jelolésmentes technikdk alkalmazédsa is, kuléndsen a betegdgy melletti
diagnosztikaban. Az optikai elven miikddd rendszereket e kategorian beliil is a legigéretesebbek kozé
soroljak. Kutatasaink soran egy integralt optikai érzékeld rendszert alkottunk meg baktériumsejtek
jelolésmentes detektalasara. A létrehozott konstrukcioban a mikrofluidikai csatornaban elhelyezked6
hullamvezeto struktura kérnyezetébe dielektroforetikus gytijtésre alkalmas felszini elektrodarendszert
[1] helyeztink el annak érdekében, hogy minél nagyobb szamu célobjektumot detektalhassunk. Az
érzékeld eszkdz hatékonysaganak teszteléséhez kvantitativ vizsgalatokat végeztiink a hullamvezet6
kornyezetében elhelyezkedd E. coli baktériumsejteken a hullimvezetébdl kiszérodott fény

detektalasaval. Ezzel az Gj rendszerrel [(10) ~4 CFU/ml nagysagrendii kimutatasi hatart értiink el,

amely 0sszemérhet6 a vizeletben talalhato jellemz6 patogén-koncentracioval. Terveink kozt szerepel a
dielektroforetikus sejtgyiijtdé modszernek az alkalmazasa mas, érzékenyebb integralt optikai szenzor
konstrukciokban is, 1étrehozva egy betegagy melletti diagnosztikaban is alkalmazhatd eszkdzt.

Kdszbnetnyilvanitas

Kdszonjuk a téma kutatdsa sordn nyujtott segitségét Borbird Andrasnak, Varga Maténak, Kunstar
Kéarolynak, Charalambous Dafninak, a 77 Elektronika Kft. munkatarsainak. A kutatas létrejottét a
VEKOP-2 2 1-16-2017-00001, illetve a NKFI-6 124922 kod( palyazat tamogatta. Koszonettel
tartozunk Dr. Galajda Péternek és kutatdcsoportjanak a szdmunkra biztositott laboratériumi eszkdzok
hasznalataért.

Irodalom

[1] Dastider SG, Abdullah A, Jasim I, Yuksek NS, Dweik M, and Almasri M (2018) Rev. Sci.
Instrum. 89: 125009
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Fotoszintetikus reakciécentrum fehérje alapu valés idejii bioszenzor (P34)

Szab6 Tibor'?, Csekd Richard?, Egerhazi LaszI62, Szabd Anna®, Janovics Rébert?, Turi
Mariannal, Futo Istvan?, Rinyu Lészl6, Hernadi Klara® és Nagy LaszI6?

! MTA Atommag kutat6 intézet, Hertelendi Ede Kérnyezetanalitikai Laboratorium
2 Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet
% Szegedi Tudomanyegyetem, Alkalmazott és Kornyezeti kémiai Tanszék

Kiilonboz6 dimenzidji szén alapi nanoanyagok allithatok elé (1-3D, csovek, kotegek, filmek,
szivacsok, grafén lapok), melyek elkészitési mddja és tulajdonségaik az irodalomban széles korben
targyaltak. Egyediilallé tulajdondgaiknak koszonhetden, ezek az anyagok igen igéretesnek bizonyultak
nemcsak laboratdriumi koriilmények kozott, de akar iparban torténd alkalmazasra is. A fehérje alapu
bio-nanoanyagok, melyeket a ,,jov6 anyagainak™ tekintenek, forradalmi valtozast hozhatnak az integralt
optika (pl.:optikai kapcsoldk, mikroképalkotasi rendszerek, szenzorok, telekommunikacios
technoldgidk, energiatermelés) tertletén.

Munkank soran szamos szén alapti hordozo6 anyagot allitottunk eld, melyek kozott voltak tisztan szén
alapu és egyéb atomokkal (nitrogén, kén) adalékolt anyagok is. Mindemellett teszteltiik a kiilonb6z6
fém katalizatorok hatasat a CVD szintézissel eldallitott szén nanocsovek tulajdonsdgaira. A beépiilt
heteroatomok mennyiségét radiokémiai és izotdpanalitikai modszerek segitségével hataroztuk meg, ezt
kovetden Osszevetettiik a kapott anyagok fizikai és kémiai tulajdonsagait. A heteroatomok szerkezetre
gyakorolt hatasat elektronmikroszkopias eljarasokkal vizsgaltuk.

Az elballitott hordozd anyagaink felhasznalasaval fehérje alapt bio-nanokompozitokat hoztunk létre.
C14 tartalom meghatarozasaval megallapitottuk a fehérje (fotoszintetikus membranban elhelyezkedd
reakciocentrum fehérje (RC)) aranyat a kompozitban, igy annak ismeretében az abszolut enzimaktivitas
is kiszamithato.

A kialakitott kompozit anyagok bioszenzorként alkalmazhatéak, herbicidek kimutatasara és
koncentraciojuk meghatéarozésara alkalmasak. Ennek érdekében egy mikrofluidikai cellat terveztiink és
készitettiink el 3D nyomtatasos technoldgia segitségével, mellyel aramlasos korilmények kdzott valds
idejii mérésekre van lehetdség.

A munka a GINOP-2.3.2.-15-2016-00009 ‘IKER’ projekt tamogatasaval késziilt.
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Bioenergetika és fotobiofizika

A fotoszintézis inaktivalasa az antenna szintjén: az LHCII érzékenysége
kozvetlen fotokdrosodasra (P35)

Lingvay Monika®?, Akhtar Parveen'=, Sebokné Nagy Krisztina®, Pali Tibor* és Lambrev
Petar?

! MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont, Novénybioldgiai Intézet
2 Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi és Informatikai Kar, Fizika Doktori Iskola
$ ELI-ALPS, ELI Nonprofit Kft.
* MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet

A fotoszintetikus apparatus egyik kulcsfontossagi jellemzdje a fénykarosodassal szembeni
ellenalloképessége és aktiv védelme, mely funkciok a teljes rendszer Osszehangolt miikodését
feltételezik. Ismeretes, hogy a Il. fotokémiai rendszer magas fényintezitas mellett hajlamos fénygatlasra
/ fotoinhibiciora, de még vitatott, hogy a Il. fénybegyiijté komplex (LHCII) lehet-¢ célpontja elsddleges
fénykarosodasnak. A fénykarosodas egyik lehetséges mechanizmusa a triplett gerjesztett allapotu
klorofillok (Chl) keletkezése, amelyek kdlcsénhatasba lépve az oxigénnel, szingulett oxigént és mas
reaktiv oxigén forméakat képezhetnek; habéar ismeretes, hogy az LHCII-ben kotott karotinoidok
hatékonyan kioltjak a triplett allapotokat.

A kutatés célja izolalt LHCII fénykarosodasra valo hajlaménak, ennek a molekularis kornyezettol valo
fuggésének és a fizikai mechanizmusainak tanulményozasa. Ennek érdekében, borsd
tilakoidmembranokbol tisztitott LHCII-t fehérje-aggregatumokként szuszpendaltuk, detergens
micellakban szolubilizaltuk, illetve kiilonbozo lipidosszetételii rekonstitualt membranokba agyaztuk. A
nagy fényintenzitas hatasait ezen in vitro modellekre biofizikai és biokémiai vizsgalatokkal elemeztiik.

Eredményeink azt mutattak, hogy az LHCII in vitro sugarzassal szembeni ellenalloképessége erdsen
kornyezetfiiggd, és hogy az LHCII jobban kitett a fény karos hatasanak lipid-kérnyezetben. Kimutattuk,
hogy a fotokéarosodas oxigén-fiiggo, és kiillonboz6 antioxidansok fotoprotektiv hatasat is bizonyitottuk.
A malondialdehid-tiobarbitursav reaktivitasi teszt kimutatta, hogy a megvilagitas a membranlipidek
LHCII &ltal kozvetitett peroxidacidjat eredményezi. A szingulett oxigén képz6dését és kolcsonhatasait
a fény éaltal kitett LHCII kornyezetekben kvantitativan vizsgaltuk az elektronspin-rezonancia
spektroszkopia modszerével, spincsapdak és -jelolok segitségével.

Kdszonetnyilvanitas

A kutatds a Nemzetgazdasagi Minisztérium GINOP-2.3.2-15-2016-00001 pélyazatanak és az Emberi
Er6forrasok Minisztériuma UNKP-17-3-1 kodszami Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak
tdmogatasaval valamint a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Alap (NKFIA) K 112716
palyazatanak részleges timogatasaval késziilt.
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Temperature-dependent energy transfer in LHCII probed by 2D electronic
spectroscopy (P36)

Parveen Akhtar®?, Thanh Nhut Do3, Adriana Huerta-Viga®, Pawel Nowakowski®, Howe-
Siang Tan?®, Petar H. Lambrev?

! Biological Research Centre HAS, Plant Biology Institute
2 ELI-ALPS, ELI Nonprofit Ltd.
®Nanyang Technological University, School of Physical and Mathematical Sciences, Singapore

The efficiency of photosynthetic light energy conversion depends on the ability of the photosynthetic
apparatus to harvest the solar energy and transfer to the photochemical reaction centres without losses.
Excitonic interactions between chlorophylls in LHCII, the main light-harvesting antenna of Photosystem
Il, provide a way for fast and efficient directional excitation energy transfer (EET) in a less than 100
femtoseconds to picoseconds. Despite the wealth of data about the kinetics of EET, the presently existing
models report different kinetics of EET in LHCII. Two-dimensional electronic spectroscopy (2DES) is
a powerful technique for mapping EET pathways. We studied EET in LHCII by 2DES at various
temperatures from 77 K to 293 K under conditions free from singlet-singlet annihilation. Global lifetime
analysis revealed that spectral equilibration occurs over distinct timescales — from < 200 fs to 5 ps at
293 K, as previously published [1]. However, slower timescales are observed at lower temperatures —
up to tens of picoseconds at 77 K. A clear temperature dependence of uphill energy transfer processes
is also discerned, which follows the detailed-balance condition. We applied phenomenological model
fitting to resolve exciton states and microscopic rates of energy transfer. The experimental and modeling
results at 77 K are generally in good agreement with existing exciton models of LHCII, but specific
differences especially in the slow picosecond relaxation kinetics suggest the need for model refinement.
Protein motions substantially improve the efficiency of light harvesting at physiological temperature.
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OaPAC feherjén végzett vizsgalatok TA spektroszkopia segitségével (P37)

Pirisi Katalin, Yin Li, Sofia Kapetanaki, Lukacs Andrés

Pécsi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet

A cAMP masodlagos hirvivd molekulaként fontos szerepet jatszik a sejten beliili jelatviteli
folyamatokban. Részt vesz példaul a gliikagon és adrenalin hormonok hatdsanak kivaltdsaban. A
jelatviteli molekulat a BLUF domént tartalmazd OaPAC fehérje termeli kék fény hatasara.

A BLUF domén fehérjék a fényérzékeny flavoproteinek egy fontos csaladjat alkotjak, amelyekben a
fotoaktivacio soran strukturalis atrendezédés megy végbe. BLUF domén talalhatod példaul az Euglena
gracilis ostoros egysejtiiben, illetve a jol ismert Rhodobacter Sphaeroides, vagy az Oscillatoria
Acuminata baktériumban is.

Jelen munkaban ez utobbi baktériumbol szarmazé OaPAC (Oscillatoria Acuminata, fotoaktivalt adenilat
ciklaz) nevii fehérjén (és igy az altala termelt cAMP-n) végeztlink vizsgélatokat tranziens abszorpcids
spektroszkopia segitségével.

Meéréseink eredményeként kapott kinetikdk az OaPAC egy gyors, néhany pikoszekundumos és egy

allapotnak megfelelden.

Irodalom

Structural insight into photoactivation of an adenylate cyclase from a photosynthetic cyanobacterium,
Mio Ohki et al. PNAS 2016
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Fény altal kivaltott konformacié-valtozasok jellemzése és azok
dinamikéjanak feltdrasa Thermosynechococcus vulcanus PSI1 komplexben
(P38)
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A masodik fotokémiai rendszernek (PSII) kiemelkedo szerepe van a fotoszintézis folyamataban, hiszen
egyedil ez a szuperkomplex képes a viz bontasara, és igy a légkori oxigén termelésére. Kordbban,
DCMU-kezelt PSII reakcidcentrum-core komplexek (RC-CC) STSF-indukalt valtozd Klorofill-a
fluoreszcencia (Fv) Kinetikajanak vizsgalataval azonositottunk egy sebességkorlatozd lépés-sort [1]
(STSF, egyszeres telitési-gerjeszt6 fényimpulzus): megallapitottuk, hogy — az irodalomban
legéltalanosabban elfogadott modellel ellentétben — a primér kinon akceptor (Qa) redukcioja (egyetlen
STSF-el) nem emeli a minimalis Fo szintrél a maximalis Fm értékre, hanem csak egy Fo<F1<Fm
szintre, €s Fm csak tovabbi STSF sorozattal érhetd el jelentds — hdmérsékletfiiggd — varakozasi iddvel
a fényimpulzusok kdz6tt. Nanoszekundumos tranziens abszorpcidvaltozas mérésekkel megallapitottuk,
hogy ez a lépés-sor nem vezetheté vissza a primér toltés-szétvalasztds — & priori nem kizérhato -
kapuzasara; megerdsitettiik azt is, hogy DCMU jelenlétében csak egyetlen stabil toltés-szétvalasztas
keletkezik (az elsé STSF gerjesztés hatasara); ezt kovetden csak ~2 ns élettartamia P680*Pheo”
tranziensek generalhatok [2]. Mélyhémérsékleten (80 — 120 K) végzett fluoreszcencia emisszids
tranziens spektroszkdpiai mérésink azt mutattak, hogy az Fo-F1 és az F1-Fm tranziens allapotokhoz,
azaz a Qa-Qa-hoz és a toltésszétvalasztott-fényadaptalt allapotokhoz, mas-mas spektrumok tarsithatok.
A kiilonbségeket foként a 685 nm-es emisszids savon figyeltilk meg minden kriogén homérsékleten,
ahol a két emisszios sav, az F685 és az F695, feloldhatd. A megfigyelt valtozasokat okozhatja a Qa~
erds helyi elektromos mezdjére szuperponalt P680"Pheo™ erds lokalis tranziens tere és/vagy egy, a
toltésrekombinaciot kovetd, termalis tranziens. Ezek médosithatjak a RC-CC dielektrikum szerkezetét
/ konformécios allapotat és igy az energiatranszfer Shibata és mtsai [3] altal korabban feltart Gtvonalait.
Mélyhomérsékeleten ezek az addiciondlis konformacids allapotvaltozasok tehetdk feleldssé az Fv(=Fm-
Fo) emelkedés legnagyobb hanyadaért (80 K-n ~90%-aért). Eredményeink azt mutatjak, hogy PSII két
allapota, a nyitott (s6tét-adaptalt) és zart (stabil toltésszétvalasztast kovetd) allapotai mellett szamolnunk
kell annak fényadaptélt allapotaval is, amely a stabil-toltésszétvalasztast kovetden, megvilagitas
hatasara alakul ki. Ennek fiziologiai jelentésége még nem ismert.
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Elméleti biofizika
The structure of hierarchical tissues that minimize somatic evolution (P39)
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Self-renewing tissues of multicellular organisms produce cells using hierarhical differentaion. Such
hierarhically organised tissues surpress somatic evolution and thus delay aging and the emergence of
tumours at two levels of the evolutaionry process. At the level of selection, even mutations that provide
a proliferative advantage can be "washed out" as a result of differntiaion [2], while at the level of
mutation accumulation hierarhical organizagtion can limit the number of cell divisions, and as a result
the mutaional burden of maintaining tissues [1].

Here we explore the structure of hierarchical tissues that minimize somatic evolution. We introduce a
generic quantity, the self-renewal potential, which quantifies the ability of cells to avoid being "washed
out" and determines their fitness at a hierarchical level. Using the self-renewal potential, which in
healthy tissue is negative for non stem cells, the critical number of mutations, necessary for triggering
neoplastic progression at a certain hierarchical level can be obtained. We are able to analytically estimate
the probability of neoplastic progression in hierarhical tissues using the theory of birth death processes
and the statistical characteristics of the cell-linage tree. We find that in general there is a trade off
between mutation accumulation and the proliferative disadvantage of cells in the hierarchy leading to
an evolutionary optimum in the probability of neoplastic progression.

In particular we find that in tissues with physiologically realistic parameters the division rate of stem
cell is higher than the extremely low rates required to minimize mutation accumulation alone. The
resulting optimum induced by selection is characterized by a relatively large number of stem cell
divisions, with the consequence that the majority of the driver mutations can accumulate within stem
cells.

Irodalom
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In hierarchical tissues small compartments lead to a selective threshold
below which mutations cannot persist (P40)
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Cancer is a genetic disease fuelled by somatic evolution. Hierarchical tissue organisation can slow
somatic evolution by two gualitatively different mechanisms: by cell differentiation along the hierarchy
“‘washing out’’ harmful mutations [1][2](Nowak 2003, Werner 2013) and by limiting the number of
cell divisions required to maintain a tissue [3] (Derényi and Sz6116si 2017). Here we explore the effects
of differences in compartment size on somatic evolution in hierarchical tissues by considering cell
number regulation that acts on cell division rates such that the number of cells in the tissue has the
tendency to return to its desired homeostatic value.

Introducing mutants with a proliferative advantage we demonstrate the existence of a third fundamental
mechanism by which hierarchically organised tissues are able to slow down somatic evolution. We show
that tissue size regulation in hierarchically organized tissues leads to the emergence of a threshold
proliferative advantage, below which mutants cannot persist. We find that the most significant
determinant of the threshold selective advantage is compartment size, with the threshold being higher
the smaller the number of cells in the compartment.

Our results demonstrate that in sufficiently small compartments even mutations that confer substantial
proliferative advantage cannot persist, but are expeled from the tissue by differentiation along the
hierarchy. The resulting selective barrier can significantly slow down somatic evolution and reduce the
risk of cancer by limiting the accumulation of mutations that increase the proliferation of cells.
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The hierarchical structure of the hematopoietic system can explain chronic
myeloid leukaemia progression. (P41)
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Chronic myeloid leukaemia (CML) is one of the most studied and well-known cancer types. It was the
first known human cancer that can be initiated by a single chromosomal abnormality, this translocation
is known as the BCR-ABL1 fusion gene [1]. CML progression is divided into three phases, these can
be distinguished with a bone marrow biopsy or a blood smear test. These two methods provide clear
criteria for each one of the stages [2].

The initial chronic phase is characterized by a long constant evolution estimated between 5 and 7 years.
This initial phase is defined by an increased number of white blood cells (WBC) and the limited presence
of immature blasts cells in the blood. Despite the presence of blast cells in the blood, the full spectrum
of mature cells is still present. At this point, a cytogenetic analysis will conclude that BCR-ABL1
mutated cells have replaced healthy cells.

Transition to more advanced stages of the disease is characterized by an increased amount of blast cells
in the blood (above 20%). Mature cells cannot be found in blood samples anymore. Tumour
heterogeneity is also common in advanced phases. Resistance to treatment and unresponsive high WBC
count are stereotypic of the final stage of the disease.

A model of hierarchical differentiation [3] is used to simulate the hematopoietic system in silico. We
perform simulations about the dynamics of the BCR-ABL1 mutants in a two-compartment system.
Terminally differentiated cells can migrate from the bone marrow to the bloodstream in healthy
conditions. The chronic phase is in agreement with increased cellularity in the bone marrow and the
initial leaking of progenitor cells to the bloodstream. In the simulation, new mutations increase self-
renewal and stop the differentiation capacity of cells.

Our results show that CML development can be explained based on the hierarchical structure of blood
formation. The model provides a mathematical picture of CML progression, while the simulations
provide with a quantitative and accurate description. Our results provide insight about cancer dynamics,
from the initial mutation to final irreversible cell growth.
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Hierarchical tissues that minimize somatic evolution (P42)
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Cancer development is a somatic evolutionary process where cells must divide and as a result mutations
that can ultimately lead to neoplastic progression may accumulate. Hierarchically organized tissues can
slow down somatic evolution by reducing the number of cell divisions along cell lineages thus limiting
mutation accumulation [ 1] and by “washing out” mutations even if they confer a proliferative advantage
[2].

Here we explore the structure of hierarchical tissues that minimize somatic evolution. We derive the
critical number of mutations, necessary for triggering neoplastic progression as a function of dynamical
parameters of the hierarchy. Using this results we are able to analytically estimate the probability of
neoplastic progression based on statistical characteristics of the cell-linage tree. We find a trade off
between mutation accumulation and the proliferative disadvantage of cells in the hierarchy leading to
an evolutionary optimum in the probability of neoplastic progression.

In particular we find that in tissues with physiologically realistic parameters the division rate of stem
cells is higher than the extremely low rates required to minimize mutation accumulation [1]. The
resulting optimum induced by selection is characterized by a relatively large number of stem cell
divisions, with the consequence that the majority of the driver mutations can accumulate within stem
cells.
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Szubklonalis szerkezet tumorokban (P43)
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A tumoron belili heterogenitas a tumorsejtek osztodasa soran bekdvetkezd tokéletlen DNS masolas
kovetkeztében jelenik meg, egy szomatikus evollciés folyamathoz vezetve. Az utobbi években
megjelent kutatasok alapjan a szubklonalis mutaciok szama joval nagyobbnak tiinik, mint ami a human
szomatikus mutacidé rata ismert becslései alapjan varhatd, neutrdlis mutéciokat feltételezve [1,2].
Feltételezhetd, hogy a magas muticidszdmot vagy egy, az irodalmindl szignifikinsan magasabb
mutacios rata okozza, vagy gyakori sejthalal, amely a sejtek leszarmazasat sok generéciéval hosszabba
teszi, ezaltal minden sejt tébb osztddason megy keresztil.

A bemutatott kutatds keretében eszkozoket fejlesztiink kiilonbozé mutacios rata-halalozési rata
paraméterértékekkel rendelkezd generativ modellek valosziniségének becslésére. A modell a
szekvenalasi hibakat is képes figyelembe venni, amelyek a gyakorlatban az empirikus adatok mutans
readjeit dominaljak. A teszteredmények alapjan a valds paraméterértékek visszanyerhetdek, a sejthalal
és a mutécids rata hatésai szeparalhatdak.
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Modern biofizikai médszerek

Baktériumok fenotipusbeli variabilitdsanak vizsgalata mikrofluidikai
sejtcsapdakkal (P44)
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Valtozo kdrnyezetben a sejtek kozti fenotipusbeli és viselkedésbeli killénbségek kulcsszerepet jatszanak
a sejtek talélésében, a kornyzethez valé alkalmazkodasukban, illetve a baktérium populécidk
evoluciojéban.

Ennélfogva az egysejt szintli megfigyelések alapvetd fontossaguak a baktérium populaciok fejlodésének
és miikodésének megértéséhez.

Jelenleg egy olyan mikrofluidikai eszkoz kifejlesztésén dolgozunk, amely mikrofluidikai egysejt
csapdak sorozatdbol all. Ezzel az eszkdzzel vizsgélni tudjuk a quorum sensig folyamat soran kialakul6
sejt-sejt valtozatossagot, a noOvekedés- és osztddasbeli kilonbségeket, tovabba a kornyezeti
stresszhatdsokra adott valaszreakciokat.

Egy mddositott ,,mother machine” eszkdzzel képesek vagyunk egyetlen sejt utddsejtjeinek csapdazasara
és megfigyelésére tobb generacion keresztiil. Ez lehetdvé teszi szamunkra a sejtek kozti variabilitas
vizsgalatat, illetve Ugy Véljik, tébbet megtudhatunk arrdl, hogy a fenotipus- és viselkedésbeli
variabilitas hogyan fligg 0ssze a leszarmazasi viszonyokkal és a sejtoregdéssel.

Kdszbnetnyilvanitas

A kutatds az NKFIH K 116516 és PD 124889 kutatasi palyazatai, illetve a GINOP-2.3.2-15-2016-
00001, a GINOP-2.3.2-15-2016-00026 és a GINOP-2.3.2-15-2016-00037 pélyazatok tdmogatasaval
valdsult meg.
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Phalloidin as a bacterial actin-labeling agent (P45)
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C. Robinson?® and Miklds Nyitrail*®

'Department of Biophysics, Medical School, University of Pécs, Szigeti str. 12, Pécs, H-7624,
Hungary
%Research Institute for Interdisciplinary Science, Okayama University, Okayama 700-8530, Japan.
*VISTEC, Thailand
*MTA-PTE Nuclear-Mitochondrial Interactions Research Group, Szigeti str. 12, Pécs, H-7624,
Hungary
°Szentagothai Research Center, University of Pécs, Hungary

The visualization of subcellular objects by microscopy is one of the most important tools in biological
studies. Some subcellular objects, due to their smallness in size, can challenge the physical barrier of
resolution for microscopy. Although this area of biophysics is rapidly evolving limitations remain. The
internal organization of eukaryotic cells is becoming better characterized due to the wealth of
visualization probes that are available. Prokaryotes are smaller and their internal cellular organization
has been resolved to a lesser extent. One recent study highlights one problem that there are only very
few optical compounds that can be applied to visualize components of bacterial cells. The visualization
of cytoskeletal components has a long history. For example, eukaryotic actin F-actin has been visualized
in many studies by fluorescently conjugated phalloidin. This peptide is a toxin from the mushroom
Amanita phalloides, which specifically binds to F-actin. However, in order to visualize F-actin in vivo,
the cell membrane must be permeabilized because phalloidin is a membrane-impenetrable compound
consequently it cannot enter the cell.

Two decades ago, phalloidin was reported to bind to bacterial actin-like proteins. At that time,
microscopy technology had not developed sufficiently to solve the fine structure of the fluorescently-
labelled cytoskeleton organization, and only low resolution images were obtained. Here, we used
fluorescently-conjugated phalloidin to visualize MreB in vitro, and determine the in vivo localization of
MreB in Gram positive and Gram negative cells. We tested the effects of phalloidin on the dynamics of
MreB and on the viability of bacterial cells. By contrast to the harmful effects of phalloidin on actin
dynamics and eukaryotic cell viability, phalloidin did not affect MreB dynamics of bacterial growth
rates, however it did induce a morphology change to longer cell chain lengths.
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Lactobacillus bulgaricus névekedésének kévetése joghurtban elektromos
impedanciaval (P46)

Bodor Zsanett!, Zaukuu John-Lewis Zinia®, Kaszab Timea!, Lambert-Meretei Aniko?,
Rashed Mahmoud S.%, Kovécs Zoltan!, Mohacsi-Farkas Csilla és Vozary Eszter!

! Szent Istvan Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar, Fizika-Automatika Tanszék
2 Szent Istvan Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar, Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék

A joghurt tejbdl késziil tejsavas erjedéssel a tejsav baktériumok, pl. a Lactobacillus Bulgaricus
kozremiikodésével. Szamos faja ismert, amelyeknek kiillonboz6 a fermentacios aktivitasa és a szaporodo
képessége. Egyre nagyobb az igény az egyes fajok pontos ismeretére, mivel élettani szempontbol
jelentések. A klasszikus sejtszdmlalasi modszer nagyon iddigényes és képzett szakembert kivan. Gyors
modszerre van szilkség a baktériumok szaporodas kovetésére. Az elektromos impedancia
spektroszkopia alkalmas lehet a kémiai kdrnyezetvaltozas és a baktérium szdm novekedés kovetésére.
Jelen munkéakban a tejsav baktériumok szaporodasanak kovetésére a joghurt elektromos impedancia
paramétereinek a valtozasat hasznaltuk.

A Lactobacillus Bulgaricus néhéany fajat hasznaltuk joghurt készitésére. Ultra-magas hémérsékleten
kezelt (UHT) 1,5 % zsirtartalmu tejet oltottunk be a tejsav baktériumokkal. A sejt szamot MRS (De
Man, Rogosa and Sharpe) agaron 6ntés technoldgiaval hataroztuk meg 12 6ran keresztil 6ranként 37
°C hémérsékleten. Az elektromos admittancia valds (vezetés) és képzetes (szuszceptancia) részét
mértiik 12 oran keresztiil 37 °C hémérsékleten 50 Hz — 800 kHz frekvencia tartomanyban egy HP4384A
precizios LCR mérdvel. A baktérium sejt szam 10° —r6l 107-re (CFU/ml) nétt. A baktériumszam
novekedése és a szuszceptancia ndvekedése kdzotti dsszefliggésre készitett regresszios modell jol irja
le a sejtszdm ndvekedést. A pontos kisérleti modszer kidolgozésaval a szuszceptancia alkalmas lehet a
baktérium szaporodas kovetésére.

Kdszonetnyilvanitas

A Szent Istvan Egyetem Elelmiszer tudomanyi Doktori Iskolaja, az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-
00005 Eurdpai Alapitvany és az MTA Bolyai 0sztondij timogatta ezt a munkat
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A sejtmembran szterol tartalmanak valtoztatdsa médositja a Kv1.3
ioncsatorna lipidtutajok és egyéb membran mikrodomének kozotti
megoszlasat (P47)

Cs. Szab6 Bence, Szabd Mété, Zakany Florina, Varga Zoltan, Nagy Péter, Kovacs Tamas
Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbioldgia Intézet

A limfocitdk aktivacidjdban szerepet jatszé Kv1.3 ioncsatornardl ismert, hogy preferencidlisan a
lipidtutajokban helyezkedik el. A lipidtutajokban talalhato jelatviteli kdrnyezet szerepet tolthet be az
ioncsatorna milkodésének szabalyozasaban. Munkacsoportunkban korabban kimutattak, hogy a
membran szterol tartalmanak szelektiv novelése megvaltoztatja a Kv1.3 elektrofiziologiai jellemzodit. A
toltések soran bevitt szterolok és a csatorna kdlcsonhatadsanak pontos mechanizmusa azonban nem
ismert.

Célunk volt a membran szterol tartalmanak szelektiv manipulalasa utdn a Kv1.3 és a lipidtutajok kdzotti
kolokalizaci6 vizsgalata. Enhez HEK-293 sejtekben a koleszterin vagy 7-dehidrokoleszterin (7DHC)
mennyiségét noveltik a megfelelé szterol/metil-béta-ciklodextrin (MBCD) komplexekkel, illetve
koleszterint vontunk ki a sejtek membranjabdl MBCD alkalmazéaséaval. Ezutan jeloltik a sejtekbe
transzfektalt Kv1.3-FLAG csatorndkat anti-FLAG antitesttel és a lipidtutajokat koleratoxin B
alegységével, majd konfokalis, illetve stimulélt emisszié kioltds (STED) mikroszkop segitségével
felvételeket készitettiink. Kvantitativ képanalizis soran meghataroztuk a Kv1.3, illetve tutaj jelolok
intenzitasai kozotti Pearson-féle korrel&cios koefficiens értékét.

Meéréseink alapjan a kontrollhoz (0,416+0,013, n=27) képest a membrén Kkoleszterin, illetve 7DHC
tartalma novelésének hatasara a Kv1.3 tutajokkal torténé kolokalizacidja szignifikdnsan (p<0,05)
novekedett (koleszterin esetén 0,492+0,013, n=34; 7DHC mellett 0,500£0,015, n=32), mig MBCD
kezelés utan szignifikansan csokkent (0,338+0,014, n=30). Konfokalis mikroszképos eredményeinket a
nagyobb feloldoképességgel bir6 STED mikroszkopiaval is megerésitettiik (kontroll: 0,274+0,025,
n=25; koleszterin: 0,361+0,019, n=32; 7DHC: 0,366+0,019, n=28; MBCD: 0,219+0,022, n=24).
Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a Kv1.3 membran mikrodomének kozotti megoszlasa fligg a
sejtmembran szterol tartalmatdl, ami medialhatja a szterolok ioncsatornakra kifejtett hatasait.
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Measuring binding force between glutathione-functionalized microtools and
blood brain barrier cells with optical tweezer (P48)

Tamas Fekete, Maria Mészaros, Gerg6 Porkolab, Szilvia Veszelka, Méria Deli, Lorand
Kelemen

Institute of Biophysics, Biological Research Centre of the Hungarian Academy of Sciences, Temesvari
krt. 62, H-6726 Szeged, Hungary

In this work functionalized and optically actuated microstructures are used to study the adhesion
between cell membrane-associated proteins and their ligands. Literature indicates that such
proteins from the solute carrier transporter family can be effectively used in the active transport
of drugs to the brain through cells forming the blood brain barrier (BBB). Mészaros and co-
workers found if transporter protein ligands, such as alanine, D-glucose or glutathione are
mounted on the surface of niosomes encapsulating the drug to be delivered, the uptake rate into
the BBB cells increases (Mészaros et al. 2018). In this study we characterize ligand binding by
measuring the force between these ligands, immobilized covalently on the optically actuated
microstructures and the BBB’s component cells. The complex-shaped microstructures
(Aekbote et al 2016) were made by two-photon polymerization and equipped with a flat end of
variable surface area that interacts with the cell membrane. The ligand-coated structures are
pressed against the cells, grown on a vertical support, and when retracted, the rupture force is
measured. Since optical tweezers can exert lower forces that an AFM cantilever, these
experiments can elucidate finer interactions responsible for the ligand binding to the BBB cells
surface.
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Extracellularis vezikula koncentraciéo meghatarozasa human vérplazméban
és szérumban on-line fluoreszcencias detektalassal kombinalt
méretkizarasos kromatografiaval és mikrofluidikus ellenallas impulzus
méréssel (P49)

Kitka Dianal, Mihaly Judith!, Varga Zoltan*

! Magyar Tudomanyos Akadémia Természettudomanyi Kutatokdzpont, Anyag-és Kornyezetkémiai
Intézet

Az €10 sejtek kozotti kommunikacio egyik Gjonnan felfedezett utvonala az Un. extracellularis
vezikuldkon (EVken) keresztili informéaciocsere, amely az elmalt évtizedben a kutatasok
kozéppontjaba keriilt. Az EVk olyan, a sejten kiviili térben talalhatd, kettés foszfolipid
membrannal hatarolt, sejt eredetli (nano)struktarak, amelyek szdmos informaciot hordoznak a
kibocsato sejt allapotardl. Az EVk mennyisége és fajtai nagyban flggnek az adott egyen
fiziologias és patologids allapotéatol, igy betegségek korai EV-alapl diagnosztizalasa is
lehetségessé valhat. A vér az egyik legnagyobb intermedier kdzeg és egyben a legfontosabb
biomarker forras, ugyanakkor EVK izolélasa, detektalasa és jellemzése ebbdl a komplex
matrixbdl szamos nehézségbe tkozik.

Munkank célja human vérbol izoladlt EVk meghatarozasa és jellemzése olyan ujszerti
technikakkal, mint az on-line fluoreszcencids detektalassal kombinalt méretkizarasos
kromatogréfia (Flu-SEC) és a mikrofluidikus ellenallas impulzus mérés (MRPS).

A kisérletekhez egészséges Onkéntesektdl gylijtottiink vért szérum (szérum aktivarok) és
plazma (K3EDTA, ACD-A) vervételi csovekbe. A sejtes elemek eltavolitasa két centrifugalasi
Iépéssel tortént (2x 2500 x g), majd az EVket méretkizarasos kromatogréafiaval izolaltuk. Az
nCS1 MRPS késziilékkel (Spectradyne LLC, USA) torténd részecskeszdm meghatarozas a 65
nm — 250 nm és 250 nm — 2000 nm kdzotti mérettartomanyban tortént. A Flu-SEC mérések egy
FP-2020 fluoreszcencias detektorral 6sszekapcsolt HPLC rendszerrel (Jasco, Japan) torténtek
egy 4 mL CL-2B géllel toltott méretkizarasos oszlop hasznalataval. A EV mintak fluoreszcens
jelolésehez PE-CD61, PE-CD81 és AF488-CD41 antitesteket hasznaltunk.

Az MRPS mérések alapjan a szérumban jelentdsen magasabb EV koncentraciéo volt
tapasztalhat6 (1010 illetve 7x107 részecske/mL) mint a plazmaban (4-6x109 illetve 1-2x107
részecske/mL). A két technika kombinacidjaval a vérlemezke és az extracellularis vezikula
specifikus fluoreszcens antitestekkel jeldlt EVk mértékét is meg tudtuk hatérozni.

Koszonetnyilvanitas

A kutatast az NKFIH PD 121326 és NVKP_16-1-2016-0007 palyazatok anyagi tamogatasaval
végeztik. V.Z. munkajat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij timogatta.
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Kis molekulak és nanorészecskék €16 sejtekre gyakorolt hatasanak
vizsgalata jelolésmentes bioszenzorral (P50)
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A jelolésmentes bioszenzorok- és képalkoto technikak robbanasszerii fejlédésen mentek keresztiil az
utobbi években; alkalmazédsuk a biologiai alapkutatdsokban csak most kezd6dott el, a miiszerek egyre
érzékenyebbek, hasznalatuk (j utakat nyithat meg a biotechnolégiai alkalmazasokban is. Az emlitett
modszerek fontos elénye, hogy a méréseket valos idében, jelolé anyagok, festékek nélkiil tudjuk
megvaldsitani, igy ezek nem befolyasoljak a vizsgalt mintakat.

Kisérleteinkben Epic BT (RWG) jelélésmentes optikai bioszenzort alkalmaztunk a kis molekulaju
epigallokatekin-gallat (EGCG, zold tea polifenol) é16 sejtekre (HeLa sejtvonal) gyakorolt hatdsanak
vizsgalatara kopolimer bevonatokon, valds iddben. Kiilonos figyelmet forditottunk az EGCG —
szakirodalomban alig részletezett— oxidalt formajara, és feltartuk, hogy ez az oxidalt forma hogyan

s

crer

sejtek egyszerlien, nagy érzékenységgel vizsgalhatok egyazon kisérletben [1]. A polifenol kozvetlen
hatasat is megfigyeltiik ugy, hogy a sejteket elokezeltiik a hatbanyaggal, és ezutan figyeltiik meg a sejtek
adhézios kinetikajat [2].

Az orvostudomany tobbek kozott nanoméretli részecskék segitségével igyekszik megoldast nyujtani a
hatéanyagok kizarolag a célsejtekbe torténd bejuttatasara. Ezen irdnyvonalat felvéve pozitivan toltott
TMA-funkcionalizalt arany nanorészecskék Hela sejtekbe hatolasat kisértiik figyelemmel a mar
emlitett bioszenzor segitségével valos idében [3].

A fenti eredményeinkkel el0szor mutattuk meg, hogy a bioszenzoros mérések hozzajarulhatnak a
természetes hatdanyagokat szallitd nanorészecskék fellileti rétegének az optimalizalasahoz is, a minél
hatékonyabb hat6anyag-bejuttatas érdekében.

Kdszbnetnyilvanitas
Ez a munka a Lendilet, ERC_HU és a KH_17 (NKFIH), K104275 és a MedinProt tAmogatasaval
készlilt.
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A szarkomerikus M-komplex nanosebészeti analizise (P51)

Sziklai Dominik?, Kellermayer Miklds* és Martonfalvi Zsolt!

! Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet, Budapest

Az izomszarkomer, alland6 er6hatas ellenére megtartja szerkezetét, integritasat. Ebben fontos szerepet
jatszik a kozépvonalaban hiz6do M-csik, mely miozin filamentumok centralis régidibol, a titin atlapol6
szakaszaibol és asszocialt fehérjékbol felépiilé struktura. Feltételezziik, hogy az M-csik szerkezeti
egysége a vastag filamentumhoz asszocialt titinmolekulak fej-fej irany oligomerizacidjabol kialakul6
M-komplex. Kutatdsunkban az M-komplex szerkezeti és nanomechanikai feltarasat végeztik. Az M-
komplexet oligomerizalddott titinmolekulakon vizsgaltuk. A titint nydl hatizombol izolaltuk, fehérje-
extrakcios, kicsapasi, centrifugalasi és kromatografias Iépésekkel. Az M-komplexeket csillamfeliletre
adszorbealast kovetden atomi erdmikroszkoppal (AFM) vizsgaltuk. Az M-komplex a pontszimmetrikus
titin oligomér centralis, ~40 nm atmér6jii globularis eleme, melyhez leggyakrabban 12, sugériranybol
kapcsolddd titinmolekula asszocialédott, dsszhangban a modellel, miszerint egy miozin vastag
filamentum mindkét végéhez 6-6 titin kapcsolddik. Az oligomerizalddott titinmolekuldk hosszéat 500
nm-nek mértlk, a titin monomerek hosszat 782 nm-nek. A szerkezetet és nanomechanikét molekuléaris
nanosebészeti modszerrel tartuk fel: az AFM tiit ~1 nN erével az M-komplexbe nyomtuk, majd azt a tii
mozgatasaval szétszalaztuk. Valtoztattuk a tii mozgasanak iranyat (1-360°), sebességét (5-100 nm/sec)
és amplitudgjat (10-300 nm). Az M-komplexekb6l ~0,3 nm atméréjii, 50-200 nm kontlrhosszu,
filamentélis képleteket hlaztunk ki, amely arra utal, hogy a komplexben extenzibilis molekularis
rezervodr talalhatd. A tllnydjtott szalak 2-3x-0s megnyUlas utan szakadtak el. Az M-komplex
nanosebészeti beavatkozas el6tti és utani térfogatait Gsszehasonlitva atlagosan 50%-0s ndvekedést
tapasztaltunk, miszerint nem csupan rugalmas alakvaltozas, hanem szerkezetvaltozas, fehérje-
kigombolyodas Iépett fel. A nanosebészettel sikerrel tartuk fel a bonyolult szerkezetli M-komplex
néhany nanofizikai tulajdonséagat.

A kutatast az Innovacids és Technoldgiai Minisztérium FelsGoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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Don’t be a fool, use a microtool: Biophotonic toolbox for single cell studies
(P52)

Gaszton Vizsnyiczail, Tamas Fekete!, Maria Mészaros®, Andras Blzas?, Gergely Ivanyit,
Adam Aprdt, Pal Ormos!, Rebeca Martinez Vazquez? and Lérand Kelemen?
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Vinci, 32, 20133 Milan, Italy

Microfluidics has revolutionized biological research due to its capabilities that enables measurements
in extremely small volumes in a highly parallelized and integrated manner, for a relatively low cost.
Considering cell studies in a microfluidic system, engineered microenvironments can add extra
possibilities to the experiments: besides the plain walls, geometrical or chemical modifications, or even
microdevices can be created inside the microfluidic channels. Here we introduce an assortment of
microstructures and tools we have created, tested and offer for single cell studies in microchannels.
These include channel-attached as well as mobile devices which can be actuated with optical tweezers,
as follows.

We fabricated microslits with sub-micrometer opening to study cancer cell migration through confined
spaces.

An integrated whispering-gallery mode detector was made inside a microchannel and the presence of
protein was detected with it in micromolar concentration in a selective way.

The overall deformability of a single cell can be measured with a two-arm micro lever that can multiply
the force the optical tweezers exerts.

Local cell deformability and its Young-modulus were obtained with an optically actuated microtool that
can make small indentation on the cell membrane.

A similar tool with functionalized surface is used to test adhesion forces of various ligands to their
corresponding membrane-bound receptors.

Multiview microscopic imaging of single cell was performed using microtools that are attached to the
cells enabling their indirect optical manipulation; in cases when attachment is not possible, two
manipulators can be used to grab and move a cell.

We plan to extend our fluorescent microscopic system which is outfitted with the optical trap towards
light sheet excitation to improve image equality and data collection speed. One of our planned biological
applications is to study single cell interactions between various fungi species and immune cells.
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Melegités hatasa a magyar akacmézek dielektromos tulajdonsagaira (P53)
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! Szent Istvan Egyetem, Elelmiszertudomanyi Kar Fizika-Automatika Tanszék

A méz termeszetes, egészséges taplalék, amely gazdag biologiai aktiv vegyuletekben. A mézet a
kaptarbol torténd kinyerésekor, valamint csomagolaskor felmelegitik. A melegités h6foka a feldolgozas
sorén nem lehet magas -50-60 °C — a méz fajtajatol fiiggben, mert magas homérsékleten karosodnak a
biolégiailag hatékony anyagok. A melegités soran a méz természetes mikrokristalyos szerkezete
megolvad, majd a visszahiités esetén mas kristalyos szerkezet (nagyobb kristaly méretek) alakul ki. A
korabbi felmelegités kimutatasara eddig altalaban kémiai mddszereket hasznaltak, amelyek lassuak és
anyagigényesek. Varhato, hogy a méz melegitése és visszahiitése soran létrejovo szerkezet valtozas
miatt a nem melegitett méz elektromos impedancia spektruma kiilonbozik a felmelegitett és visszahiitott
méz spektrumatol.

Négy kiilonbozd akdcméz elektromos impedancia spektrumat hataroztuk meg melegités eldtt. Majd 35,
40, 50, 60 és 80 °C-ra melegitettiik a mézeket, és 0.5, 4 és 24 oran at tartottuk magas hémérsékleten,
majd visszahiitve megint megmértiik az impedancia spektrumokat. Egy minta tomege 40 g volt és
fedéllel ellatott Uvegedényben melegitettik fel. Az elektromos impedancia spektrumokat egy HP4384A
és egy HP4385A precizids LCR mérdvel mértiikk meg két 1 cm tavolsagban levé Ag/AgCl elektroda
kozott 1 volt feszlltségnél 30 Hz - 30 MHz frekvencia tartomanyban. A mért spektrumokat révidzar-
szakadas korrekcio (szort induktivitasok és kapacitasok kikiiszobolése) utan egy elosztott paraméterii
elem és egy ohmos ellendllas soros kapcsolatabdl allé modell d&ramkdrrel kdzelitettiik az Excel Solver
funkcidjaval. Minden mézre a modell paraméterek koziil az elosztott paraméterti elem ellenallasa
csokkent a melegités és visszahités utan. Ez a paraméter alkalmas Iehet a melegités kimutatasara.

Kdszbnetnyilvanitas

A Szent Istvan Egyetem Elelmigzer tudomanyi Doktori Iskolaja, az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-
00005 Eurdpai Alapitvany és az Uj Nemzeti Kivaldsagi Program UNKP-18-4 tAmogatta ezt a munkat
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Orvosi biofizika és sugarbiologia

Human plazma eredetii extracellularis vezikulak izolalasi modszereinek
dsszehasonlitasa (P54)

Antal Lilla, Balazs Katalin', Kis David!, Mihaly Judith?, Persa Eszter!, Sandor Nikolett?,
Szatmari Tiinde!, Lumniczky Katalin®

! Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont, Sugarbioldgiai és Sugdregészségiigyi Féosztaly, Sugdrorvostani
osztaly
’Magyar Tudomanyos Akadémia, Természettudomanyi Kutatokozpont, Anyag és Kornyezetkémiai
Intézet, Bioldgiai Nanokémia Kutatocsoport

Az extracellularis vezikuldk sejtekbdl szarmazo, membrannal koriilvett struktarak. Termelddésiik
legaldbb olyan &ltalanos sejthioldgiai jelenség, mint a sejtosztddas, a sejtmozgas vagy a programozott
sejthalal. Muikodésiik lehetové teszi a fehérjék, RNS-ek, s6t DNS-ek sejtek kozotti kicserélodését.
Extracellularis vezikulakat mind az egészséges, mind a daganatos sejtek termelnek. A tumoros sejtek
altal termelt extracellularis vezikuldk mennyiségét és a bennilk szallitott mikro-RNS profiljat vizsgalva
a normalis sejttdl eltéré mikro-RNS-profilt talaltak. A megnovekedett mennyiségli extracellularis
vezikula altal lehetdség nyilik a tumorasszocialt jelatviteli molekulak és mikro-RNS-ek célsejthez valo
eljutasanak vizsgalatira, ami a daganatos allapotok progresszidjaban is valoszintisiti jelentOségiiket. Az
extracellularis vezikulak vérplazmaban mért mennyisége, a terapia soran megfigyelt mindségi valtozasa
miatt felmerllt, hogy a diagnosztikdban, prognosztikdban, illetve a minimalis rezidualis betegség
monitorozasaban is hasznalhatdk lehetnek.

Kutatdsom célja human prosztatardkos betegek fagyasztott plazmajabol szarmazd extracellularis
vezikuldk felszini markereinek és beltartalmanak vizsgalata, azon belll mikro-RNS tartalméanak
jellemzése. Az emlitett vizsgalatokhoz megfeleld tisztasdgu és mennyiségili izolalt extracellularis
vezikula mintakra van sziikségem. Ennek érdekében jelen tanulmanyban négy kiilonb6z0, a tudomanyos
vilagban gyakran hasznalt izolalasi modszert hasonlitok dssze: ultracentrifugalas, IZON gEV, ExoQuick
ULTRA és PLUS. A mobdszerek dsszehasonlitdsahoz hasznalt kontroll minta egészséges fagyasztott
human plazma volt. A kivalasztott modszerekkel izolalt extracellularis vezikulakat tisztasaguk, méretiik
és mennyiségiik alapjan jellemeztem. A kapott eredmények dsszehasonlitasa alapjan kivalasztottam a
tovabbi vizsgalataimhoz legmegfelelobb technikat.

Ez a munka az EU Aaltal finanszirozott CONCERT (662287) és az NKFIH altal finanszirozott OTKA
(124879) projektek tAmogatéasaval valésult meg.
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Vérlemezkék mitokondrialis DNS-én végzett PCR vizsgélatok a
rontgensugarzas karosito hatasanak kimutatasara (P55)

Deli Gabor, Pataki Agnes, Papp Sandor és Matyus Maria
Tudomanyos Kutato és Laboratériumi intézet, Magyar Honvédség Egészségugyi Kdzpont, Budapest

Biodozimetriai analizisre a vér kuldénosen alkalmas, mert nagyon komplex rendszer, bonyolult az
Osszetétele, a benne lejatszddo folyamatok gyorsan valtoznak és detektalhatok. Az ionizald sugarzas
DNS Kkérosité hatasa régen ismert, kimutatdsat hagyomanyosan a dicentrikus kromoszémanak
megjelenése alapjan végezziik. A mitokondrialis DNS (mtDNS) is karosodik, a Ianc lineéris lesz és
degradalodik. Az mtDNS gytiritivé visszazarasa megallithatja a folyamatot, de a korabbi veszteség miatt
delécio jon létre. Munkankban a leggyakrabban eléfordulé delécié valtozatot, a common deléciot [1]
vizsgaltuk

A citratos vakumcsobe levett vérmintakat rontgen besugarzasnak vetettiik ala, 0-1 Gy tartoméanyban, 24
ora elteltével enyhe centrifugalasaval eldallitottuk a vérlemezke gazdag frakciot (PRP), melybol DNS-t
izolaltunk. Ilyenkor szamolni kell a vérplazmaban 1év6 szabad és a vérlemezke felszinén expresszalodo
TLRO receptorok altal megkotott, mas sejtekbol szarmazo mitokondrialis DNS-sel is. Real time PCR
mérést végeztlink, a primerparok [2] egy, az mtDNS delécid helyén 6sszekapcsolddott és egy delécidra
kevésbé hajlamos mtDNS szakaszt sokszoroztak. A térfogategységben 1évé mtDNS molekuldk
mennyiségének valtozasat, valamint a common deléciéval rendelkez6k ardnyat vizsgaltuk.
Megfigyeltik, hogy a 0,5 Gy alatti tartomanyban az értékek emelkedtek, de 1 Gy érték koril Ujra az
alapszintet mértik. Irodalmi adatok alapjan [3] feltételezzilk, hogy mitofagia vagy apoptozis
kdvetkeztében degradalddik a deléciét tartalmazé mtDNS.

A vér a legkdnnyebben hozzaférhet6 szovetiink, a vérlemezkék molekularis bioldgiai monitorozasa
alkalmas lehet az elszenvedett besugarzas tényének gyors megallapitasara. Ennek bizonyitasara tovabbi
vizsgalatokra van sziikség.

Irodalom

[1] Rogounovitch, T I, et al (2002) Cancer Research 62, 7031-7041.
[2] Schilling-T6th, B, et al (2011) Mutation Research 716, 33— 39.

[3] Kubli, D A and Gustafsson, A B (2012) Circ Res. 111, 1208-1221.
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Kétporusu kaliumcsatornak porcképzodésben betoltott szerepének
vizsgalata mechanikailag ingerelt *high density’ porckulturakban patch-
clamp modszerrel (P56)

Hinnah Barbaral,?, Zakany Florina, Szegeczki Vince?, Juhasz Tamas?, Varga Zoltan?

! Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet
2 Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Anatémiai, Szévet- és Fejlédéstani Intézet

A kétporust kaliumcsatornak (K2P) két pérusdoménnel rendelkeznek, aktivitasukat kiilonb6z6 ingerek
(pH, homérséklet, mechanikai stimulus, stb.) egyiittes jelenléte hatdrozza meg. Szamos K2P csatorna
talalhaté a porcsejteken, kozulik tobb expresszidja a porcképzédési folyamat soran dinamikusan
valtozik.

Célunk a K2P csatornak sejtfelszini jelenlétének azonositasa és expresszidjanak dsszehasonlitasa patch-
clamp technika segitségével kontroll, illetve mechanikailag ingerelt (MS) porckulturékon. Szelektiv
gatlészer hidnyaban az egyes ioncsatornak elkiilonitéséhez kiilonb6z6 pH-ja kiilsé oldatokat
alkalmaztunk, mivel ismert, hogy a kiilonb6z6 K2P csatorndk pH érzékenysége eltéro.

Kisérleteinket 22-24. Hamburger-Hamilton-féle fejlédési  stadiumban 1évé  csirkeembriok
végtagtelepeibdl izolalt primer ’high-density’ (HD) porckulturakon végeztik. A MS a 2. és a 3.
tenyésztési napon, mig a patch-clamp mérések teljes sejt konfiguraciéban a 3. napon torténtek, amikor

.....

valtoztattuk egy gravitacié altal hajtott perf(zios rendszer segitségével.

A mérések soran a 150 ms hosszlsagu, -120 mV-tél +50 mV-ig terjedd fesziiltségrampak altal kivaltott
iondramok egy feszultség-fliggetlen és tobb fesziiltségfiiggé komponensbdl tevodtek Gssze. Elobbi a
K2P csatorndkhoz tartozik, mig utdbbiak a porcsejteken jol leirt NaV és KV aramok. A K2P ionaram
megfordulasi potencialja kontroll sejteken -43,3 + 2,9 mV (n=6), elézetesen mechanikailag ingerelt
sejteken -65,4 = 3,5 mV (n=4) volt. A 8.6-0s pH-ju oldat a K2P aram amplitidéjat szignifikdnsan
lecsokkentette a kontroll oldathoz (pH=7.32) képest, ami részben reverzibilisnek bizonyult, mig a 6.4-
es pH-ju oldat nem okozott valtozast.

Mivel a fenti valasz egyediil a TREK2 K2P csatornara jellemz6, PCR és Western blot segitségével
tovabb vizsgaljuk a TREK?2 expressziojanak valtozasat a porcképzddés folyamata soran kontroll és
mechanikailag stimuléalt HD porckultdrakban.

Kdszonetnyilvanitas: EFOP-3.6.2-16-2017-00006 LIVE LONGER
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Koleszterin és oldhat6 tumormarkerek (CEA és szindekan-2) alkalmazasa
melllregi folyadékgyillemek daganatdiagnosztikajaban (P57)

Gulyas Miklos?, Fillinger Janos?, Kaposi Andréas® és Molnar Miklos*

! Immunology, Genetics and Pathology, Rudbeck Laboratory, Uppsala University
2 Orszagos Koranyi TBC és Pulmonol6giai Intézet
¥ Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
* Semmelweis Egyetem, Korélettani Intézet

A tumormarkereket 247 betegnél a melliiregi folyadékgylilemek feliiliszojaban mértiik, amelybdl 126
esetben volt a pleura rosszindulat( daganatos érintettsége.

A szindekdn-2 a mesotheliomas esetekben ugyan megemelkedett koncentraciéban van jelen, de a
kiilonboz6 koros allapotok kozotti kiilonbségtételre alkalmatlan. Az 5 ng/mL-es hatarértéket meghalado
CEA-koncentraciok karcindmat jeleznek a vizsgalt mintdban 100%-0s specificitassal, viszont csak 62
%-0s szenzitivitassal. A Kkoleszterin-koncentracié 1,21 mmol/L-nél nagyobb értékek esetén 99% -o0s
érzékenységli és 69%-0s specificitast diagnosztikus marker a neoplazias pleuralis esetekre. A gyenge
specificitas a joindulati gyulladasos esetekben is megemelkedd koleszterin érték miatt van. A kombinalt
emelkedett CEA és a koleszterin meghatarozas novelte az érzékenységet a karcinomatozis
diagnosztizalasara a nem egyértelmii citologiai esetekben.

Egészen kivalé diagnosztikus marker a koleszterin, ha citologia segitségével vagy aramlasi
citometridval elkulonitjik a gyulladasos eseteket. A megemelkedett koleszterin gyulladas nélkil 99.2
%-0s szenzitivitasl, 98.8 % specificitast és 99.0%-o0s diagnosztikus effektivitasi mddszert eredményez
a neoplazias pleuralis esetekre.

A Kutatast az Innovacios és Technologiai Minisztérium Felsoktatasi Intézményi Kivalosagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.

110



Az MBFT XXVII. Kongresszusa | — Debrecen, 2019.08.26-29.

Hatékony képmindség javito algoritmus digitalis variancia angiografiahoz
(P58)

Szollési David®,?, Gyano Marcell* 2, Orias Viktor Imre!,3#, Osvath Szabolcs',?, Sétonyi
Péter, Szigeti Krisztian 1,2

1 Kinepict Health Kft;
2 Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet;
3 Semmelweis Egyetem, Varosmajori Sziv- és Ergyogyaszati Klinika;
4 Bacs-Kiskun Megyei Korhaz

A digitalis variancia angiogréafia (DVA) a kinetikus képalkotas Rontgen angiogréfias képsorozatokra
valé alkalmazédsan alapul. A betegbiztonsag és az eljaras koltséghatékonysaganak javitasat a
képminéség korlatozza: a jobb képmindség (pl.: nagyobb kontraszt/zaj ardny (CNR), kevesebb
mitermék) lehetdséget nyujt, hogy a beavatkozas soran alkalmazott ionizalé sugarzds dozisat és a
beadott kontrasztanyag mennyiségét csokkentsik.

Célunk kidolgozni egy olyan képfeldolgoz6 algoritmust, mely csokkenti a mozgasi miitermékeket és
javitja a DVA képek kontrasztjat, az erek lathatdsagat.

Egy idobeli differencidlason alapuld algoritmust (DVA+) fejlesztettiink és implementaltunk Matlab-
ban (Matlab 2016a, Mathworks). Az algoritmus teljesitményének felmérése céljabdl 30 paciens hasi és
also végtagi Rontgen angiografias képsorozatabdl hoztunk létre DVA és DV A+ képeket. Vaszkularis és
perivaszkularis régiokat (ROlkat) jeldltink ki (n=3283) kézzel egy ImageJ makro segitségével. A CNR-
t a kontraszt (vaszkularis és perivaszkuléris ROI &tlag intenzitasanak kildnbsége) és a perivaszkularis
hattér ROI szorasanak aranyaként szamoltuk ki.

A DVA képek median CNR értéke 9.26 (Q1: 4.90, Q3:15.86) volt, mig a DVA+ képek medidn CNR
értéke 14.44 (Q1: 7.14, Q3: 26.00). Az azonos ROI parok CNR értékeinek median aranya (DVA+/DVA)
1.49 (Q1: 1.12, Q3: 2.02) volt.

A DVA+ egy hatékony algoritmus a Kkinetikus képalkotason alapulé Réntgen angiografias képek
kontraszt/zaj aranyanak javitasara.

A kutatast az Innovacios és Technologiai Minisztérium Fels6oktatasi Intézményi Kivaldsagi Programja
tdmogatta, a Semmelweis Egyetem Terapias célu fejlesztés tématerileti programja keretében.
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