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Koszonto

Kedves Kollégak, kedves Barataink!
Koszontjiik a Magyar Biofizikai Téarsasag XXVI. kongresszusanak résztvevoit!

2003. utan latogat Gjra Szegedre, az MTA Szegedi Biologiai Kutatokézpontjaba a Magyar
Biofizikai Tarsasag kétévenként, mas-mas helyszinen megrendezett kongresszusa. Az SZBK
Biofizikai Intézete nagy lelkesedéssel vetette bele magat a kongresszus szervezésébe, és nagy
orommel varja a hazai biofizikus kutat61 kozosséget és didksagot.

Az ide1 kongresszus rekordszamu résztvevét vonzott. Nyole szekcidban tébb mint 40 eléadas
hangzik el a nagyeléaddban, és hetven poszter tolti meg az el6csarnokot, ahol szép szammal
vonulnak fel kiallité tAmogatoink is. A szekciok el6adoit, kozottiikk szamos fiatal biofizikust, a
benytjtott 6sszefoglalok alapjan a Tudomanyos Bizottsag valasztotta ki. A kongresszus
meghivott plenaris eléaddja Tompa Péter, aki a rendezetlen fehérjék felfedezdje és egyik
legnagyobb nemzetkozileg elismert szakértdje, és aki az MTA Természettudomanyi
Kutatokozpontban, illetve a brusszeli VIB-VUB Center for Structural Biology-ban folytatja
kutatasait.

Az idei konferencia kulonlegességét az adja, hogy az ELI-ALPS lézerkézpont majusban
megnyitott, statikailag, éputletgépészetileg ¢és nem utolsé sorban esztétikailag is killonleges
épuletében, ahol elkezd6dott a 1ézerrendszerek telepitése, latogatast tesziink és kihelyezett
szekciot rendeziink az ultragyors spektroszkopia biofizikai alkalmazasairdl.

Hagyomanyainknak megfelel6en a kongresszus iinnepélyes megnyitojan vehetik at az Ernst-
dijat a kuratérium altal arra érdemesnek tartott fiatalok, akik révid eléadasban ismertethetik
palyamunkajukat.

A remélhetéleg nagyon szinvonalas tudomanyos program mellett igyeksziink vendégeink
szegedi tartdzkodasat még kellemesebbé tenni a killonlegesen szép Varoshazan rendezett
fogadassal és Szeged méltatlanul kevéssé ismert kozépkori miemlék egytittese, az Alsévarosi
Ferences Templom és Kolostor meglatogatasaval.

Bizunk benne, hogy a tudomanyos program, a tarsas események, a ,,napfény varosa” és a
hazigazdak vendégszeretete gazdag élményekkel szolgdl majd minden kedves résztvevének.
Szeretettel varjuk a biofizika és hatartertletei kutatéit, muveléit és a biofizika tudomanyaval
ismerkedd hallgatokat 2017. augusztus 22-25 kozott Szegeden!

Mityus Laszlo Zimanyi Laszlo

az MBFT Elncke a Szervezdbizottsag elnoke
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Informaciok

Helyszin: A konferencia helyszine az MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont (SZBK, Temesvari krt. 62.
Szeged, 6726). Az augusztus 22-1 fogadas helyszine a Szegedi Varoshéaza, (Széchenyi tér 10., Szeged, 6720).
Az augusztus 23-1 kihelyezett szekci6 helyszine az ELI-ALPS Lézeres Kutatokézpont (Budapesti Gt 5., Szeged,
6728). Az augusztus 24-1 kulturalis program helyszine az Alsovarosi Ferences Templom és Kolostor (Matyas
kiraly tér 26., Szeged, 6725). Térképek a kényv hatuljan talalhatok.

Eléadasok: A programban jelzett idétartamok a vitat is tartalmazzak. Az eléadéteremben kivetitd, illetve
egy PC (Powerpoint programmal) all az el6addk rendelkezésére, melyre az eléadasok USB pendrive-rél
atmasolhatok. Sajat laptoprél is lehet vetiteni (VGA csatlakozon keresztiil).

Kihelyezett szekcid: Az augusztus 23-an szerdan 15 orakor kezdddS Az wuitragyors spektroszkipia biofizikar
alkalmazdsai cim( szekcid helyszine az ELI-ALPS Lézeres Kutatokozpont, ahova az SZBK-t6l 14:30-kor
killonbuszok indulnak. A szekcid eléadasai utan a Lézerkzpont munkatarsai korbevezetnek az épiletben. A

buszok 17:30-kor indulnak vissza az SZBK-ba.

Poszterszekciok: A poszterck a kongresszus teljes ideje alatt kiftiggeszthetSk, azonban a poszterek készitéi
két poszterszekcid keretében mutathatjdk be eredményeiket az érdekléddknek. Kérjuk, hogy az I
Poszterszekcid (augusztus 23., 18:00 - 20:00 éra) ideje alatt a paratlan azonositdoszamu, a II. Poszterszekcio
(augusztus 24., 14:30 - 16:30 o6ra) alatt pedig a paros azonositészamu poszterek készitéi legyenek a poszterek
mellett.

Etkezés: A regisztraci6 chédet tartalmaz az augusztus 23-25. kézotti idétartamra (szerda, csiitortok, péntek).
Az ebéd helye az SZBK étkezdje, ebédelni a névtablak felmutatasaval lehet. Azok, akik vegetarianus mentit
igényeltek, zold ebédjegyeket kapnak regisztraciokor. Ezekkel kérhetik az ebédlében a vegetarianus ételeket.
Augusztus 22-én este fogadas lesz a Varoshazan, augusztus 24-én pedig tarsas vacsora lesz az SZBK-ban, a
részvételhez a névtablakat a helyszinen fel kell mutatni. Augusztus 23-an a vacsora egyénileg torténik.
Kavésziinetekben édes és sos siitemény, kavé, tea és idité fogyaszthat6. Az SZBK-ban talalhaté bufé 7:00 és
15:00 ora kozott tart nyitva, itt kavé, uditd, péksiitemény, szendvics és édesség is kaphato.

Tarsasagi programok: Augusztus 22-¢én 19 o6rat6l a Varoshazan Szeged Megyei Jogt Varos
Onkormanyzata fogadason latja vendégiil a Kongresszus résztvevéit. Készontét mond Dr. Berkesi Ottd
onkormanyzati képvisels. Az SZBK-bol a Varoshazara egy 15 perces sétaval, illetve tomegkozlekedéssel (lasd
alabb) lehet eljutni.

Augusztus 24-én az Alsovarosi Ferences Templomot és Kolostort latogatjuk meg Az SZBK-t6l 16:30-kor
killonbuszok indulnak a helyszinre, ahol vezetett sétan, rovid orgonakoncerten és likérkostolon veszink részt.
A buszok 19:00-kor indulnak vissza az SZBK-ba.

Kozlekedés: Az SZBK a belvarosbol a 60, 60Y, 67, 67Y, 72, 72A buszjaratokkal érhetd el, a Sportcsarnok
(Székely sor) megallonél kell leszallni. Az 5-6s trolibusz végallomasa (Ujszeged, Gyermekkorhaz) az SZBK-t6l
par perc sétara van. Gyalog kozlekedSknek fontos: a Belvarosi Hid északi oldalan levé jarda kerékparat, azt
gyalog nem szabad hasznalni. Gyalogosan csak a hid déli oldalan (Dém felli oldal) levé jardan lehet atjutni.

Wifi kapcsolat: Az SZBK-ban elérheté az Eduroam wifi halézata. Ezen kivil a BRC_GUEST wifi
halézatot mindenki hasznalhatja, a jelsz6 az SZBK el6terében levé TV képernyén lathato.
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Attekint8 Program

AUGUSZTTUS 22. KEDD

14:00 — 16:00
16:00 — 16:30
16:30 —17:30
17:30 — 18:15
19:00 —

Regisztracio
Unnepélyes megnyit6
Ernst-dijasok eléadasai
Plenaris el6adas
Fogadas a Varoshazan

AUGUSZTTUS 23. SZERDA

8:30 — 10:30
10:30 — 11:00
11:00 — 13:00
13:00 — 14:30
15:00 — 17:30
18:00 —20:00

1. szekci6: Modern biofizikai modszerek

Kavésziinet
II. szekci6: Membranok, membranfehérjék biofizikdja
Ebéd

Az MTA Biofizikai Bizottsiganak munkaebédje az SZBK klubhelyiségében

III. szekcié: Az ultragyors spektroszkopia biofizikai alkalmazasai: kihelyezett szekcio és
latogatas az ELI-ALPS Lézeres Kutatok6zpontban

I. Poszterszekcid

AUGUSZTUS 24. CSUTORTOK

8:30 — 10:20
10:20 — 11:00
11:00 — 13:00
13:00 — 14:30
14:30 — 15:00
14:30 — 16:30
16:30 — 19:00
19:30 —

IV. szekci6: Molekularis biofizika

Kavésziinet

V. szekcié: Elméleti biofizika

Ebéd

MBFT Elnékségi tilés az SZBK eléadotermében

II. Poszterszekcio

Kirandulas: Alsévarosi Ferences Templom és Kolostor
Tarsas vacsora az SZBK-ban

AUGUSZTUS 25. PENTEK

8:30 — 10:30

10:30 — 11:00
11:00 — 12:30
12:30 — 14:00
14:00 — 15:30
15:30 — 16:00

VL. szekci6: Orvosi biofizika és sugarbiologia
Kavésziinet

VII. szekcié: Bioszenzorika és bio-nanotechnologia
Ebéd

VIII. szekcié: Bioenergetika ¢és fotobiofizika
Zarbunnepség, poszterdijak atadasa

2017. augusztus 22-25., Szeged
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Részletes program

2017. AUGUSZTUS 22., KEDD

14:00 - 16:00 REGISZTRACIO

16:00 - 16:30  UNNEPELYES MEGNYITO

16:30 -17:30 | ERNST-DIJASOK ELOADASAI

Elnok: Nyitrai Miklos

17:30 - 18:15 | PLENARIS ELOADAS

Elnok: Matyus Laszlo

Tompa Péter (VIB-VUB Center for Structural Biology, Briisszel)
Rendezetlen dipeptid repeatek fazisitmenete amiotréfias lateralszklerdzisban

El

19:00 - Fogadas a Varoshazan

2017. AUGUSZTUS 23., SZERDA

8:30 - 10:30 1. SZEKCIO: MODERN BIOFIZIKAI MODSZEREK
Elnok: Kellermayer Miklos
Ormos Pal

8:30 - 8:35 Horvath Péter (MTA SZBK Biokémiai Intézet)
Elet a pixelek mogott: egysejt analitikai modszerek gépi tanulas és E2
képfeldolgozas segitségével

8:55-9:15 Szabo Balint (ELTE TTK Biolégiai Fizika Tanszék)

Egyedi sejteket kezel6 robotok fejlesztése és alkalmazasa £3

9:15-9:35 Patké Daniel (Department of Ecological Sciences, The James
Hutton Institute, Dundee, UK)

A gyokerek ¢és a talaj kozotti kolesonhatasok vizsgalata light-sheet
mikroszképiaval

E4

9:35 - 9:55 Steinbach Gabor (MTA SZBK Biofizikai Intézet)
Differencialpolarizacios 1ézerpasztazé mikroszkop (DP-LSM) E5
biologiai alkalmazasa anizotréop szerkezetek feltarasaban

9:55 - 10:15 Galajda Péter (MTA SZBK Biofizikai Intézet)
Antibiotikum rezisztencia gyors evolacidja heterogén kornyezetben

E6

10:15 - 10:30 Franck Charles (JEOL EUROPE SAS)
New JEOL developments for High Resolution studies using Field Emission E7
Scanning Electron Microscopes

10:30 - 11:00 Kavészunet
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11:00 - 13:00

II. SZEKCIO: MEMBRANOK, MEMBRANFEHER]JEK BIOFIZIKAJA
Elnok: Béta Attila
Panyi Gyorgy

11:00-11:20

Garab Gy6z6 (MTA SZBK Novénybiologiai Intézet)
A lipidfazisok polimorfizmusa kloroplasztiszok E8
tilakoidmembranjaiban

11:20 - 11:40

Torok Zsolt (MTA SZBK Biokémiai Intézet)
Plazmamembran nanostrukttrak szerepe a héérzékelésben

E9

11:40 - 12:00

Deak Robert (MTA TTK Anyag- és Kérnyezetkémiai Intézet)

Modellvezikulaktol az exoszomakig E10

12:00 - 12:20

Liliom Karoly (SE AOK Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet)
A lizofoszfatidsav mint masodlagos hirvivé kolcsonhatasa jelatviteli Ell
fehérje-doménekkel

12:20 - 12:40

Tarapcsak Szabolcs (DE AOK Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet)
A P-glikoprotein (ABCB1) katalitikus ciklusanak vizsgalata A-loop és E12
Walker B mutans fehérjék segitségével

12:40 - 13:00

Varga Zoltan (DE AOK Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet)
A sejtmembran szterol tartalmanak hatasa fesziltség-flige6 E13
ioncsatornak kapuzasara

13:00 - 14:30

13:00 - 14:30

14:30 -

15:00 - 17:30

Ebédszunet
Munkaebéd az M TA Biofizikai Bizottsaganak az SZBK klubhelyiségében

Utazas busszal az ELI-ALPS kutatékozpontjaba

III. SZEKCIO: AZ ULTRAGYORS SPEKTROSZKOPIA BIOFIZIKAI
ALKALMAZASALI kihelyezett szekci6 az ELI-ALPS Lézeres Kutatokézpontban
Elnok: Groma Géza

Osvay Karoly

15:00 -15:20

Pirisi Katalin (PTE AOK Biofizikai Intézet)
Fotolidz mutansok vizsgalata ultragyors spektroszkopiai E14
modszerekkel

15:20 - 15:40

Groma Géza (MTA SZBK Biofizikai Intézet)
Fényindukalt intramolekularis energiavandorlas a NADH koenzim El5
kiilonb6z6 konformacids allapotaiban

15:40 - 16:00

Lambrev Petar (MTA SZBK Névénybiologiai Intézet)
Probing ultrafast photosynthetic energy transfer and charge
separation kinetics by coherent two-dimensional electronic
spectroscopy

El6

16:00 - 16:30

Franck Lépine (ELI-ALPS)

— : E17
State-of-the-art ultrashort pulses: perspectives in molecular sciences

16:30 -

17:30

18:00 - 20:00

Vezetett latogatas az ELI-ALPS lézerkozpontban

Indulés vissza a konferencia helyszinére

I. POSZTERSZEKCIO (paratlan sorszamu poszterek)
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2017. AUGUSZTUS 24., CSUTORTOK

8:30-10:20 | IV.SZEKCIO: MOLEKULARIS BIOFIZIKA
Elnok: Galajda Péter
Nyitrai Miklos
8:30 - 9:05 Csucs Gabor (Scientific Center for Optical and Electron Microscopy, ETH
Ziirich) E18
Melyik szuper-rezolaciés modszert valasszam?
9:05-9:25 Martonfalvi Zsolt (SE AOK Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet)
et , , E19
Erékifejtés a titin gombolyodasa soran
9:25 - 9:45 Telek Elek (PTE AOK Biofizikai Intézet) 90
A miozin 16 C-terminalis domén interakcioi és funkcioi
9:45 - 10:05 Murvai Nikoletta (MTA TTK Enzimologiai Intézet)
Az ERD14 rendezetlen chaperon fehérje folyadék-folyadék fazisatalakulasa E21
fehérje-DNS/RINS kolcsonhatés révén
10:05 - 10:20 Jakub Nowak (NanoTemper Technologies)
Microscale thermophoresis and nanoDSF as advanced methods in life science|  E22
research
10:20 - 11:00 Kavésziinet
11:00 - 13:00 V. SZEKCIO: ELMELETI BIOFIZIKA
Elnék: Derényi Imre
Simon Istvan
11:00 - 11:20 Smeller Laszl6 (SE AOK Biofizikai és Sugarbiolégiai Intézet) F93
Fehérjék kooperativ felgombolyodasa: Folding superfunnel
11:20 - 11:40 Szilagyi Andras (MTA TTK Enzimologiai Intézet)
Entroépiakiilonbségek szamitasa konformacios sokasagokbol Gauss-keverék E24
figgvények segitségével
11:40 - 12:00 Leitgeb Balazs (MTA SZBK Biofizikai Intézet) £95
Asperelinek térszerkezeti és folding sajatsagainak tanulmanyozasa
12:00 - 12:20 Nasztor Zoltan (MTA SZBK Biofizikai Intézet) £96
A Collins szabaly és a fehérjék
12:20 - 12:40 Sz6ll6si Gergely (ELTE TTK Biologiai Fizika Tanszék)
. E27
Rocks, clocks and genes from other species
12:40 - 13:00 Tibély Gergely (ELTE T'TK Biolégiai Fizika Tanszék) 98

Neutralis-e a tumorevolacid?

13:00 - 14:30 Ebédszunet

14:30 - 15:00 MBFT Elnokségi tlés a nagyel6adéban

14:30 - 16:30 II. POSZTERSZEKCIO (péros sorszamu poszterek)

16:30 - 19:00 Kirandulas: Alsévarosi Ferences Templom és Kolostor
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19:30 - Tarsas vacsora az SZBK-ban

2017. AUGUSZTUS 25., PENTEK

8:30-10:30 | VI SZEKCIO: ORVOSI BIOFIZIKA ES SUGARBIOLOGIA

Elnok: Krizbai Istvan
Safrany Géza

8:30 - 8:50 Lérinczy Dénes (PTE AOK Biofizikai Intézet) 99
A ciklofoszfamid biol6giai hatasainak termikus analitikai vizsgalat

8:50-9:10 Neagu Adrian (Victor Babes Orvosi és Gyogyszerészeti Egyetem, Temesvar)
Az emberi test Osszetételének vizsgalatara szolgalo fizikai modszerek: E30
osszehasonlité és megbizhatosagi tanulmany

9:10 - 9:30 Menyhart Akos (SZTE AOK, Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai
Intézet) E31
A terjedd depolarizacidkkal jaro interstitialis kaliumhullam

9:30 - 9:50 Veégh Attila Gergely (MTA SZBK Biofizikai Intézet)
Melanéma — endotél adhézié dinamikaja: kritikus lépés az agyl metasztazis E32
kialakulasahoz

9:50 - 10:15 Lumniczky Katalin (OKK Orszagos Sugarbiolégiai és Sugaregészségligyi
Kutat6 Igazgatosag) E33
Az extracellularis vezikulak a sugarzas szomszédsagi hatasanak kozvetit6i

10:15-10:30 Kis Eniké (OKK Orszagos Sugarbiologiai és Sugaregészségugyl Kutatd
Igazgatdsag) E34
Immunolégiai és gyulladashoz kapcsolddo szolubilis markerek vizsgalata
sugarterapiaval kezelt fej-nyak tumoros betegek plazmajaban

10:30 - 11:00 Kavésziinet

11:00 - 12:30 | VIL SZEKCIO: BIOSZENZORIKA ES BIO-NANOTECHNOLOGIA
Elnék: Horvath Robert

Vonderviszt Ferenc

11:00 - 11:25 Kellermayer Miklos (SE AOK Biofizikai és Sugérbiologiai Intézet) 35
Virus DNS ejekcié nanobiofizikaja

11:25-11:45 Deli Maria (MTA SZBK Biofizikai Intézet) £36

Biologiai gatrendszerek tenyészetes lab-on-a-chip modelljei

11:45 - 12:00 Kovacs Boglarka (MTA EK Miuszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet)
Genetikailag médositott flagellin rétegeken ¢16 sejtek adhéziéjanak E37
nyomon kévetésére jelolésmentes optikai bioszenzorokkal

12:00 - 12:15 Péter Beatrix (MTA EK Muszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet)
761d tea polifenol (EGCg) és a sejtadhézidés matrix kélesonhatasainak E38
vizsgalata jel6lésmentes optikai bioszenzorokkal
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12:15-12:30 Kertész Krisztian (MTA EK Miszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet)
. . e , , , E39
Lepkeszarnyak szinének valtozasa a természetben és az alkalmazasban
12:30 - 14:00 Ebédszilinet
14:00 - 15:30 VIIL. SZEKCIO: BIOENERGETIKA ES FOTOBIOFIZIKA
Elnok: Csik Gabriella
Garab Gy6z6
14:00 - 14:20 Pali Tibor (MTA SZBK Biofizikai Intézet) £40
Nativ forgd ATPaz miikédése oszcillalod elektromos térben
14:20 - 14:40 Boddi Béla (ELTE T'TK Novényszervezettani Tanszék) EAl
Fotoszintézis a talajban a hajtasban vezetett fénnyel
14:40 - 15:00 Maréti Péter (SZTE AOK Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet) F49

A fotoszintetizal6é baktériumok fluoreszcenciajanak kinetikai 6sszetevéi
15:00 - 15:15 Magyar Melinda (MTA SZBK Novénybiolégiai Intézet)
Fényindukalt konformacié-valtozasok igazolasa a masodik fotokémiai E43
rendszer reakci6centrumaban klorofill fluoreszcencia tranziensek mérésével
15:15-15:30 Akhtar Parveen (MTA SZBK Novénybiologiai Intézet)

Fluorescence quenching in transmembrane light-harvesting complexes E44
measured in single proteoliposomes

15:30 - 16:00 ZAROUNNEPSEG, POSZTERDIJAK ATADASA
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E1

Rendezetlen dipeptid repeatek fazisatmenete amiotrofias lateralszklerdézisban

ToOMPA PETER!2, STEVEN BOEYNAEMS?, ELKE BOGAERT?, KOVACS DENES! ES LUDO VAN DEN
BoscH?

IMTA TTK Enzimoldgiai Intézet, Budapest
2VIB-VUB, Center for Structural Biology, Brussels, Belgium
3VIB Vesalius Research Center, KU Leuven, Leuven, Belgium

A rendezetlen fehérjék (IDPk) nagy gyakorisaggal fordulnak eld eukariota sejtekben, ahol fontos
jelatviteli és szabalyozasi funkciokat latnak el [1]. A kdzelmult nagy visszhangot kivalto felfedezése volt,
hogy szamos alacsony komplexitast, prion-szerii domént tartalmaz6 IDP (pl. TIA-1, Ataxin-2, FUS, TDP-43,
hnRNPAL, ...) folyadék-folyadék fazisatalakulason (liquid-liquid phase separation, LLPS) megy keresztiil,
majd patologias aggregatumokka rendezddik [2]. Az LLPS sejtekben sok esetben membrannal nem
korilhatarolt (membraneless) sejtorganellumok (pl. nukleolusz, Cajal testek, RNS processzalo testek)
kialakulasahoz vezet, és igy a sejtbiologia egy uj paradigmajat jelenti.

Amiotrofias lateralszklerdzisban (ALS) ehhez egy tovabbi érdekes jelenség tarsul, betegekben a C9orf72
intronikus transzlacioja révén az érintett sejtekben rendezetlen dipeptid repeatek (DPRek) megjelenéséhez
vezet. A DPRek koziil a GRn és PRn rendkiviil toxikus, és hozzajarul az ALS kialakulasahoz. Eredményeink
szerint a a PR20 és PR30 peptidek RNS jelenlétében pufferben hatékonyan mennek at LLPS fazisatmeneten,
illetve sejtextraktban mas LLPS-kapcsolt fehérjéket kotnek magukhoz [3]. A kialakulo folyadékfazis
rendkiviil dinamikus, benne az alkot6 IDPk megérzik szerkezeti rendezetlenségiiket. A fazisatmenet
sejtekben overexpresszalt peptidek esetében is kimutathato, ahol felboritja a sejt normalis stresszvalaszat.

Eredményeink ramutatnak az ALS egy lehetséges mechanizmusara, és 0j iranyt jeldlnek ki a biofizikai
kutatasoknak, amelyben polimerkémiai, biokémiai, szerkezeti biologiai és sejtbiologiai vizsgalatokkal
egylttmiikodve hozzajarulhatnak egy 1j sejtbiologiai jelenség részletesebb megismeréséhez.

Irodalom

[1] Guharoy, M., Pauwels, K. and Tompa, P. (2015) Intrinsic structural disorder. Cell 161: 1230-1230.e1

[2] Brangwynne, C. P., Tompa, P., Pappu, R. V. (2015) Polymer physics of intracellular phase transitions. Nature
Physics 11: 899-904

[3] Boeynaems, S. et al. (2017) Phase separation of C9orf72 dipeptide repeats perturb stress granule dynamics. Mol.
Cell 65: 1044-1055
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E2

Elet a pixelek mogott: egysejt analitikai modszerek gépi tanulas és
képfeldolgozas segitségével

HORVATH PETER /2

! Biological Research Centre of the Hungarian Academy of Sciences, Synthetic and Systems Biology Unit
2 Institute for Molecular Medicine, University of Helsinki, Finland,

Eléadasomban attekintést adok nagyléptékli fénymikroszkopos kisérletek egysejt szintli feldolgozasanak
szamitastechnikai 1épéseirdl [1, 2]. Eloszor egy 11j mikroszkdpos képkorrekcios eljarast mutatok be, mely
kijavitja a vignettalasbol és nem egyenletes megvilagitasbol szarmazé képi hibakat [3]. Ezutan egy 0j egysejt
szegmentalasi algoritmust ismertetek, mely egy energia minimalizacios modszer segitségével képes
egymashoz tapadd vagy akar egymas tetején atfedésben 1évo sejtek elkiilonitésére [4]. Bemutatom az
Advanced Cell Classifier (ACC) (www.cellclassifier.org) gépi tanulasi szoftvert melyet azért fejlesztettiink,
hogy a képi jellemz6kbol szarmazo informacié felhasznalasaval sejtes fenotipusok azonositasat végezze. Az
ACC egy olyan interaktiv feliiletet biztosit a felhasznalonak, mely segitségével hatékonyan képes intelligens
algoritmusokat tanitani sejtek automatikus fenotipizalasara [1, 5]. Azon esetekre amikor nem Ilehetséges
diszkrét fenotipus kategériakat létrehotni, mert a sejtek folytonos morfologiai valtozdsokon mennek
keresztiil, bemutattunk egy multi-parametrikus regresszion alapuld elemz6 eljarast.

A fejlesztett modszerek kombinacidit felhasznalva kiillonb6zo egysejt kinyerési startégiakat mutattunk be.
Ismertetem a frissen elért sikeres eredményeinket egysejt DNS, RNS ¢és célzott elektrofizidlogiai elemzések
tertiletén.

Referenciak

[1] Piccinini, F., ..., Horvath, P. ACC: Discovery software for phenotypic image analysis.

Cell Systems 2017

[2] Horvath, P., ... , Carragher, N. ; Screening out irrelevant cell-based models of disease

Nature Reviews Drug Discovery 2016

[3] Smith K., Li Y., Piccinini F., Csucs G., Balazs C., Bevilacqua A., Horvath, P. ; CIDRE: an illumination-correction
method for optical microscopy.

Nature Methods 2015

[4] Molnar, Cs., ..., Horvath, P. ; Accurate Morphology Preserving Segmentation of Overlapping Cells based on Active
Contours

Scientific Reports — 2016

[5] Banerjee, 1., Miyake, Y., Nobs, S. P., Schneider, C., Horvath, P., Kopf, M., Matthias, P., Helenius, A., Yamauchi, Y.;
Influenza A virus uses the aggresome processing machinery for host cell entry.

Science 2014
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E3

Egyedi sejteket kezelo robotok fejlesztése és alkalmazasa

UNGAI-SALANKI RITA!, ORGOVAN NORBERTZ>, FRANCZ BARBARA!, SANDOR NOEMI?, FURJES
PETER*, HOLCZER ESZTER*, HORVATH ROBERT’ ES SZABO BALINT?

! CellSorter Kft

2 ELTE Eétvés Lordand Tudomdnyegyetem, Biolégiai Fizika Tanszék
3 MTA-ELTE Immunolégiai Kutatécsoport
4 MTA Energiatudomanyi Kutatokézpont, MFA MEMS Laboratérium

> MTA Energiatudomanyi Kutatékozpont, MFA Nanobioszenzorika Laboratérium

Az egyedi ¢l6 emlds sejtek automatizalt kezelése komoly kihivas. Erre a feladatra képes robot fejlesztését
és kisérletes alkalmazasat tiiztik ki célul néhany évvel ezel6tt. Munkankat az motivalta, hogy a
kozelmultban lehetévé valt az egyedi sejtek teljes DNS és/vagy RNS allomanyanak kiolvasasa
(szekvenalasa), amely egy uj, ,,Single cell analysis” néven ismert tudomanyag megjelenését eredményezte
[1]. Az egyedi sejtek genetikai és transzkripcios vizsgalataval a rakos betegségek korai diagnozisa, a rakos
szovet fejlodésének és a gyogyszeres kezelésekkel szemben mutatott ellenallasanak jobb megértése valhat
lehetové. Ezek mellett olyan fundamentalis kérdésekre is valaszt kaphatunk, mint hogy mi a szovet
molekularis definicidja, és hogyan alakulnak ki a specializalodott sejtek az Gssejtekbdl. Ugyanakkor a
szekvenalast megel6z6 1épés, az egyedi sejtek izolalasa legtobbszor manudlisan torténik, ezért rendkiviil
id6éigényes, koriilményes feladat. Az altalunk fejlesztett eljaras szamitogépes latasra épiil. A jelenleg
félautomata robotunk képes akar nagy sejtstirliségii sejtszuszpenziobol egyedi sejteket izolalni mikroszkop és
mikropipetta segitségével [2]. Moddszeriinket tobb nemzetkozi laborban alkalmazzak. A sejtek izolalasa
mellett miiszeriink képes egyedi sejtek adhézids erejének gyors mérésére is [3]. Az 0j technikat
informacidkat nyertiink a sejtfelszini komplement receptorok szerepérdl [5]. Lemértiik a sejt-sejt adhézios
er6 MASP-1 proteaztol vald fiiggését endotél és neutrofil sejtek kozt [6]. Legutobbi kisérleteinkben a
mikrofluidikai AFM-mel (FluidFM-mel) mérhet6 sejtadhézids erdt és energiat vetjiikk 6ssze a mikropipettaval
kapott eredményekkel.

Koszonetnyilvanitas )
Munkéankat az MTA Lendiilet Program, a K104838 szamu OTKA palyazat, a Bolyai Osztondij és a MedInProt palyazat
tdmogatta.

Irodalom

[1] Wang D, Bodovitz S (2010): Trends in Biotechnology 28(6): 281-290.
[2] Ungai-Salanki R et al. (2016): Nature Scientific Reports 6: 20375.

[3] Salanki R ef al. (2014): PLos One 9(10): e111450.

[4] Orgovan N et al. (2016) Biointerphases 11: 031001.

[5] Sandor N et al. (2016) PLoS ONE 11(9): e0163120.

[6] Jani PK et al. (2016) Molecular Immunology 75: 38-47.

—_
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E4

A gyokerek és a talaj kozotti kolcsonhatasok vizsgalata light-sheet
mikroszkopiaval

PATKO DANIEL!, YANGMINGHAO LIU 2, LADMIRAL VINCENT 3, AMEDURI BRUNO 3, MACDONALD
MIKE 2 AND DUPUY LIONEL !

I Department of Ecological Sciences, The James Hutton Institute, Invergowrie,
Dundee, Egyesiilt Kiralysag
2 Division of Physics, School of Engineering, Physics and Mathematics,
University of Dundee, Dundee, Egyesiilt Kiralysag
3 Ingénierie et Architectures Macromoléculaires, Institut Charles Gerhardt, Montpellier,
Franciaorszag.

A novényi gyokerek egészséges és hatékony miikodése elengedhetetlen a novény ndvekedéséhez, és
ezaltal az élelmiszer termeléshez. A kiilonb6zé asvanyi anyagok €s a viz felvételéhez egy sor fizikai,
biologiai és kémiai reakcionak kell lejatszodnia a gydkerek, a talaj és a talajban talalhaté mikroorganizmusok
kozott. Ezek a kolcsonhatasok Osszetettek, €s megfigyelésiik nehézkes, mert nem allnak rendelkezésre
megfeleld eszkozok. Kutatdcsoportunk kifejlesztett egy Nafion® alapi atlatszd taptalajt, melyben a
novények €s a gyokereik hasonldan viselkednek, mint normal talajban [1]. A mddszer nagy elonye, hogy a
gyokerek és kornyezetiik kozvetlenill, invaziv modon vizsgalhatdéak fénymikroszkopos technikakkal. Az uj
taptalaj, szemben az altaldnosan hasznalt atlatsz6 médiumokkal (példaul fitagél és agar), a normal talajhoz
hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkezik, ezaltal lehetové teszi a ndvények természeteshez kozeli koriilmények
kozt torténd megfigyelését. Tovabbi lehetOséget rejt magaban festési eljarasok alkalmazasa, melyekkel
novelni lehet a kontrasztot, valamint a képek kvantitativ elemzése is lehetdvé valik.

El6adasomban bemutatok egy light-sheet mikroszképot (LSM), melyet a talaj és a gyokér kozti
kolcsonhatas megfigyelésére fejlesztettiink ki [2,3]. A konfokélis mikroszkopokkal szemben az LSM
alkalmazasakor a mintanak csak az éppen tanulmanyozott szelete van megvilagitva, igy nem kell tartanunk a
nem megfigyelt teriiletek kifakulasatol. Fluoreszcens festékeknek koszonhetden a gydkér kornyezetében
zajlo egyéb folyamatok is megfigyelhetdk (példaul mikorrhiza, vagy baktériumokkal valod szimbidzis). A
mérési modszer lehet6vé teszi, hogy 3D-ben jelenithessiik meg és idoben kovethessiik a gydkér sejtjeinek, a
talajszemcséknek, a gombaknak vagy a rizoszféra egyéb elemeinek mozgasat és valtozasait.

A felépitett rendszer része egy négy hullamhosszt tartalmazo lézerforras, mely fluoreszcens méréseket
tesz lehetévé, valamint egy nagy érzékenységli CMOS kamera. A gydkerek képét egy nagy munkatavolsagu,
nagy numerikus aperturdji objektivvel képezziik le. Egy automatizalt, kéttengelyes mintatartot, valamint egy
uj kiivettat is kialakitottunk a rendszerhez, a hozza tartozo fluidikaval egyiitt. Mindezek a fejlesztések
lehetové teszik a novények hosszli tavi (tdbbnapos, -hetes) , a természetes koriilményekhez hasonld
kornyezetben torténd megfigyelését, amire eddig nem volt lehetdség..

Koészonetnyilvanitas
A tdmogatast koszonjiik az Eurdpai Kutatasi Alapnak (ERC SENSOILS-647857).

Irodalom

[1] H. Downie, N. Holden, W. Otten, A.J. Spiers, T.A. Valentine, L.X. Dupuy, Transparent Soil for Imaging the
Rhizosphere, PLoS One. 7 (2012) 1-6. doi:10.1371/journal.pone.0044276.

[2] Z. Yang, H. Downie, E. Rozbicki, L.X. Dupuy, M.P. MacDonald, Light Sheet Tomography (LST) for in situ imaging
of plant roots, Opt. Express. 21 (2013) 16239. doi:10.1364/0OE.21.016239.

[3] S.L. Reidt, D.J. O’Brien, K. Wood, M.P. MacDonald, Polarised light sheet tomography, Opt. Express. 24 (2016)
11239. doi:10.1364/0E.24.011239.
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E5

Differencialpolarizacios 1ézerpasztazo mikroszkop (DP-LSM) biologiai
alkalmazasa anizotrop szerkezetek feltarasaban

STEINBACH GABOR!, SIPKA GABOR? ES GARAB GYOzH?

! MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet
2 MTA Szegedi Biolégiai Kutatokozpont, Novénybioldgiai Intézet

Biologiai mintak kozott gyakoriak a rendezett, komplex molekularis szerkezetek, azonban a
fénymikroszkopos vizsgalatuk a limitalt felbontoképesség miatt problémakba iitkdzik. A Szegedi Bioldgiai
Kutatokozpontban kidolgozott differencial-polarizaciés mérési technika (DP-LSM) egyiittmtikodve a
konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkoppal lehetové teszi, hogy egyszerre élvezhessiik fénymikroszkopos
minta-el6készités egyszeriiségét, a konfokalis fluoreszcens leképezés nyujtotta térbeli informaciot és
mindségét a dikrografok altal biztositott molekularis szerkezeti vizsgalatok elényével. A fénypolarizacid
nagyfrekvencias modulalasan-demodulalasan alapuld, képpontrél-képpontra torténd leképezés hatékonyan
alkalmazhato akar €10 sejtes, akar fixalt kornyezetben is. A bemutatandé alkalmazasok kozott cellulozszalak
[1,2], lipid raftok [3] és Onszervez0dd aggregatumok [4] is el6fordulnak. Az ilyen struktirak esetében a
fluoreszcens molekuldk polarizalt fénnyel torténd kolcsonhatast felhasznalva mas modszerekkel csak
nehezen kinyerhet6 informaciokat kaphatunk a minta anizotrop szerkezetérdl.

Tekintve, hogy a DP kiegészité alkalmazasa 1ényegében nem moddositja a mikroszkop belsé szerkezetét,
optikai és elektronikai 0sszehangolast kovetéen hozzakapcsolhatd az eredeti berendezéshez. A konfokalis
mikroszkopok DP-kiegészitdvel felszerelve alkalmassa valnak a molekularis rendezettségii mikroszkopikus
mintak anizotropias szerkezeti tulajdonsagainak mérésére és ezek 2D illetve 3D feltérképezésére.

Koszonetnyilvanitas
Ko6szonjiik a GINOP-2.3.2-15-2016-00001 és a GINOP-2.3.2-15-2016-00058 palyazatok pénziigyi timogatasat.

Irodalom

[1] Savi¢ A, Mitrovi¢ A, Donaldson L, Simonovi¢ Radosavljevi¢ J, Bogdanovi¢ Pristov J, Steinbach G, Garab G,
Radoti¢ K (2016) Microscopy and Microanalysis 22: 361-367.

[2] Djikanovi¢ D, Devecerski A, Simonovi¢ J, Matovié¢ B, Garab G, Steinbach G, Kalauzi A, Radoti¢ K (2016) Wood
Science and Technology 50: 547-566.

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

[4] Chappaz-Gillot C, Marek PL, Blaive BJ, Canard G, Biirck J, Garab G, Hahn H, Javorfi T, Kelemen L, Krupke R,
Massinger D, Ormos P, Malla Reddy C, Roussel C, Steinbach G, Szabo M, Ulrich AS, Vanthuyne N, Vijayaraghavan A,
Zupcanova A, Balaban TS (2012) Journal of the American Chemical Society 134:944-954.
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Antibiotikum rezisztencia gyors evolucidja heterogén kornyezetben
NAGY KRISZTINA, DUKIC BARBARA, ABRAHAM AGNES ES GALAJDA PETER
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Biofizikai Intézet

A kiilonboz6 kornyezeti faktorok a mikrobdk természetes éldhelyein altalaban erdsen heterogén térbeli
eloszlast mutatnak. Ennek jelentds hatasa lehet az egyes sejtek, vagy egész populaciok és kozosségek
kiilonb6zd biologiai folyamataira. Mégis a laboratoriumi kisérletek legtobbszor homogén kdrnyezeti
feltételek mellett vizsgaljak a mikrobdkat (pl. kevert lombikban). Kiilondsen kevés az olyan kutatds, amely
stresszfaktorok, illetve a szelekcids nyomast okozo kornyezeti feltételek inhomogén eloszlasat venné
figyelembe.

Munkank soran antibiotikumok heterogén térbeli eloszlasanak hatdsat vizsgaltuk E. coli baktériumokra.
Ehhez kidolgoztunk egy mikrofluidikai eszk6zt, melynek segitségével linedris kémiai koncentracidgradienst
tudunk eldallitani folyadékdramlas nélkiill. Az eszkoz segitségével vizsgaltuk a baktériumok térbeli
eloszlasanak dinamikus valtozasat kiilonb6z6 antibiotikumok kémiai gradiensében. A sejtfal szintézisét gatld
penicillin tipusu szerek mellett a fehérjetermelést gatld antibiotikumokat hasznaltunk. Kimutattuk, hogy az
bizonyos antibiotikum gradiensek kemotaxis valaszt indukalnak.

Az antibiotikumok 4altal okozott stressz illetve szelekciés nyomds egy kémiai gradiensben 1szd sejt
szamara idoben valtozé mértékli. Ez befolyasolja a hosszabb tavi adaptacids €s evolucios folyamatokat is.
Megmutattuk, hogy mar a gradiens puszta jelenléte is igen hamar, 10-12 o6ra alatt rezisztens sejtek
megjelenését és elszaporodasat okozza, ami a mikrofluidikai eszkdzlinkben jol nyomonkdvethetd.

Eredményeink altalanossagban ramutatnak arra, hogy bizonyos, természetes koriilmények kozott
lejatszodd mikrobialis folyamatok pontos vizsgilatdhoz €és megértéséhez elengedhetetleniil sziikséges
heterogén kémiai kdrnyezet kisérleti reprodukcioja.

Koszonetnyilvanitas

A kutatas az NKFIH K 116516 és PD 112509 azonositészamu 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 palyazatok
tamogatasaval valosult meg.
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New JEOL developments for High Resolution studies using Field Emission
Scanning Electron Microscopes

FRANCK CHARLES
JEOL (EUROPE) SAS

Since 1949, JEOL's legacy has been one of the most remarkable innovations in the development of
instruments used to advance scientific research and technology. JEOL has 60 years of expertise in the field of
electron microscopy, more than 50 years in mass spectrometry and NMR spectrometry, and more than 40
years of e-beam lithography leadership.

This presentation is focused on the new JEOL developments of high resolution instruments. The first part
will be devoted to the description of the particular electron optical design developed for this purpose of
Ultra-High Resolution Scanning Electron Microscopes (UHR SEM). In the second part of this presentation
several examples will show this technology applied to imaging (In Lens SE images at low kV), SE and BSE
imaging and analytical samples application with EDS and EBSD.

JEOL (EUROPE) SAS — Espace Claude Monet — 1 Allée de Giverny — 78209 Croissy-sur-Seine (France)
Tel: +33130153737 Email: charles@jeol.fr
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A lipidfazisok polimorfizmusa kloroplasztiszok tilakoidmembranjaiban

GARAB GYOZO'2, UGHY BETTINA!, PIETER DE WAARD?, PARVEEN AKHTAR'!, UROS JAVORNIK?*,
CHRISTOS KOTAKIS!, PRIMOZ SKET43, VACLAV KARLICKY?2, ZUZANA MATEROVA2, VLADIMIR
SPUNDAZ, JANEZ PLAVEC*56, HERBERT VAN AMERONGEN’8, VIGH LASZLO %, HENK VAN AS37 £
PETAR H. LAMBREV!

IMTA Szegedi Biolégiai Kutatokozpont, Novénybioldgiai Intézet, Szeged Temesvari krt. 62
’Department of Physics, University of Ostrava, CZ-710 00 Ostrava — Slezskda Ostrava, Czech Republic
3Wageningen NMR Centre, Wageningen University & Research, 6708 WE Wageningen, The Netherlands
4Slovenian NMR center, National Institute of Chemistry, Hajdrihova 19, Ljubljana, Slovenia
SEN-FIST Center of Excellence, Trg OF 13, Ljubljana, Slovenia
SFaculty of Chemistry and Chemical Technology, Ljubljana, Slovenia
’Laboratory of Biophysics, Wageningen University & Research, 6708WE Wageningen, The Netherlands
8MicroSpectroscopy Centre, Wageningen University & Research, 6708WE Wageningen, The Netherlands
IMTA Szegedi Bioldgiai Kutatékozpont, Biokémiai Intézet, Szeged, Temesvari krt. 62,

A fotoszintézis fényreakcidi — cianobaktériumokban, algakban és ndvényekben - a tilakoidmembranban
jatszodnak le. Az ATP szintézis soran hasznosul6 elektrokémiai potencialgradiens felépiilését tilakoidokban —
és valamennyi energiakonvertald biolégiai membranban — a membranok kettosréteg (bilayer) szerkezete
teszi lehetové, 1évén impermeabilis vizre, ionokra €s vizben oldott molekuldkra. Ennek tiikrében nehezen
értelmezhetd, hogy ezekben a membranokban a legnagyobb mennyiségben eléforduld lipidek 6nmagukban
nem képesek kettdsréteg (lamellaris) szerkezetbe szervezddni; erre ezen membranok lipidtartalmanak csak
mintegy fele képes. Az irodalomban talalhat6 membranmodellek egy része szamitasba veszi ugyan a nem-
bilayer lipidek jelenlétét, de megegyezik abban, hogy nem-lamellaris fazisok azokban nem, vagy csak
tranziensen fordulnak eld, és a nem-bilayer lipidek szerepe a membranba agyazott fehérjék miikodési
megmutattuk, hogy izolalt intakt ndvényi tilakoidmembranok a lamellaris fazis mellett tartalmaznak egy
izotrop, nem-bilayer lipidfazist [1]. A dielektromos alland6 valtozasaira és igy a lipidfazisokra érzékeny
lipofil festék, a Merocyanin 540 (MC540), fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalataival is igazoltuk a
lipidfazisok heterogenitasat [2]. Erzékenyebb modszereket haszndlva és a mintdk egy nagyobb halmazat
vizsgalva, most megerdsitetjiik és jelentds mértékben Kiterjesztetjiik korabbi megallapitasainkat: 3'P-NMR
méréseink a lamellaris fazis mellett két izotrdp és egy inverz-hexagonalis fazis jelenlétét mutatjak. Idoben-
bontott MC540 fluoreszcencids adataink négy lecsengéssel asszocialt emisszios (DAES) komponens
jelenlétét jelzik. Megmutatjuk azt is, hogy a kiilonb6zo lipidfazisok érzékenyek a kozeg ion- és ozmotikus
erdsségére, pH-jara valamint a lipidek zsirsavlancainak telitettségére. Sajat és irodalmi adatok alapjan
javaslatot teszlink a kiilonboz6é fazisokhoz kothetd szerkezeti elemek mibenlétére. Eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a tilakoidmembranokban megfigyelt lipid polimorfizmus jelentds szerepet
jatszik a membranok szerkezeti dinamikajanak biztositasaban és egyes regulacios folyamatokban.

Koészonetnyilvanitas
Tamogatok: OTKA 118688; GINOP -2.3.2-15-2016-00058 and 01211/2016/RRC (OU).

Irodalom
[1] Krumova és mtsai (2008) BBA — Biomembranes 1778:997-1003
[2] Krumova és mtsai (2008) Ibidem 1778: 2823-2833.
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Plazmamembran nanostrukturak szerepe a hoérzékelésben

GOMBOS IMRE!, BEGUM PEKSEL!, PETER MARIA!, TISZLAVICZ ADAM!, MARIO BRAMESHUBER?
BALOGH GABOR!, GERHARD SCHUTZ2, HORVATH IBOLYA!, VIGH LASZLO! ES TOROK ZSOLT!

! MTA, Szegedi Bioldgiai Kozpont, Biokémiai Intézet
2 Institute of Applied Physics — Biophysics, TU Wien, Vienna

A sejtszintll stresszvalasz vizsgélata alapvetd fontossagu annak megértéséhez, hogy a sejtek miképpen
reagalnak ¢és alkalmazkodnak a kornyezet kiilonbozé valtozasaihoz, kiillondsen patoldgias koriilmények
kozott. A klasszikus elképzelés szerint a hdsokk (stressz) valasz a fehérjedenaturacié kdévetkezménye. A
hoésokk fehérje (Hsp) molekularis chaperonok azonban olyan koériilmények kozott is indukalédnak, amikor
fehérje denaturacio nem figyelhetd meg. Mara szamottev bizonyiték gytilt 6ssze az Gn. " membran szenzor”
hipotézis alatdmasztasara, amely szerint a plazmamembran specifikus modosulasai is képesek megvaltoztatni
a Hsp-k expresszigjat. A plazmamembran jelképz6é, hé indukalta szerkezeti valtozdsainak azonositdsa
céljabol ultraszenzitiv mikroszkopia, lipidomika és sejtbioldogia kombinacidjaval tanulméanyoztuk a
héérzékelés és a membran nanostruktira kapcsolatit és annak egysejt szintli variabilitdsat.
Multidiszciplinaris vizsgalataink CHO sejtekben feltartak egy 0j enyhe, a 1z tartomanyaba esé hémérséklet
tartomanyt, ahol a hdstressz membran szerkezetre kifejtett hatdsat a sejtek még képesek kivédeni a
stresszfehérjék szintézisének indukcidja nélkiil. A plazmamembran és a sejt homeosztazisdnak fenntartasdban
kulcsszerepet jatszik a sejtek lipidprofiljanak 4atszabdsa és a stresszhatast megel6zden jelen [évo
stresszfehérjék sejten beliili atrendez6dése, mely egyben novelte a sejtek termotolerancidjat is. A
membranhoz kothetd stresszérzékelés és a hozza kapcsolddo jelatviteli utak megértéséhez nélkiilozhetetlen a
membranok tranziens domén szervezddését érintd nanoszerkezeti valtozasok és a jelatvitel dsszefliggéseinek
feltardsa. E célbol a részletes lipidomikai analizissel parhuzamosan képalkotason alapuld fluoreszcencia
korrelacios spektroszkopiat (imFCS) alkalmaztunk, melynek segitségével dozis fiiggdé membran
atrendezodéseket figyelhettiink meg. Amig a sejtek képesek voltak az enyhe h6 (40°C) hatdsat teljesen
kivédeni, addig az ennél erdsebb (>42.5°C) stressz a membran koleszterinben és szfingolipidekben gazdag
szerkezetében a két dozis egymassal ellentétes iranyu atrendezodést eredményezett. A héhatas kozben fellépd
membran szerkezeti valtozasok azonositisa és a sejtszintli stresszvalaszok korai eseményeinek
feltérképezése kozelebb vezethet benniinket a membranban lokalizalt stressz szenzor(ok) azonositdsdhoz és
egyben 1j, membran lipid terapids farmakoldgiai alkalmazésok alapjaul szolgalhat.

Koszonetnyilvanitas
OTKA ANN112372, GINOP-2.3.2-15-2016-00001

JEGYZETEK

18



Membranok, membranfehérjék biofizikdja Augusztus 23.

E10

Modellvezikulaktol az exoszomakig

DEAK ROBERT, MIHALY JUDITH, SZIGYARTO IMOLA CSILLA, WACHA ANDRAS, VARGA ZOLTAN ES
BOTA ATTILA

MTA Természettudomanyi Kutatokozpont, Anyag és Kornyezetkémiai Intézet,
Biologiai Nanokémia Kutatocsoport

A sejtekbdl szarmazo extracellularis vezikulak (EVk) — apoptotikus testek, mikrovezikulak és exoszomak
— vizsgalata az utobbi években egyre nagyobb jelentdségli [1]. A vezikulak mennyisége és Osszetétele a
kibocsato sejtek fiziologias illetve patologias allapotainak fliggvényében valtozik, amely lehetdséget nytjt
diagnosztikai felhasznalasukra, kommunikacios szerepiik pedig felveti nanohordozoként valo alkalmazasuk
lehetdségét.

A vezikulas mintak gyakorlatban alkalmazott rutin vizsgalatai kdzé elsdsorban biokémiai és molekularis
biologiai vizsgalatok tartoznak, mely modszerek pontos beallitasa és kiértékelése sziikségessé teszi
EVkhez hasonlé modellanyag tovabba kozelebb juttathat minket biokompatibilis, természetesen stabilizalt
nanohordozok eldallitasahoz és késébbi felhasznalasahoz is.

Eldadasomban egy bioldgiai eredetil, 0sszetételét tekintve kdnnyen modosithatd vezikulas nanorendszer
eloallitasat ismertetem. Bemutatom a komplex, biofizikai vizsgalatokat, amelyekkel az extracellularis
vezikulakat és modellanyagukat, a vorosvértest membran (ghost) eredetii nanoerythroszomakat jellemeztiik
[2-3].

Koszonetnyilvanitas

Munkéank az ,NVKP-16-1-2016-0007 Anyagtudomanyi kutatas és fejlesztés az extracellularis vezikula alapu
orvosdiagnosztika megvaldsitdsahoz” program keretei kozott részesiilt tAmogatasban. M.J. munkdjat az MTA Bolyai
Janos Kutatasi Osztondija timogatta.

Irodalom

[1] The number of EV-related articles published each year (http://student4.postech.ac.kr/evpedia2 xe/xe/source/images/
20150206 _EVpedia_figure collection.pdf)

[2] Robert Dedk, Judith Mihdaly, Imola Cs. Szigyartd, Andras Wacha, Gébor Lelkes, Attila Béta, Physicochemical
characterization of artificial nanoerythrosomes derived from erythrocyte ghost membranes, Coll.Surf.B: Biointerfaces
135.(2015) 225-234.

[3] Judith Mihaly, Rébert Dedk, Imola Csilla Szigyartd, Attila Bota, Tamas Beke-Somfai, Zoltan Varga,
Characterization of extracellular vesicles by IR spectroscopy: Fast and simple classification based on amide and C-H
stretching vibrations, Biochimica et Biophysica Acta 1859 (2017) 459-466
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A lizofoszfatidsav mint masodlagos hirvivo kolcsonhatasa jelatviteli fehérje-
doménekkel

LiLioMm KAROLY
Semmelweis Egyetem, AOK, Biofizikai és Sugdrbiolégiai Intézet

A lizofoszfatidsav (LPA) a természetben el6forduld legegyszeriibb szerkezetli foszfolipid. A lipid
metabolizmusban az dsszetettebb foszfolipidek felépitésének prekurzora. Az elmult kozel harom évtizedben
vilagossa valt, hogy fiziologias Osszetevdje a vérplazmanak, emelkedett koncentracidja indikativ emld,
prosztata és egyéb daganatok jelenlétére és korrelal azok attétképz6 hajlamaval. Jelatvivo, anti-apoptotikus
faktornak tekinthetd, mert aktivalja a sejtek talélési folyamatait. A rakos sejtek az LPA-t termel6 enzimet
stressz  koriilmények kozott az LPA acillanc-Osszetétele megvaltozik, mialtal gyulladasi faktorként
viselkedik, pozitiv visszacsatolasi folyamatokon keresztiil elGsegitve sajat maga és egyéb gyulladasfokozo
citokinek termelédését. Egészen a legutdbbi évekig ugy gondoltuk, hogy ezeket a hatasokat kizardlag az
LPA-ra szelektiv G-fehérjékkel kapcsolt receptorok kozvetitik. A hat azonositott receptor felelds valoban a
fiziologias és patologias mitkodések jelentds részéért, azonban az is vilagossa valt, hogy az LPA képes a
magi elhelyezkedésii PPARYy receptorok direkt aktivalasara, ezaltal az érelmeszesedésre stilyosbitasara.
Tudjuk azt is, hogy sejtfelszini receptorok fiziologias vagy patoldgias miukodésének hatasara LPA keletkezik
a sejtmembran belsd, intracellularis rétegében membran-gorbiileti stresszt indukalva. A bels6 membranfélben
keletkez6 és id6legesen felgyiilemlé LPA az indukalt membran-gorbiilet révén 1) kotodfeliileteket alakit ki,
amelyekhez szelektiven kapcsolddhatnak a jelatviteli folyamatokban szerepld fehérjék egyes doménjei. Ezek
a dinamikus karakterii kotéhelyek moddosithatjak a fiziologids vagy patoldgias fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat. Kisérleteinkben megvizsgaltuk a Caskin-1 allvanyfehérje SH3 doménjének, az Nck-1 SH2
doménjének, valamint a Grp-1 PH doménjének a kotddését LPA-t tartalmazd liposzémakhoz, illetve a
gorbiilt feliiletet mimikalé micelldkhoz fluoreszcencia spektroszkopia, kvarckristdly mikromérleg,
izotermalis titracios kalorimetria, termoforézis, ATR-FTIR és NMR technikakkal. Jellemeztiikk a kotodés
szelektivitasat szerkezetileg és funkcionalisan rokon lipidekkel Osszehasonlitva, valamint az LPA-k&tés
affinitasat és sztochiometridjat. Eredményeink alatdmasztjak az elképzelésiinket, hogy az intracellularis
membranfélben keletkez6 LPA a fehérjedoménekhez kotddve befolyasolhatja a jelatviteli folyamatok
dinamikajat.
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A P-glikoprotein (ABCB1) katalitikus ciklusanak vizsgalata A-loop és Walker B
mutans fehérjék segitségével

TARAPCSAK SZABOLCS', TURK DORAZ, SZABO GABOR!, SZAKACS GERGELY? ES GODA KATALIN!

I Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet
2 Magyar Tudomdanyos Akadémia, Enzimoldgiai Intézet

A P-glikoprotein (Pgp, ABCB1) az ATP-kot6 kazettas (ABC) transzporterek fehérjecsaladjanak tagja. A
Pgp két transzmembran doménbdl (TMD) és két nukleotid-kdtd doménbdél (NBD) épiil fel. A TMD-k
felelosek a szubsztratok megkdtéséért, mig az NBD-k ATP kdotése és hidrolizise biztositja az energiat a
transzporthoz. Az ismert ABC transzporter kristalyszerkezetek alapjan feltételezhetd, hogy a Pgp egy nagy
szubsztrat affinitdsu a citoplazma felé nyitott és egy alacsony affinitasi az extracellularis tér felé nyitott
konformacioé kozott alternal. Az UIC2 konformacid-érzékeny antitest szelektiven, nagy affinitassal kotodik a
,.befelé-nyitott” konformerhez. A fehérje szerkezetére és miikodésére vonatkozo adatok bosége ellenére sem
ismert pontosan, hogy az NBD-k ATP kotése és hidrolizise hogyan kapcsolodik a TMD-k konformaciod
valtozasaihoz. Munkacsoportunk az UIC2 antitest felhasznalasaval olyan Pgp molekulak transzport ciklusat
vizsgalja, melyekben az ATP kotésben szerepet jatszo szekvencia motivumok mutaciot hordoznak egyik
vagy mindkét NBD-ben (1).

Habar az NBD-k konzervalt aminosavait érintd mutaciok (pl. a Walker B (D555A/D1200 vagy E556Q/
E12001Q) vagy az A-loop (Y401A/Y1044A)) a katalitikus ciklus kiilonb6zd 1épéseit érintik, korabbi
vizsgalatok alapjan mind az egy- és kétoldali mutans fehérjék inaktivnak bizonyultak heterolog expresszios
rendszerekben kifejezve vagy tisztitott fehérjék alkalmazasa esetén. Kisérleteinkben emlés sejtvonalakat
hoztunk létre, melyek nagy mennyiségben fejezik ki a mutans fehérjéket és igy természetes membran
kornyezetiikben vizsgalhattuk mitkodésiiket.

Calcein-AM akkumulacios és citotoxicitasi vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az egyoldali A-loop mutans
fehérjék részleges drog transzport aktivitassal rendelkeznek, mig a kétoldali A-loop mutans és valamennyi
Walker B mutans inaktiv. Az A-loop mutansok intakt sejtekben elsdsorban az UIC2 reaktiv konformaciéban
talalhatoak, hasonléan a D555N/D1200N egy- és kétoldali Walker B mutansokhoz, azonban nukleotidok
vagy ATP és foszfat-analogok jelenlétében atbillennek az UIC2-t nem k&té konformacioba. Ezzel szemben
az E556Q/E1201Q egy- és kétoldali Walker B mutansok, a vad-tipust fehérjéhez hasonldan, intakt sejtekben
UIC2-t nem-kotd allapotban vannak, és modulatorok jelenlétében valtanak az UIC2-reaktiv konformacioba.
Eredményeink azt mutatjak, hogy habar a vizsgalt egyoldali mutans fehérjék mindegyike képes konformacid
valtoztatasra, egyediil az egyoldali A-loop mutansok képesek drog transzportra.

Készonetnyilvanitas )
TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001; PD75994 and K72762 OTKA palyazatok; TAMOP 4.2.2.A-11/1/
KONV-2012-0023 "VED-ELEM" project és MTA Lendiilet palyazat (Szakacs Gergely)

Irodalom
1. Barsony, O. és mtsai. A single active catalytic site is sufficient to promote transport in P-glycoprotein. Scientific
reports 6, 24810, doi:10.1038/srep24810 (2016).
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A sejtmembran szterol tartalmanak hatasa fesziiltség-fiiggoé ioncsatornak
kapuzasara

VARGA ZOLTAN!2, PAPP FERENC!2, ZAKANY FLORINAZ? ES PANYI GYORGY?

'MTA NAP loncsatorna funkcionalis szerkezetvizsgalo laboratorium, MMKK, Debreceni Egyetem
’Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

A fesziiltség-fiiggd ioncsatornakat a membranpotencial valtozasa aktivalja, és az akcios potencial
kialakitasa mellett szerepet jatszanak szdmos sejtfunkcidban nem-ingerelheté sejtekben is, mint példaul az
aktivacio, proliferacio vagy az apoptdzis. A membranpotencial dinamikusan valtozik szamos sejtfunkcio
soran, és szorosan kapcsolddik a fesziiltség-fiiggé membranfehérjék aktivitasdhoz. Ezért alapvetd fontossagu
annak megértése, hogy a membranpotencial valtozasa hogyan vezet konformacio-valtozadsokon keresztiil
specifikus fehérje-funkciokhoz.

A fesziiltség-fliggd ioncsatornakban a fesziiltség-érzékeld domén (VSD) elmozdulasa attevédik a
pérusdoménre (PD), ami a csatorna nyitasat eredményezi és lehetévé teszi az ionaramlast. Ez a csatolas nem
feltétlentil a két domén kozotti kozvetlen merev intramolekularis kapcsolat révén valdsul meg, erdsségét
befolyasolhatjak példaul membran-lipidek is. Ismert, hogy a sejtmembrant alkotd lipidek mind direkt
kolcsonhatasokon (fehérje-lipid), mind pedig indirekt hatasokon (membran fluiditds, -vastagsag, stb.)
keresztiil képesek befolyasolni szamos ioncsatorna kapuzasat. Munkacsoportunk is leirta a membran
koleszterin és 7-dehidrokoleszterin tartalmanak hatasat a Kv1.3 fesziiltség-fiiggd K* csatorna kapuzasara. A
tovabbiakban a lipidek tamadaspontjat kerestiik, nevezetesen, hogy a lipidkdrnyezet valtozadsa a VSD-re
hatva kdzvetve, vagy a porusra hatva kdzvetleniil modositja a pérus kapuzasat.

Ennek vizsgalatara alkalmas a fesziiltség-zar fluorometria (VCF) technika, melynek soran a fehérje egy
aminosavat ciszteinre cserélve, ahhoz egy molekularis kornyezetre érzékeny fluorofort kapcsolunk, és a
méréseket Xenopus oocitakon végezziik, melyek heteroldg modon fejezik ki a vizsgalt csatornat. A VSD-hez
kapcsolt fluoroforral annak mozgasat, mig két-elektrodas fesziiltségzarral a csatornan atfolyd aram
mérésével a PD allapotat kovethetjilk nyomon egyidejiileg. A két jel Osszevetésébdl értékes informacio
nyerhet6 a két domén kozotti kapesolatrdl és az azt befolyasold tényezdkrol.

A VSD és a PD aktivaciojanak fesziiltség-fliggését dsszehasonlitva tobb Kv csatornan, kiillonbozo lipid
kornyezetek mellett, eltéré hatasokat figyeltiink meg a két doménen. Eredményeink alapjan a novelt szterol
tartalom kozvetleniil a porusra hatva stabilizalja annak zart allapotat, mig a VSD-t egyes csatornakon nem
befolyasolja, mas csatornan pedig segiti az aktivaciojat.

Koszonetnyilvanitas
A projektet a Nemzeti Agykutatasi Program tamogatta, KTIA NAP 13-2-2015-0009
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Fotoliaz mutansok vizsgalata ultragyors spektroszkopiai modszerekkel

PIRISI KATALIN, PASITKA JONATAN, GRAMA LASZLO, NYITRAI MIKLOS ES LUKACS ANDRAS

Pécsi Tudomdnyegyetem AOK, Biofizikai Intézet

A fotolidzok és a kriptokromok egyarant a fotoaktiv flavoproteinek csalddjahoz tartoznak, amelyek
esetében a fehérjék funkciodja fényabszorpcio kovetkeztében valosul meg.

A két fehérje nagy foku homologidt mutat, ennek ellenére a funkcidjuk teljesen eltérd: a fotolidzok az
UV-indukalt DNS hibak javitasat, a kriptokréomok viszont a cirkadidn ritmus vagy a madarak magneses
tajékozodasaért felelds! 3. Kiinduld hipotézisiink szerint a funkcioban megtalalhato kiilonbségért elsGsorban
egy aminosav a felelds, kozel a fehérje altal nem kovalensen kotott FAD kofaktorhoz: a kriptokromok
esetében az FAD N5 atomjaval atellenben ugyanis egy aszparginsav, a fotolidzban ugyanebben a poziciéban
egy aszpargin talalhato.

Tekintettel arra, hogy novényi kriptokrémokban ebben a pozicidban egy aszpartat van, rovarokban pedig
cisztein, két olyan mutanst hoztunk létre, amelyben az emlitett aminosavat aszpartatra illetve ciszteinre
csereltiik.

Az 1) mutanson tranziens abszorpcids, valamint tranziens fluoreszcencia méréseket végeztiink a lathato
tartomanyban egy sajat fejlesztésli femtoszekundumos és pikoszekundumos tranziens abszorpcios
spektrométeren, valamint egy szintén sajat fejlesztésti Kerr-kapuzott fluoreszcencia spektrométerrel*. A
mutansokon végzett kisérleteink arra utalnak, hogy a fotolidz fotociklusa jelentésen megvaltozott és
varakozéasainknak megfeleléen a kriptokrémokéhoz lett hasonlo. Nagy kiilonbség mutatkozott azonban
abban az esetben amikor aszpartatra illetve amikor ciszteinre cseréltiik az eredeti (aszpargin) aminosavat. Az
elobbi esetben a fényabszorpcid hatasara a fotoliaz mutans flavin kofaktora anionos gyok allapotba kertilt>, a
masodik muténs esetében ez nem valosult meg.
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Fényindukalt intramolekularis energiavandorlas a NADH koenzim kiilonb6zo
konformacios allapotaiban

HEINER ZSUZSANNA!, THOMAS ROWLAND?, JEREMIE LEONARD?, STEFAN HAACKE? ES GROMA
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2 University of Strasbourg, CNRS, Institut de Physique et Chimie des Matériaux de Strasbourg

A NAD*/NADH koenzim fehérjéhez kotott allapotaban altalaban nyitott konformaciot vesz fel, ezzel
szemben vizes oldatban nyilt és zart strukturdk egyenstlyaval jellemezhet6. Régota ismeretes, hogy zart
konformécioban az adenin gylirii fénnyel torténd gerjesztésének hatasara egy hatékony energiavandorlés
(EV) zajlik le a nikotinamid csoport irdnyaba [1, 2], a folyamat a mechanizmusa azonban felderitetlen
maradt. Jelen munkankban az EV kinetikai jellemzésének céljabol ultragyors abszorpcidkinetikai
vizsgalatokat hajtottunk végre a NADH molekulan, oly médon, hogy annak konforméacios allapotait metanol
hozzdadasaval szabalyoztuk. A kisérletileg nyert kinetikai adatokat a kompartment analizis modszerével [3]
értékeltiik ki. Megallapitottuk, hogy a tényleges EV extrém gyors, ~ 60 fs-os idéallandoval jellemezhetd. Ez
a nagy sebesség (legalabbis formailag) jol leirhatd egy Forster-tipusi mechanizmussal [4], amelyet egyrészt
az adenin specialis fotofizikai tulajdonsagai, masrészt a két gylird szub-nm-es tdvolsaga tesz lehetové. A
gyors EV egy elektronikusan és vibracidsan is gerjesztett allapotot hoz létre a nikotinamid csoporton. A
vibracios relaxacio 1.7 ps, az elektronikus pedig 650 ps idéallandéval kovetkezik be.

Koészonetnyilvanitas
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Probing ultrafast photosynthetic energy transfer and charge separation Kinetics
by coherent two-dimensional electronic spectroscopy
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The efficiency of photosynthesis, especially under light-limiting conditions, depends on the ability of the
photosynthetic apparatus to transfer the captured solar energy to the photochemical reaction centres without
losses. Photosystem I (PSI) is a superb example of a robust and highly efficient solar engine [1]. PSI in
plants and algae contains up to 200 light-absorbing chlorophyll (Chl) molecules — about 100 in the core
complex and the remaining in the peripheral antenna (LHCI) — and virtually every absorbed photon’s energy
is utilized in a photochemical reaction. Resolving the ultrafast kinetics of photosynthetic energy and electron
transfer is a challenging experimental task. Two-dimensional electronic spectroscopy (2DES) has proven to
be a powerful technique for mapping energy transfer pathways with high spectral and temporal resolution
[2]. We have recently measured the excited-state dynamics in light-harvesting complex II from
subpicosecond to nanosecond time range by room-temperature 2DES [3]. We have shown the advantage of
2DES in resolving bidirectional (uphill and downhill) exciton equilibration pathways. Here we have, for the
first time, applied room temperature 2DES in partially collinear pump-probe geometry to probe the energy
and electron transfer kinetics of a significantly larger and more complex system — plant PSI. We compared
the 2DES kinetics and picosecond-time resolved fluorescence (TCSPC) kinetics of PSI-LHCI
supercomplexes with isolated core complexes from Pisum sativum. Global lifetime analysis of the 2DES and
TCSPC data resulted in very similar lifetimes and decay-associated spectra in the ps—ns region, confirming
that the 2DES data are free from artifacts like singlet-singlet annihilation. In addition, the 2DES clearly
showed exciton equilibration (uphill and downhill) on subpicosecond time scale. According to the most
plausible kinetic model, three processes have almost equal contribution to the overall de-excitation lifetime —
equilibration between bulk and low-energy Chl forms in the peripheral antenna, energy transfer between the
peripheral and core antenna, and trapping in the reaction centre.
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State-of-the-art ultrashort pulses: perspectives in molecular sciences
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State-of-the-art light sources promise to access ultrashort timescales where electrons and nuclei can be
observed on their natural timescale. For molecular science, this opens new opportunities to investigate the
most fundamental aspects of molecular functioning. Recently, proof of principal experiments have been
performed on model systems, demonstrating that the study of electron correlation, non-Born-Oppenheimer
dynamics and reaction control using quantum coherence are becoming possible with attosecond (102 s)
accuracy [1]. However, laser performances have limited the development of such experiments on more
general topics, confining the addressed questions to specialists of the field. Breaking this boundary will
become possible with the ELI-ALPS thanks to unprecedented laser performances available. This will allow
to address new questions for instance in chemistry and biochemistry, in a multidisciplinary approach,. This
presentation, will present recent results in the field of XUV/attosecond molecular science and perspectives at
ELI-ALPS.
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Melyik szuper-rezolucios modszert valasszam?
Csucs GABOR, DOROTHEA PINOTSI, JOACHIM HEHL ES TOBIAS SCHWARZ

Scientific Center for Optical and Electron Microscopy (ScopeM), ETH Zurich

Eldaddsomban a manapsag elterjedt szuper-rezolicids technikakat (SIM, STED, PALM/STROM)
hasonlitom Gssze, lehetséges felhasznalasi teriileteikre illetve elényeikre/hatranyaikra koncentralva. Emellett
ismertetnék egy érdekes Uj modszert, az ,,Super-Resolution Radial Fluctuations - SRRF”-t [1], amely

kiilondsen az éldsejtes felhasznalasok teriiletén hozhat 4ttdrést és bemutatom az illeté modszerrel elért elsd
eredményeinket.
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EROKIFEJTES A TITIN GOMBOLYODASA SORAN

MARTONFALVI ZSOLT, PASQUALE BIANCO, NAFTZ KATALIN, FERENCZY GYORGY ES
KELLERMAYER MIKLOS

Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

Relaxalt harantcsikolt izomban megnyujtaskor passziv eré ébred, melynek kialakitasaért a szarkomereket
athidalo rugalmas titinmolekulak felelosek. A szarkomer nyujtasakor a titinmolekulak az eltér6é rugalmassagu
szakaszaik miatt hierarchikusan nyulnak, mikdzben soran a titin egyes globularis doménjei kitekeredhetnek.
Az, hogy a kitekert domének gombolyodasa és ezaltal a titinmolekulak rovidiilése befolyasolja-e az izom
Osszehuzodasat, jelenleg még erdsen vitatott.

A titin mechanikailag vezérelt feltekeredési folyamatainak vizsgalatara egyedi molekulakat nyujtottunk
meg majd relaxaltunk nagyfelbontasu erdvisszacsatolt 1ézercsipesszel. Az elézetesen kitekert molekuldkra
hat6 er6 hirtelen lecsokkentésekor (<10 pN) a molekula vég-vég hossza fluktualt, és a domének progressziv
gombolyodasaval jard diszkrét rovidiilési Iépések nem jelentek meg. Alacsony relativ megnyulasi értékeknél
tartva az elézetesen kitekert molekulat, a fluktuaciok mellett a titin néhany pN er6t fejtett ki a masodperces
idoskalan. Az erdkifejtés a feltekeredd domének kiilonboz6 szerkezeti allapotok kozotti dinamikus
atmenteivel magyarazhatd. Mivel a domén kitekeredés valosziniisége elenyészd ebben az erétartomanyban, a
fluktuaciok arra utalnak, hogy a domének feltekeredése a nativ szerkezetbe a kitekertbdl egy kompaktabb,
molten-globule allapoton keresztiil torténik, aminek révén a molekula erékifejtésre képes. A molten-globule
allapotnak kedvez6 denaturald agens (4 M urea) alkalmazasakor az erdfluktudciok szintén kimutathatok
voltak, ami arra utal, hogy ez intermedier allapot a molekula gombolyodasi folyamataban. Ezzel szemben az
eréndvekmény az urea hatasara teljesen eltlint, vagyis a domének nativ szerkezetbe torténé konszolidacidja
gatolt. Monte-Carlo szimulacidban reprodukaltuk, illetve molekula dinamikai szimulacidokban igazoltuk
kisérleti eredményeinket.
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A miozin 16 C-terminalis domén interakcioi és funkcioi
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2Szentdagothai Janos Kutaté Kozpont
3SMTA-PTE Nukledris-Mitokondridlis Interakciok Kutaté Csoport

A miozin 16 (Myol6) egy nemrégiben felfedezett nem-konvencionalis motorfehérje, mely fontos szerepet
jatszhat a sejtciklus szabalyozdsban, valamint az idegrendszer fejlédésében. Korabbi kisérletekben
autizmusban [2].

A Myo16 monomer motorfehérje négy szerkezeti alegységbdl épiil fel: tartalmaz egy motor domént, egy
konnyt lanc koté 1Q motivumot, egy ankyrin ismétlédéseket tartalmazo N-terminalis domént (Myol6Ank)
és egy, a miozinok kozott egyediilalld, rendezetlen szerkezetl, prolinban gazdag C-terminalis farki domént
(Myol16Tail). Ez utobbi képes lehet profilint kotni, illetve foszforilacidja az IP3 jelatviteli utvonalon
keresztiil aktivalhatja a WAVE-complexet, ezaltal szabalyozva az aktin citoszkeleton atrendezddést [3].
Célunk ennek a rendezetlen szerkezeti Myo16Tail doménnek az eldallitdsa és interakcidinak jellemzése volt.

Kisérleteinkben az IQ motivumot is tartalmazé Myol6Tail domént bakulovirus/Sf9 rendszerben
expresszaltuk, denaturdld koriilmények kozott tisztitottuk, majd sikeresen renaturdltuk. Fluoreszcens
spektroszkopiai modszerekkel vizsgaltuk a Myo16Tail kélesonhatésait profiling Myol6Ank, vazizom miozin
motor domén és aktin fehérjékkel, valamint a Myol6Tail hatdsat az aktin polimerizacidra. A lehetséges
konnytlancok kotddését az IQ motivumhoz pull down esszével vizsgaltuk.

Habar a Myol6Tail és a profilin k6zott koimmunprecipitacios kisérletek alapjan interakciot feltételeztek
[4], steady-state és id6felbontasos anizotropia (TCSPC) kisérleteinkkel nem igazoltuk a kotodést. A
Myo16Tail és Myol6Ank kozott gyenge interakciot mértiink (Kp ~ 13 uM). A Myol6Tail és az aktin, illetve
a vazizom motor domén kozott nem volt kdtodés.

Eredményeink szerint a Myol6Tail nem kot a profilinhez és kozvetleniil nem befolyasolja az aktin
polimerizaciét, viszont az N-terminalis Myol6Ank doménnel valé gyenge kapcsolata egy
wbackfolding” (visszahajlo) tipust szabalyozasi mechanizmust valdszinisit a Myo 16 motorfehérje esetén. A
,»pull down” esszék alapjan feltételezziik, hogy a regulatorikus konnytilanc kapcsolodhat a Myo16-hoz.

Koészonetnyilvanitas
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Az ERD14 rendezetlen chaperon fehérje folyadék-folyadék fazisatalakulasa
fehérje-DNS/RNS kolcsonhatas révén
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Sejten beliil a kiilonb6z6 biokémiai reakciok lejatszodasahoz gyakran olyan sajatos koriilményekre van
sziikség, melynek feltétele, hogy az egyes 1épések térben szeparalva legyenek. Erre egy alternativ stratégia
lehet a membranmentes, fehérje alapti organellumok képzése. Tobbek kozott ilyen képzoddmény a sejten
beliil a nukleolusz [1], a PML-testek [2], a Cajal-testek [3], a P-testek, de a stressz-, illetve germinalis
granuldk is ide tartoznak. Ezen sejtes strukturdk, mint koacervatumok lettek leirva és optikailag kis
gombalaku mikronméretii cseppekként lehet dket jellemezni [4]. A koriilvevé membran hianya lehetové teszi
a kornyezeti valtozasok, az intracellularis szignalok hatékony kovetését €s a gyors valaszreakciot, mely
kritikus a sejt integritisanak €s homeosztazisanak megoOrzésében [5]. Egy meglepd funkcidja a
membranmentes organellumoknak, hogy a foleg fehérje alapu bels6 tér kizarja a vizes fazis nagy részét és
ezaltal folyadék-folyadék fazisok kialakitasara képesek a sejten beliil [6, 7].

Az ERDI14 (Early Response to Dehydration 14) egy, az Arabidopsis thaliana-ban fellelhetd novényi
stresszfehérje, amely abiotikus stressz (hideg, szarazsag és magas sotartalom) hatasara valamennyi névényi
szovetben nagy mennyiségben expresszalodik és az Osszfehérje mennyiség kozel 4%-at is kiteheti. Az
ERDI14 chaperon aktivitasa in vitro és in vivo vizsgalatokban is igazolt. A védohatas pontos mechanizmusa
azonban még nem ismert. Ennek feltérképezése és a szerkezet-funkcid kozti dsszefliggések megismerése
kutatasunk célja.

Megfigyeléseink alapjan a fehérje képes nukleinsavakkal kolcsonhatasba 1épni és megfeleld koriilmények
kozott vizes kozegben fazisatalakulast indukalni. Az igy 1étrejovo folyadékeseppek dinamikus struktardk, a
kornyezeti véaltozasokra gyorsan reagalnak, feloldodnak vagy éppen nagy mennyiségben jelennek meg. A
képzoédott organellumok elektrosztatikus interakciokon keresztiil stabilizalddnak, melyhez elengedhetetlen a
megfeleld toltottségi mintazattal rendelkez6 fehérje szekvencia. A cseppek differencialtan szolubilizaljak az
egyes nukleinsavakat, az ERD14 fehérje foleg RNS-sel képes a fazisatalakulasra. Az ERD14 in vitro és in-
cell NMR mérések alapjan nagymértékii szerkezeti rendezetlenséggel jellemezhetd, csupan néhany
konzervalt régidja vesz fel tranziensen masodlagos strukturat (K-szegmensek) , melyek nagy valdszintiséggel
vehetnek részt a partner fehérjék kotésében, illetve a fehérje-DNS/RNS cseppek létrehozasaban, ezaltal a
védbhatas kifejtésében.
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Microscale thermophoresis and nanoDSF as advanced methods in life science
research

JAKUB NOWAK
NanoTemper Technologies GmbH, Munich, Germany

The analysis of bio-molecular interactions, such as protein-protein, protein-nucleic acid or protein-small
molecule, not only helps to develop therapeutics or diagnostics techniques, but it also provides important
insights into cellular processes. Here we present MicroScale Thermophoresis (MST) for the investigation of
affinities of biomolecular interactions. MST analyzes the directed movement of molecules in optically
generated microscopic temperature gradients. This thermophoretic movement is determined by the entropy
of the hydration shell around the molecules. Almost all interactions and any biochemical process relating to a
change in size, charge and conformation of molecules alters this hydration shell and is thus detectable by
MST. Measurements can be performed with purified molecules as well as in close-to-native conditions
(lysate, serum). The readout of the method is fluorescence, derived either from fluorescently labeled
interaction partners (via chemical dyes or fluorescent fusion proteins) or from intrinsic protein fluorescence.

The presentation will cover biophysical backgrounds of the technology, highlighting benefits of the
MicroScale Thermophoresis platform, followed by specific examples of its application in characterizing
biomolecular interaction in various scenarios.

The fluorescence of tryptophans in a protein is strongly dependent on its close surroundings. By
following changes in fluorescence, chemical and thermal stability can be assessed in a truly label-free
fashion. The dual-UV technology by NanoTemper allows for rapid fluorescence detection, providing an
unmatched scanning speed and data point density. This yields ultra-high resolution unfolding curves which
allow for detection of even minute unfolding signals. Furthermore, since no secondary reporter fluorophores
are required, protein solutions can be analyzed independent of buffer compositions, and over a concentration
range of 150 mg/ml down to 5 pg/ml. In addition, information on protein aggregation can be recorded in
parallel, providing insight into colloidal stability of the sample. Therefore, nanoDSF is the method of choice
for easy, rapid and accurate analysis of protein folding and stability, with applications in membrane protein
research, protein engineering, formulation development and quality control.

The presentation will cover biophysical concepts of the technique showing benefits of the nanoDSF
technology platform, and will be followed by specific examples of nanoDSF applications towards various
experimental systems.

Keywords: biomolecular interactions, complex buffer systems, protein stability, aggregation

NanoTemper Technologies sp. z 0.0., Krakow, Poland
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Fehérjék kooperativ felgombolyodasa: Folding superfunnel

SMELLER LASZLO
Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

A fehérje folding leirdsara sziiletett tolcsér modell (folding funnel) jol leirja a fehérje utjat, amelyen
keresztiil a nativ allapotba eljut [1]. Azonban a fehérjék nagyon sokszor egymassal kdlcsonhatva veszik fel a
rajuk jellemzé haromdimenzios térszerkezetet. Az eredeti tolcsér modellben a fehérje kolcsonhatdsai nem
szerepeltek, holott pl. a chaperon fehérjék hatdsanal, a fehérjeaggregactumok kialakulésa soran és egyaltalan
meghataroz6 a fehérje-fehérje kdlcsonhatas.

A kolcsonhato fehérjék kooperativ foldingjanak targyalasahoz egy un. folding szupertolcsért vezettem be,
amelyen nyomon kovetheté a kdlcsonhatd rendszer altal a kollektiv energiafelszinen bejart at [2]. A
bevezetett szupertdlcsér (folding superfunnel) segitségével a fehérjék feltekeredése jol leirhaté szamos olyan
szituacioban, ahol a kdlcsonhatas meghatarozé jelentdségii a folding szempontjabol.

Hérom ilyen esetet targyalok részletesen: A els6 a chaperon hatéas, amikor a frissen szintetizalt fehérje egy
dajkafehérjével valo kolcsonhatas itjan jut el a nativ allapotaba.

A masodik az intermolekularis kdlcsonhatas szerepe a rendezetlen fehérjék esetén (intrinsically
disordered proteins), amelyek dnmagukban nem vesznek fel egy meghatdrozott nativ szerkezetet, de ha
célfehérjéikhez kotddnek jol definialt struktarat vesznek fel.

Az harmadik targyalt eset a fehérjék aggregacidja, amely szdmos konformacios betegségben (koztiik
neurodegenerativ betegségekben) jatszik szerepet.

A szupertdlcsért mindharom esetben a lehetd legkevesebb kiilsé paraméter bevitelével, ill. minimalis
feltételezésekkel definidlom. A szupertdlcsér modell jol és szemléletesen irja le a fehérje feltekeredését
mindharom fentebb vazolt esetben.
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Entropiakiillonbségek szamitasa konformacios sokasagokbol Gauss-keverék
fiiggvények segitségével

SZILAGYI ANDRAS, GYIMESI GERGELY ES ZAVODSZKY PETER

MTA TTK Enzimoldgiai Intézet

Az entropia alapvetd termodinamikai mennyiség, melynek valtozasa egy folyamat soran betekintést nyujt
a folyamat fizikai mechanizmusaba. Az elmult évtizedekben azonban féleg a szabadenergiak szamitasara
iranyultak az eréfeszitések, s ennek egyik fontos komponensét, a konformacios entrépiat gyakran
elhanyagoljak, mert ennek szamitasa a teljes konfiguracios tér f616tti integralast igényel. Bar a konformacios
entropiak szamitasara is tobb modszert fejlesztettek ki, ezek vagy pontatlanok, vagy bonyolultak, lasstak, és
nehezen elérhetok. Ezért célul tiztiik ki egy 0j, hatékony, alapelvében egyszer(i modszer kifejlesztését egy
molekularis rendszer két (altalaban molekuladinamikai szimulacidval eléallitott) konformacios sokasaga
kozotti entropiakiilonbség kiszamitasara.

Modszeriink, melyet GMENTROPY-nak neveztiink el [1], a klasszikus, Un. kvaziharmonikus modszer
tovabbfejlesztése. A modszer a rendszer teljes dimenzids valdsziniségslriiség-fliggvényét egy Gauss-
keverék fliggvénnyel becsli. A becslésre egy hatékony moho tanulasi algoritmust hasznal, mely egyesével
noveli az illesztett Gauss-komponensek szamat, amig a sziikséges pontossagot el nem érjiilk. Megallasi
kritériumként egy keresztvalidacio alapi megoldast alkalmazunk, amely hatdsosan kikiiszoboli mind a tal-,
mind az alulillesztést. A modszer célszerlien torzios szogek sokasagaira alkalmazando. A szamitott entropia
abszolut, de egy additiv konstans erejéig meghatarozatlan, ezért csak két sokasag kozotti
entropiakiilonbségnek van fizikai értelme.

Ot kis peptidrendszer alallapotainak megfeleld konformacios sokasagokon kiértékelve a modszert, kivald
egyezést talalunk a teljes enumeracioval kapott egzakt entropiakiillonbségekkel. A kvaziharmonikus
modszerrel és két tovabbi, ujabb modszerrel Osszehasonlitva a Gauss-keverék modszer pontosabb
eredményeket szolgaltat kisebb mintaméretek mellett is. A modszer teljesitOképességét két komolyabb
szamitassal illusztraljuk: kiszamitjuk az entropiakiilonbséget egy 17 aminosavbol allé antimikrobialis peptid,
a tachyplesin diszulfidkotott és diszulfidhid-mentes allapota, tovabba az 58 aminosavas szarvasmarha
pankreasz tripszin inhibitor nativ sokasaganak két alallapota kozott.

A GMENTROPY modszert Python/Numpy programozasi nyelven implementaltuk, s a programot
szabadon elérhetdvé tettiik a http://gmentropy.szialab.org cimen.

Koszonetnyilvanitas
A projektet az OTKA K105415 sz. palyazatbol finansziroztuk.

Irodalom
[1] Gyimesi G, Zavodszky P, Szilagyi A (2017) J Chem Theor Comput 13: 29-41.
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Asperelinek térszerkezeti és folding sajatsagainak tanulmanyozasa

BLANAR ESZTER! ES LEITGEB BALAZS!2

! MTA Szegedi Biolégiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet
2 Szegedi Tudomanyegyetem, Mikrobioldgiai Tanszék

Az asperelinek a rovid szekvencidval rendelkezd peptaibol molekuldk csoportjanak reprezentativ tagjai.
Ezeket a 10 aminosavbdl allo peptideket a Trichoderma asperellum gombabdl izolaltak, és a peptaibolok
tobbségéhez hasonloan ezek a molekuldk is mikroheterogén elegyként szintetizalodnak [1,2]. A kiilonb6zo
aspereline peptidek térszerkezeti és folding sajatsagait molekuladinamikai (MD) modszerek alkalmazasaval
vizsgaltuk. A peptidek esetén tanulmanyoztuk a molekulagerinc konformacidkat, €s megvizsgaltuk a
kiilonb6z6 masodlagos szerkezeti elemek (B-turn-6k és helikalis struktarak) el6forduldsat a peptidek teljes
szekvenciaja mentén. Emellett tanulmanyoztuk azokat az intramolekularis H-kotéseket, amelyek
hozzéjarulnak a kiilonféle konformacios allapotok és masodlagos szerkezeti elemek stabilizalasdhoz. A
szimulalt anellaciobol kapott eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az asperelinek esetében megjelentek
az I, III és III’ tipust P-turn struktarak, illetve az ezeket stabilizald i«—i+3 H-kotések. Ugyanakkor a
kiilonb6z6 P-turn-6k mellett megfigyelheték rovidebb, hosszabb helikalis szerkezetek is a konformacios
allapotokra vonatkozoan. Az MD szimulaciok alapjan azt vizsgaltuk, hogyan véltoznak az id6 fliggvényében
az aspereline peptidek jellegzetes térszerkezeti tulajdonsagai. Az eredmények arra engedtek kovetkeztetni,
hogy az asperelinek valamilyen helikalis szerkezettel (310-, illetve a-hélix) jellemezheték. Mindemellett az
MD trajektoriak analizise alapjan azt a megfigyelést tettiik, hogy az aspereline peptidek nemcsak a
jobbmenetes, hanem a balmenetes helikalis struktirat is képesek felvenni. Az altalunk elvégzett térszerkezet-
vizsgalat alapjan atfogdan jellemeztiikk az asperelinek konformacios sajatsagait, illetve azonositottuk ezen
rovid szekvenciaval rendelkez6 peptaibol molekulak karakterisztikus térszerkezeti és folding tulajdonsagait.

Koszonetnyilvanitas

Leitgeb Balazs publikaciot megalapozé kutatisa a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 azonosit6 szamii ,,Nemzeti
Kivalosag Program — Hazai hallgatoéi, illetve kutatdi személyi timogatast biztosité rendszer kidolgozasa és miikodtetése
konvergencia program” cimi kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.

Irodalom
[1]Ren J, Xue C, Tian L, Xu M, Chen J, Deng Z, Proksch P, Lin W (2009) J Nat Prod 72: 1036-1044.
[2] Ren J, Yang Y, Liu D, Chen W, Proksch P, Shao B, Lin W (2013) J Chromatogr A 1309: 90-95.
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A Collins szabaly és a fehérjék

NASZTOR ZOLTAN!, HORVATH JANOS'!, DER ANDRAS! ES BOGAR FEREN(C?3

! MTA Szegedi Biolégiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet
2 Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Vegytani Intézet
3 MTA-SZTE Szupramolekularis és Nanoszerkezetii Anyagok Kutatocsoport

Mar tiz éve, hogy Collins és munkatarsai nagy jelent0ségii munkat kozoltek [1], amiben 6sszekapcsoltak
az anion-kation parok vizes oldatban tapasztalt parképzési hajlanddsagat a Hofmeister aktivitasukkal. Ezzel
nevéhez kotdédo szabaly (,,law of matching water affinities”) alkali halogenidek vizsgélata alapjan kimondja,
hogy hasonld oldhatosagi ionok nagyobb hajlandosagot mutatnak a parképzésre mint azok amelyek
oldhatdsaga jelentdsen eltér egymastol. Az elsd csoportba tartoznak kozmotrop-kozmotrop és a kaotrdp-
kaotrop ionparok, mig a masodikba az eltér6 Hofmeister aktivitdst (kozmotrop-kaotrép) parok. Collins
szerint az ionok affinitdsa a vizhez, azaz a hidrataciojuk erdssége szintén Osszekapcsolhaté Hofmeister
aktivitasukkal. Nevezetesen a kaotrop ionok gyengén a kozmotropok erdsen hidrataltak [2,3]. Ez a koncepcio
altalanosithaté fehérjék kolcsonhatisaira is és hozzéasegithet nem csak a fehérje-ion és fehérje viz
kolesonhatasok, de a fehérjén beliili ionos kdlcsonhatasok jobb megértéséhez is. A fehérjéket alkotod
csoportok tobbsége gyengén hidratalt és igy kaotrdp (pl. a protondlt guanidinium és amino vagy a semleges
amid, vagy szénhidrogén csoportok) a Collins osztalyozds szerint. Csupan egyetlen erdsen hidratalt
(kozmotrop) csoport fordul eld, a karboxilat. A Collins szabaly alapjan igy a fehérjékben eléfordulo, viznek
kitett sohidak (pl. Asp-Arg) nem lesznek stabilak. Felvetddik a kérdés, hogy létezik-e olyan kémiai
modositas, amivel ezek a séhidak stabilabbak lesznek.

Ezt a kérdést vizsgaljuk meg molekuladinamikai szimulaciok segitségével a 20 aminosavbol felépiilé Trp
kalitka miniproteint hasznalva tesztrendszerként. Ezt a minifehérjét mar korabban is hasznaltuk a Hofmeister
effektus hatarfeliileti fesziiltségen alapuld fenomenologikus magyardzatanak alatdmasztasara [4]. Jelen
szamolasaink soran az Asp® aminosav oldallancat kaotrop fejcsoporttal kiegészitve vizsgaljuk a sohid Asp’-
Arg!¢ stabilitas valtozasat és ennek a minifehérje szerkezetére gyakorolt hatasat.

Koszonetnyilvanitas
Koszonjiik a NIIF-nek a sziikséges szamitastechnikai kapacitas rendelkezésiinkre bocsajtasat a szegedi és debreceni
kdzpontokban.

Irodalom

[1] Collins KD, Neilson GW, Enderby JE (2007) Biophys Chem 128: 95-104.

[2] Collins KD (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 92: 5553-5557.

[3] Collins KD. Biophys Chem (2012) 167: 43-59.

[4] Bogér F, Bartha F, Nasztor Z, Fabian L, Leitgeb B, Dér A (2014) J Phys Chem B 118: 8496-8504.
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Rocks, clocks and genes from other species

SZOLLOSI GERGELY JANOS!?

I Eotvos Lorand Tudomdnyegyetem, Biologiai Fizkia Tanszék
2 MTA-ELTE ,, Lendiilet” Evoliiciés Genomika Kutatécsoport

A genetikai szekvendlds feltinésével a rokon szekvencidkbol génfakat rekonstrualdé molekularis
filogenetika zsakutcaba keriilt. A megoldatlan kérdések megvalaszolasa helyett az j genomok megismerése
régi vitdkat szitott fel. Vilagos, hogy a génfak nem fajfdk, hanem mindegyik génfa evolicids események
sorozatanak egyedi kovetkezménye. Ugyanakkor, ha kiilonbségeiket egy kozos fajfa kontextusdban
is hozzafériink, mely hagyomanyos moddszerekkel nem lenne elérhetd. Példaul horizontdlis géntranszfer
(HGT) kizarolag egyidejlileg 1étezd fajok kozott fordulhatott eld, tehat a fajképzodés idobeli sorrendjérdl
hordoz informaciot. ezekkel a modszerekkel nyitott evolucios kérdésekre probaljunk valaszt adni: az egyik
ilyen, hogy HGT eseményeket ,,molekuldris fossziliaként” hasznalva megoldjuk a mikrobialis evolicid
idérendiségével kapcsolatos dilemmakat, a Fold torténetével dsszefliggésben is. Utdbbi esetében az elérhetd
fossziliak szama igen szlikos hatarok kozé szoritja a molekularis kormeghatarozé modszerek hasznalatat.
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Neutralis-e a tumorevolucio?

TIBELY GERGELY!, DERENYI IMRE? ES SZOLLOSI GERGELY'!

P ELTE Biolégiai Fizika Tanszék / MTA-ELTE Evoliiciés Genomika kutatécsoport
2 ELTE Bioldgiai Fizika Tanszék / MTA-ELTE Biofizika kutatécsoport

A rak egy szomatikus evoltcios folyamat eredménye. A tumor ndvekedésével ugyanakkor a tumoron
beliil az evoltcio folyik tovabb, ujabb mutaciok keletkeznek, a tumor egyre tobb és tobb részre tagolodik.
Felmeriil a kérdés, hogy az egyes szubklonok egyforma dinamikdval ndvekednek-e, vagy esetleg
kozrehathatnak szelekcios folyamatok is, amelyek hatdsdra némelyik szubklon jobban elterjed, mésok
visszaszorulnak. Friss eredmények szerint szamos esetben nincs kiilonbség a szubklonok kozott szelekcid
szempontjabol, a szubklonok azonos rataval novekednek. Mint az eldadasbol latni fogjuk, alaposabb
szemrevételezéssel azonban komoly kérdések vetddnek fol az eredmények szignifikancijat illetden,
egyaltalan az elméleti elorejelzések kisérleti igazolhatdsagaval kapcsolatban, figyelembe véve a jelenlegi és
kozeljovobeli technolégidk hatarait. Ugyanakkor a felhasznalt empirikus adatok kozott szerepel egy, a
szubklonok szelekcidja szempontjabol kevésbé jelentés mennyiség: a tumoron beliili gyakori mutaciok
szama. Ennek empirikus értékei nehezen egyeztethetdek dssze a szomatikus mutaciok keletkezésérdl alkotott
szokdsos képpel. A jelen el6adasban vazolom a lehetséges alternativakat és a bel6lik levonhatod
kovetkeztetéseket.
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A ciklofoszfamid bioldgiai hatasainak termikus analitikai vizsgalat

FARKAS PETER!, KONCZOL FRANCISKA? ES LORINCZY DENES?

IPécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvosi Kar Radiolégiai Klinika, 2Igazsagiigyi Orvostani Intézet és
3Biofizikai Intézet

Munkank kiindulési alapjaul egy 40 éves, tumor eltavolitdson atesett, kemoterapidsan utdkezelt nébeteg
igazsagligyi szakértdi vizsgalata szolgalt. Tengeri malac n. ischiadicus-t és m. gastrocnemius-t hasonld
kemoterapias dozisnak kitéve, dozisfiiggd elvaltozasokat mértiink az allatbol preparalt mintakon, amely a n6i
paciens altalanos, kemoterapias kezelést kovetd idegi és mozgéasszervi problémai hatterét magyarazhattak
[1]. A kemoterapids beavatkozasok mellékhatdsainak irodalmi adatai alapjan célszerinek lattuk megemelt
mintaszammal, a kezelés soran érintett fontosabb célobjektumok (ideg, izom, bal kamra, vérplazma és vvt)
differencial pasztazo kalorimetrids (DSC) vizsgalatat. A dozisfliggd hatds minden mintanal igazolhatd volt
[2-4]. Ideg és vazizom mintak esetén szignifikans kiilonbséget talaltunk a jobb és baloldali mintak kdzott is
[2], amelynek célszerii tovabbi human vizsgalata. Vérplazma esetén a human mintakhoz hasonloan az
albumin mutatott nagyobb érzékenységet a dozisra. Voros vértestek esetén mar a DSC gorbék alakja és
lefutésa is (a denaturacids paraméterek mellett) egyértelmli dozisfiiggést mutatott. A kemoterapias kezelés
tehat a teljes szervezet elleni tamadast jelenti, igy eredményeink a fokozottabb kontrol és egyénre szabott
terapia fontossagara is felhivjak a figyelmet.

Koszonetnyilvanitas

A szerz6k koszonetiiket fejezik ki Domse Angélanak a kisérleti allatok kemoterapias kezeléséhez adott technikai
segitségéért. A Setarm Micro DSC-II beszerzése az OTKA CO-272 (L.D.) palyazatbol tortént. Jelen munkéankkal a Pécsi
Egyetem alapitasanak 650. évfordulodja eldtt tisztelgiink.

Irodalom

[1] Konczol F, Wiegand N, N6t LG, Lérinczy D (2014) J Thermal Anal Calorim 115:2239-43.
[2] Farkas P, Konczol F, Lorinczy D (2016) J Thermal Anal Calorim 126:47-53.

[3] Farkas P, Kénczol F, Lérinczy D (2017) J Thermal Anal Calorim 127:1181-5.

[4] Farkas P, Konczol F, Lorinczy D (2017) J Thermal Anal Calorim 127:1239—-1243.
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Az emberi test dsszetételének vizsgalatara szolgalo fizikai modszerek:
osszehasonlito és megbizhatosagi tanulmany

NEAGU MONICA!, MUNTEANU OANA!, PUPAZAN VASILE!, HORHAT RALUCA! ES NEAGU ADRIAN!2

! Department of Functional Sciences, Victor Babes University of Medicine and Pharmacy, Timisoara,
Romania
2 Department of Physics & Astronomy, University of Missouri, Columbia, U.S.A

Az egészséges életmdd nem jar feltétleniil alacsony testtomeggel. Kiegyensulyozott étrend és rendszeres
sport Utjan izomtOomeggyarapodas érhetd el, amely hosszi tavon segit az egészség meglrzésében.
Kovetkezésképpen, az egészségi allapot kiértékelésénél a testtdomegindex mellett érdemes az egyén
testosszetételét is figyelembe venni. Ennek meghatarozasara tobb kdzvetett modszert dolgoztak ki, amelyek
nagy része fizikai elveken alapszik.

Munkankban harom modszert alkalmaztunk a felnétt emberi test zsiraranyanak (per cent body fat, % BF)
meghatarozasara: (i) a test altal kiszoritott levegé pletizmografiajat (BOD POD, Cosmed, USA) [1], (ii) a
tobbfrekvencias bioelektromos impedancia mérését [2] és (iii) az ultrahangos antropometriat [3]. Az
eredmények Osszehasonlitasara, valamint a kiilonb6z6 technikak megbizhatésaganak jellemzésére, Bland-
Altman grafikonokat hasznaltunk [4].

Sikeres gyakorlati alkalmazasai ellenére a BOD POD jelenleg is tudomanyos kutatas targya, ugyanis a
vizsgalat alanyat koriilvevé levegdé termodinamikai allapotvaltozasai szamos tényezot6l filiggenek,
befolyasolvan az eredmények megbizhatosagat. Valoban, paros mérések 3%-aban valoszinitlenul nagy
kiilonbségeket figyeltek meg az egymast kovetd tesztek eredményei kozott [5]. Tanulmanyunkban
kimutatjuk, hogy a miiszert kezelé személy nem befolyasolja az eredményeket, viszont a vizsgalt személy
testhelyzete jelentés hibak forrasa lehet. Tovabba felmérjiik egy tObbszords tesztelésre alapuld metodika
értékét [6]: ha két egymas utani tesztbdl szarmazd zsirarany kiilonbsége tobb mint 1% BF, egy harmadik
tesztet is végrehajtunk, és az egymashoz kozelebb esé két értéket vessziik figyelembe. Megmutatjuk, hogy
ezaltal a mérési hiba 53%-kal lesz kissebb mint egyéni tesztek esetében.

Tanulmanyunk szerint a vizsgalt technikak mérési eredményei néhany % BF-el térnek el egymastol; ezért
testossszetételt idoben kdvetni egy bizonyos moédszerrel érdemes. Komplexitasa ellenére a BOD POD
kényelmes és megbizhatd, kiilondsen akkor, ha két (esetleg harom) egymas utani teszt alapjan hatarozzuk
meg a test zsiraranyat.

Irodalom

[1] Dempster P, Aitkens S. (1995) Medicine & Science in Sports & Exercise 27: 1692-1697.

[2] Kafri MW, Potter JF, Myint PK. (2014) European Journal of Clinical Nutrition 68: 677-682.
[3] Wagner DR (2013) Journal of Obesity 280713: 1-9.

[4] Bland MJ, Altman DG (1986) The Lancet 327: 307-310.

[5] Noreen EE, Lemon PWR (2006) Medicine & Science in Sports & Exercise 38: 1505-1509.
[6] Tucker LA, Lecheminant JD, Bailey DW (2014) Perceptual and Motor Skills 118: 563-570.
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A terjedo depolarizaciokkal jaro interstitialis kaliumhullam érosszehuzodast
indukal egér agykéregben

MENYHART AKOS!, FARKAS ELEK ATTILA2, VARGA DANIEL PETER!, TOTH REKA!, BALINT
ARMAND RAFAEL!, KRIZBAI ISTVAN? ES FARKAS ESZTER!

I Szegedi Tudomanyegyetem, Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet
2 MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet

Az idegszovetben az extracellularis kalium szintjének mérsékelt emelkedése (<20 mM) vazodilatator
hatast, mig a kaliumszint markdns emelkedése (>20 mM) az agyi erek 6sszehtizoddsat okozza. A terjedd
depolarizacié (spreading depolarization, SD), mely a sériilt agyban kialakul6é pathofizioldgiai jelenség, a
kalium-koncentraciot a vazokonstriktiv tartomanyba emeli, de ennek szerepe az SD-t kdvetd hemodinamikai
valasz kialakitasdban nem tisztazott.

Célul tztiik ki, hogy az SD-vel jaro kalium-felszaporodas vazoaktiv hatdsat azonositsuk.

Him, altatott (1,5-2 5 izofluran, vagy 4 mg/kg Avertin) C57BL/6 egerek parietalis kérge felett két
koponyaablakot alakitottunk ki. A kaudalis ablakban 1 M KCI topikalis rimosasaval valtottunk ki SD-ket.
Az SD-k megjelenését a rosztralis ablakban a helyi mezdpotenicél elvezetésével igazoltuk, az extracelluléris
kalium szintjének valtozasat ionszelektiv mikroelektrodaval, a vérataramlasi valaszt lézer-doppleres
aramlasméréssel mértiik (n=6). Az SD-vel jaré kaliumhullamot egy kalium-szenzitiv fluoreszcens festékkel
(APG-2) tettiik lathatova in vivo két-foton mikroszkopia segitségével (n=5). A prepardtumban az ératmérok
értékelését segitette az erek feltoltése vorosen fluoreszkaldé rhodamin dextrannal.

Az SD-k megjelenését a DC potencial tranziens, negativ kitérése jellemezte (16.18 + 5.15 mV). Az SD-
vel jar6 fokozatos, tranziens (66.63 + 29.69 s) kaliumszint-emelkedés (38.01 + 10 mM) id6ben egybeesett az
agyi vérataramlas markans csokkenésével (23.22 £ 6.91 %). A kaliumhullim megjelenését az APG-2
fluoreszcencia-intenzitdsanak erdsddése jelezte, melynek hulldimfrontjdn a mikroerek latvanyosan
Osszehuzodtak.

Eredményeink azt bizonyitjadk, hogy SD-vel az extracellularis kaliumszint erdteljes ndvekedése a
mikroerek vazokonstrikcidjat és a helyi vérataramlds csokkenését okozza, mely aldtdmasztja az SD-re
kialakulo, szovetkarositd, dominans hipoperfuzidos komponenst tartalmazo aramlasi valaszok kialakulasat a
stroke-on vagy zart koponyasériilésen atesett emberi agyban.

Koészonetnyilvanitas

A poszter elkészitését a kovetkezd tamogatok segitették: a Nemzeti Kutatasfejlesztési és Innovacios Hivatal (K111923
és K120358); az EFOP-3.6.1-16-2016-00008 azonositdji, EU tarsfinanszirozasu projekt, és a
GINOP-2.3.2-15-2016-00048 szamu, az Eurdopai Uni6 tamogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap
tarsfinanszirozasaval megvalosulo projekt.
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Melanoma — endotél adhézio dinamikaja: Kkritikus 1épés az agyi metasztazis
kialakulasahoz

VEGH ATTILA GERGELY!, DOMOKOS REKA ANITA!2, VARGA BELA!3, FAZAKAS CSILLA!,
WILHELM IMOLA!#, KRIZBAI ISTVAN!#, SZEGLETES ZSOLT! ES VARO GYORGY!

! MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet, Temesvari Krt. 62, H-6726 Szeged, Magyarorszag
2 Babes-Bolyai Tudomanyegyetem, Fizika Kar, Mihail Kogalniceani 1, RO-400084 Kolozsvar, Romdnia
3 Charles Coulomb Laboratorium, UMR 5221 CNRS- Montpellier Tudomdnyegyetem, Place Eugen Batallion
CCO074 Bat. 21, 34095 Montpellier, Franciaorszag
4 Elettudomdnyi Inteézet, Vasile Goldis Nyugati Tudomanyegyetem, Liviu Rebreanu 86, RO-310045, Arad,
Romania

Az elsddleges daganatok attétképzésének okai és feltételei koriil sok még a nyitott kérdés, példaul milyen
szelekcio alapjan dol el a metasztazis kialakulasa, vagy mi allhat a hatterében egyes tumorok fokozott
metasztasisképzésének. Az agyi metasztazisok a rak legrettegettebb komplikaciodi kozé sorolhatok, mivel
igen rossz prognozissal birnak [1]. Klasszikus nyirokkeringés hidnyaban, a koponti idegrendszerbe vald
attétképzes folyamataban kulcsszerep jut a hematogén utvonalnak [2]. Ennek a tobblépcsés folyamatnak az
elsd és dontd 1épése a véraramban sodrodd tumorsejtek megfeleld tapaddsanak kialakuldsa az endotél
sejtréteghez, mely a vér-agy gat els6 védvonala [3].

Az intercellularis dinamika fontos nanomechanikai aspektusokat hordozhat, ezért kiemelkedd
jelentoséggel bir a kozvetlen intercellularis kapcsolatok nagy pontossadgu vizsgalata [4], [5]. Egy atomerd
mikroszkop erdspektroszkopiai modszereinek alkalmazasaval harom melandéma sejttipus (WM35, A2058 és
A375) és egy agyi mikrokapillaris endotél sejtréteg (hCMEC/D3) kozotti kolesonhatas adhézids
tulajdonsagat és dinamikajat vizsgaltuk. Az egyes sejtek kozott kialakult adhézids erd tobblépéses és tobb
szerepl6s molekularis kapcsolodastol fiigg, ahol egyes szereplok nehezen azonosithatoak.

Egyszeri mechanikai megfontolasok alapjan harom kiilonb6z0 metasztatikus potenciallal rendelkezd
melandoma sejtek konfluens endotél sejtréteghez vald tapadasat jellemeztiik €s hasonlitottuk Ossze. A
latszolagos mechanikai tulajdonsagok, mint példaul a relativ rugalmassag, a maximalis adhézios erd, az
egyedi szakadasi események szdma, mérete ¢és tavolsaga a kialakult kapcsolat lenyomatanak tekinthetéek
sejt-specifikus eltéréseket mutatva. Eredményeink azt mutatjak, hogy a nanomechanikai tulajdonsagok ¢és a
sejtek metasztatikus potencialja 0sszefiiggenek. Az erdsebb tapadasi tulajdonsag invazivabb jellegre mutat,
amelyet részben a kihiz6dé memran nanocsovek dinamikaja kozvetit.

Koészonetnyilvanitas

A kutatast a Nemzeti Tudomanyos Alap OTKA K116158, PD115697, PD121130, valamint a
GINOP-2.3.2-15-2016-00001 / 00020 / 00034 és GINOP-2.3.3-15-2016-00030 programok tamogattak. Wilhelm Imola
(BO/00334/16/8) és Végh Attila Gergely (BO/00598/14/8) MTA Bolyai Janos kutatasi 6sztondijban részesiiltek.

Irodalom
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Az extracellularis vezikulak a sugarzas szomszédsagi hatasanak kozvetitoi

LUMNICZKY KATALIN, SZATMARI TUNDE, KIS DAVID, KIS ENIKO, PERSA ESZTER, Kis ENIKO ES
SAFRANY GEZA

Orszagos Kozegészségiigyi Intézet, Sugarbiologiai és Sugdregészségiigyi Foosztaly, Sugarorvostani Osztaly,
Budapest

A sugarzds szomszédsagi (bystander) hatisai a sugarexpoziciot kozvetleniil nem kapott sejtekben
nyilvanulnak meg. A szomszédsagi hatas kivaltasaban szerepet jatszé mechanizmusok nem teljesen ismertek,
a kozvetlenill sugartaldlatot szenvedett sejtek altal kibocsatott szolubilis szignaloknak fontos szerepiik van
ebben a folyamatban. Az extracelluléris vezikulak (EVk) olyan membrannal hatérolt struktarak, amelyeknek
a komplex tartalma alkalmassa teszi ket a bystander szignal kdzvetitésére.

Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk az EVk szerepét a sugdrzds szomszédsagi hatasanak a
kozvetitésében, illetve hogy a sugéarzas milyen hatassal van az EVk belso dsszetételére.

C57Bl/6 egereket kiilonboz6 dozist egésztest besugarzasnak vetettiink ala. A csontveldbdl és a plazmabol
EVt izolaltunk. A csontveldi EVk egy részét nem besugarazott egerek farokvénajaba oltottuk, egy masik
részeébdl, valamint a plazma eredetli EVk-bol mikroRNS-ket izolaltunk. A kozvetleniil besugarazott és EV-
oltott egerekben nyomon kovettiik a DNS karosodas mértékét a csontveldben és a lépben, a kiilonb6zo
csontveldi Ossejt populaciok, valamint 1épsejt alpopulaciok szambeli és fenotipusbeli valtozasat.

A DNS karosodasra utalo jelatviteli utvonal a kozvetleniil besugarazott sejtekben dozisfiiggd aktivaciot
mutatott. A csak EVk-kel kezelt allatokban szintén jelen volt, de nem dozisfiiggden. Az EV kezelés hatasara
jelentésen moddosult a kiillonb6zé csontvel6i dssejt populacid, valamint limfocita alpopuldcié szambeli
Osszetétele, proliferacios kinetikdja és aktivacios statusza. Olyan sugarzéds hatasara specifikus mikroRNS
panelt sikeriilt beazonositani a csontveldbdl izolalt EVk-ben, amelyek a DNS karosodas javitasdban és
kiilonb6z6 immun folyamatok szabalyozasaban vesznek részt.

Osszefoglalva, elmondhatjuk, hogy az EVk képesek a sugirzis szomszédsigi hatasat kozvetiteni és
mikroRNS 6sszetételiik alapjan alkalmasak lehetnek a sugarexpozicié markereiként szolgalni.

Tamogatas: DoReMi és OPERRA EU-FP7 palyazat és NKFI Alap altal finanszirozott
VKSZ 14-1-2015-0021 palyazat.
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Immunologiai és gyulladashoz kapcsolodo szolubilis markerek vizsgalata
sugarterapiaval kezelt fej-nyak tumoros betegek plazmajaban

Kis ENIKO!, PIOTR WIDLAK?2, SAFRANY GEZA! ES LUMNICZKY KATALIN!

! OKI-OSSKI, Budapest
2 Maria Sklodowska-Curie Memorial Cancer Center and Institute of Oncology, Gliwice Branch (COG)

Bevezeté: Az ionizalo sugarzas hatdsara a genetikai sériilések mellett immunologiai valtozasok és
gyulladasos folyamatok is kialakulnak, amelyek markerei lehetnek akar a sugarexpozicionak, akar
sugarterapiaval kezelt daganatos betegek esetében eldre jelezhetik a terapiara adott valaszt, illetve a
kialakul6 sugarterapidhoz kapcsolodo szovodmények kockazatat. Munkank célja a gyulladasos folyamatok
kialakulasaban résztvevd citokinek és egyéb gyulladasos faktorok valtozasanak vizsgalata volt
sugarterapiaval kezelt fej-nyak tumoros betegekben.

Moédszerek: Sugarterapiaval kezelt fej-nyak tumoros betegekt6l szarmazo plazma mintakon végeztiink
citokin array vizsgalatokat (Proteome Profiler Antibody Arrays, Human XL Cytokine Array Kit, R&D
Systems, #ARY022B). A betegmintakat a Gliwicei Onkoradiologiai Kozpontban gyjtottek kozvetleniil a
sugarkezelés elott, a kezelést kdvetden illetve egy honappal késobb. Egészséges kontrollként megfeleld koru
¢s nemil személyekbdl szarmazé plazmat hasznaltunk. Betegenként 350ul plazmat vittiink fel az array
membranokra, majd biotinilalt detektalo antitest koktéllal sztreptavidin-HRP és chemiluminescens detektalo
reagensekkel valod inkubalast kdvetden filmre (CL-XPosure Film, 34088, Thermo Scientific) exponaltuk az
eredményeket. A kiértékelést Imagel szoftverrel végeztiik. (https://imagej.nih.gov/ij/download.html
2016.11.07)

Eredmények: A 105 kimutathatd fehérje koziil 6sszesen harminchat volt értékelhetd minden plazma
mintaban. El6zetes eredményeink alapjan két fehérje, a Complement Component C5/C5a (p=0,013, 95%CI:
0,04295-0,2030) és a Trombospondin (p=0,0346, 95%CI: 0,02241-0,3061) valtozott szignifikansan egy
héonappal a kezelést kdvetden a kezelés el6tti mintahoz képest. Az IGFBP-3 és a Lipocalin2 a sugarkezelést
kdvetden azonnal is, az egy honappal késobbi mintakban pedig 6t tovabbi fehérje, az Apolipoprotein A-I,
Endoglin, IGFBP-3, Lipocalin2, és a PF4 valtozasa pedig kozel szignifikans értékeket mutatott. A fenti
fehérjék valtozasanak ELISA-val torténd validalasa folyamatban van.

Kovetkeztetés: Sikeriilt beazonositanunk tobb olyan fehérjét, amelyek sugarkezelt fej-nyak tumoros
betegekben a sugarkezelés utan konzekvens valtozast mutattak. Ezek a fehérjék potencialisan alkalmasak
lehetnek akar bioindikatorokként a sugarexpozicido kimutatasara, akar prognosztikai és/vagy prediktiv
markerekként a terapiara adott valasz, illetve a késOi mellékhatasok kockazatanak becslésében, és igy
célpontjai lehetnek késébbi molekularis epidemiologiai vizsgalatoknak.

Tamogatas:
OPERRA EU FP7 projekt (604984)

JEGYZETEK

43


https://imagej.nih.gov/ij/download.html%25202016.11.07

Bioszenzorika és bio-nanotechnologia Augusztus 25.

E35

Virus DNS ejekcio nanobiofizikaja

KELLERMAYER MIKLOS, VOROS ZSUZSANNA, CSiK GABRIELLA ES HERENYI LEVENTE
Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

A virusok genetikai anyagot tartalmazé nanoméretli fehérjekapszulak. A dsDNS virusok paranyi méretiik
és relativ egyszertiségiik ellenére bamulatos nanogépezetek: a kapszid méreténél mintegy ezerszer hosszabb
dsDNS molekulat képesek becsomagolni a kapszidba; ehhez a jelenleg ismert leger6sebb mechanoenzimet
(virus portalis motor) fejezik ki és haszndljdk; és genetikai anyagukat bonyolult és kifinomult molekularis
injekcios szerkezettel juttatjadk be a megfert6zott gazdasejtbe. Jollehet a virusok szerkezetét és miikodését
egyre pontosabban ismerjiik, tovabbra sem ismert az a jelatviteli mechanizmus, amelynek hatasara a DNS
kilokddése a gazdasejt felismerését kdvetden beindul.

Kisérleteinkben 40 kbp genomidlis dsDNS-t tartalmazo érett T7 bakteriofagokat vizsgaltunk. A feliiletre
adszorbealt fag partikulumok topografiai szerkezetét, nanomechanikai tulajdonsdgait és erdvezérelt
szerkezeti valtozasait nagyfelbontdsu atomerdmikroszkdppal (AFM) vizsgaltuk [1]. A kapszid gyengéd
mechanikai tapogatdsa meglepd modon a genomialis DNS hirtelen kilokddését, ejekciojat valtotta ki. A DNS
a virus farok komplexén keresztiil, vagyis a fertdzéskor szokéasos titvonalon 16k6dott ki. Mindebbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a mechanikai eréhatas a DNS ejekciot beinditd kapcsoloként mikodik. Szamitasaink
szerint az alkalmazott er6 a kapszidban uralkodé mintegy 60 atm nyomast csak kis mértékben, mintegy
0,1-0,2%-kal novelte. A kapcsolasi sebesség exponencialisan nétt az alkalmazott atlagos er6 fiiggvényében.
Er6fiiggd méréseink szerint a kapcsolasi reakciokoordinata mentén a kiindulési allapottél 1.2 nanométerre
egy 23 kcal/mol nagysagli aktivaciés energiagat helyezkedik el. A kilok6édott DNS alakjabol arra
kovetkeztetiink, hogy propulzids erdknek volt kitéve. A propulzios erd, amely elsésorban a kapszidban levd
nyomas eredménye, feltehetden segit a DNS kilokddési reakcid beinditasaban, illetve az ejekcioért felelds,
nem pontosan ismert szerkezetii fehérjekomplex eléfeszitésében. Ebben az eldfeszitett allapotban kismértékii
kiilsé erdhatés is elegendd ahhoz, hogy mintegy kapcsoldszeriien beinditsa a DNS ejekcio folyamatat. A
mechanikai kapcsold szerkezete és szerkezetvaltozasai nem ismertek. Nagyfelbontisi AFM felvételeink
azonban arra utalnak, hogy a T7 farok komplex ¢és a karokként miik6do rostfehérjék egymashoz viszonyitott
térbeli elhelyezkedése szerepet jatszhat a kapcsold funkcioban.

Irodalom
[1] Voros Z, Csik G, Herényi L and Kellermayer MSZ. (2017) Nanoscale 9: 1136-1143.
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Biologiai gatrendszerek tenyészetes lab-on-a-chip modelljei

DELI MARIA, ANA RAQUEL PATO SANTA MARIA, KINCSES ANDRAS, WALTER FRUZSINA, HORANYI
NORA, LIPKA DORA, VALKAI SANDOR ES DER ANDRAS

MTA Szegedi Biologiai Kutatokézpont, Biofizikai Intézet

Az orvosbiologiai és gyogyszerfejlesztési kutatasokban a biologiai gatak vizsgalatanal el6térbe kertiltek
az 10j, integralt és miniatiirizalt modellrendszerek. Ezek az 0j eszkdzok lehetévé teszik a gatrendszerek
valosideji vizsgalatat, alkalmasak gyogyszerhatdoanyagok atjutasanak tesztelésére, sejtkolcsOnhatasok
tanulmanyozasara és korallapotok modellezésére. A Biologia Barrierek és a Biomolekularis Elektronika
kutatocsoportok egylittmiikodése soran olyan az eddiginél tobb funkciodt integralé mikrofluidikai eszkozt
allitottunk eld, amely alkalmasnak bizonyult a vér-agy gat, a bél- és a tiidéham sejttenyészetes modellezésére
és komplex vizsgalatara. Az egymastdl kozépen porézus membrannal elvalasztott csatornakat és az ellenallas
méréshez aranyelektrodakat tartalmazo biochip eszkdzt ultraibolya fényre megszilardulo PDMS polimerbdl
alakitottuk ki két iiveg targylemez kozott. A biochip lehetdvé teszi két és harom sejttipus egyiitt tenyésztését,
a tapfolyadék aramoltatasat, a teljes sejtréteg mikroszkopos vizsgalatat, a sejtréteg elektromos ellenallasanak
valods idejli kovetését, €s permeabilitasi méréseket [1]. Az 0j lab-on-a-chip eszkdzre szabadalmat nyujtottunk
be.

A jelenleg folyo kutatas célja, hogy a biochip segitségével 0j, human sejten és sejtvonalakon alapuld
modelleket fejlessziink ki a vér-agy gat, a choroid plexus, a 1éguti és a bélham tanulmanyozasara. Francia
partnereinkkel egyiittmitkodésben human ko6ldokzsinorvér Ossejtekbdl differencialtatott endotélsejteket
hasznalunk a vér-agy gat tenyészetes modelljéhez [2], amelyet elsdként vizsgalunk a lab-on-a-chip
eszkdzben. Az Uj eszkOz segitségével az eddigieknél jobb, az élettanihoz kozelebb alldé modelleken
tanulmanyozhatjuk az emberi gatrendszereket.

Koszonetnyilvanitas
OTKA 101821, EU H2020 keretprogram ,,European Training Network Brain Barriers Training” 675619 projekt,
GINOP-2.3.2-15-2016-00001.
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Genetikailag modositott flagellin rétegeken €16 sejtek adhézigjanak nyomon
kovetésére jelolésmentes optikai bioszenzorokkal

KOVACS BOGLARKA!2 SZEKACS INNA!, KAKASI BALAZS3, KURUNCZI SANDOR!, VONDERVISZT
FERENC23, HORVATH ROBERT!

! Vegyészmérndoki- és Anyagtudomanyok Doktori Iskola, Pannon Egyetem
2 Nanobioszenzorikia Lendiilet Kutatocsoport, MTA EK Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézet
3 Bio-nanorendszerek Kutatélaboratorium, Bio-nanotechnoldgiai és Miiszaki Kémiai Kutatdintézet, Pannon
Egyetem

A sejt-anyag kolcsonhatasok tanulmanyozasa soran a legfontosabb 1épés a feliileti bevonatok
tulajdonsagainak kialakitasa. Munkank soran az volt a célunk, hogy koltséghatékony, egyszertien eldallithato
eloallitott flagellin variansok segitségével képesek voltunk kialakitani sejttaszitdo ill. erdsen adheziv
feliileteket is.

Korabbi munkankban megmutattuk, hogy a vad tipust flagellin orientalt és siiri monoréteget alkot
hidrofob feliileteken, ugy, hogy a flagellin D3 doménje az oldat irAnyaba néz [1]. Azt feltételezziik, hogy ez a
nanostrukturalt réteg a bakterialis flagellaris filamentum felszinét utdnozza, és sejttaszitd tulajdonsaggal
rendelkezik. Emellett a flagellint hordozé molekulaként is felhasznaltuk és sejtadhézidt indukald peptid
szekvenciakat épitettiink bele. A fehérje D3 doménjét kicseréltiik kiilonboz6 linker parok segitségével egy
vagy tobb RGD (Arg-Gly-Asp) motivumra. A kiilonbozo linker parok eltérd hozzaférhetdséget ¢s flexibilitast
biztositanak a sejtek szamdra. A moddositott flagellinek felhasznalasaval olyan bevonatokat tudtunk

crcr

crcr

az RGD motivumot kifejezd variansok eltéré meértékii sejtadhéziot indukalnak. Ennek koszonhetden a
genetikailag modositott fehérje variansokbol hangolhat6 feliileti bevonatokat tudtunk létrehozni [2].

Koészonetnyilvanitas
Jelen munkat az MTA Lendiilet programja, az NKFIH ERC_HU projektje, a BIONANO GINOP-2.3.2-15-2016-00017
projekt és az NN117849 OTKA palyazat tamogatta.
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Z.01d tea polifenol (EGCg) és a sejtadhézios matrix kolcsonhatasainak vizsgalata
jelolésmentes optikai bioszenzorokkal
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A zdld tea polifenol epigallokatekin-gallat (EGCg) pozitiv hatdsai mar régdta ismertek. A
szakirodalomban a szerzék leggyakrabban jeloléses technikékat alkalmaztak, igy a zold tea polifenol
vizsgalata jelolésmentes modszerekkel 0j perspektivakat nyithat meg [1]. Munkank soran optikai
jelolésmentes bioszenzorokat alkalmaztunk a kivonat €16 sejtekre (HeLa sejtvonal) és kopolimer bevonatokra
gyakorolt hatasanak vizsgalatara. Az altalunk kialakitott multikomponens rendszernek koszonhetéen a
polimer bevonat készitése, kezelése kis molekulakkal (EGCg ¢és oxidalt EGCg), és e kezelt bevonatokra
torténd sejtadhézio vizsgalata ugyanazon bioszenzor felilleten valosulhatott meg, tobb parhuzamos méréssel,
valods id6ben, igy reprezentativ kinetikai adatokat kaptunk a végbemend folyamatokrol. Eredményként egy uj
modellt allitottunk fel az EGCg ¢és a sejtadhézios matrix kolcsonhatasanak leirasara [2].
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Lepkeszarnyak szinének valtozasa a természetben és az alkalmazasban
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Bizonyos lepkék szarnyanak szinét két Osszetevd hatarozza meg: festékanyagok (kémiai eredetii) és a
szamypikkelyekben talalhaté fotonikus kristalyszerkezet fizikai szine [1]. A pikkelyek valtozatossagabol
ered6 mintazat az adott faj életében meghatarozo: a parvalasztasban, védekezésben, kornyezethez valo
alkalmazkodasban lehet szerepe.

A szerkezeti szin fiigg a nanoszerkezet periodikussagatol és jellemzd méreteitdl, valamint az azt felépitd
anyagok torésmutatdjatol. A torésmutatd kis valtozasa a megjelend szin spektrométerrel kimutathatd
valtozasat okozza. Ezt a tulajdonsagot felhasznalhatjuk a lepkeszarnyat koriilvevd gaz/géz-kornyezet
meghatarozasara fényvisszaverési mérések segitségével [2]. Boglarkalepkék szarnyan [3] két modszert is
bemutattunk a szini eltérések elemzésére: fékomponens-analizist, és ezen lepkék szemének érzékenységi
fiiggvényén alapuld sziningerteres abrazolast [4]. Megmutattuk tovabba , hogy az érzékelés a gbzoknek a
szerkezetben valo kondenzalddasa alapjan, kapillaris kondenzacié elvén miikodik [5]. Ujabb
vizsgalatainkban kiilonb6zo lepkék eltérd pikkelyszerkezetén mérheté optikai jelek valtozasat hasonlitjuk
Ossze. A detektalt jelek sokfélesége megfeleld adatfeldolgozassal noveli a gazérzékelés szelektivitasat.

Mivel az érzékelok esetében nagyon fontos a felhasznalt anyagok allandd mindsége és a
megismételhetség, elvégeztiik nagy szamu azonos faju lepke négy szarnyanak dorzalis oldalan a fotonikus
nanoarchitektiuratdol eredé fényvisszaverés 0Osszehasonlitasat. Gyors, merdleges roncsolasmentes [6]
méréseket hasonlitunk Ossze a lassabb, de atlagold eredményt ado integrald gdombos mérésekkel [7].
Osszehasonlitjuk kiilonbozé foldrajzi teriiletekrdl szarmazé populdciok szineinek valtozasat. A kiilsd
korilmények szinre gyakorolt hatasanak elemzésére elvégeztiink egy kisérletsorozatot, melyben a bab
allapotban levd lepkék hossz idejii hiitésének (egészen 62 napig) befolyasat vizsgaltuk [8]. Az
eredményeket kiilon targyaltuk a szarnyak dorzalis és ventralis oldalan, kiilon a himek és néstények esetén.
Optikai spektroszopos €s szerkezeti (elektronmikroszkopos) vizsgalatokat végeztiink az eléalloé valtozasok
hiitési id6tol valo fliggésének bemutatasara.
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Nativ forgo ATPaz miikodése oszcillalo elektromos térben
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A membran-kotott bio-makromolekularis komplexeknek van egy olyan osztalya, amelynek kulcsszerepe
van szamos normal életfolyamatban és betegségekben, és az ide tartozé fehérjekomplexek mikddése soran
azok alegységeinek egy csoportja forgd mozgast végez a komplex tobbi részéhez képest [1,2]. E forgd
enzimekben zajlo forgas sebességének megmérése korabban csak az enzim genetikai, kémiai és fizikai
modositasaval volt lehetséges. Tovabba, minden ilyen tanulmanyban az enzimet el kellett tavolitani nativ
membran kornyezetébol, sot legtobbszor bizonyos alegységeit levalasztottak [3-6]. Ezen beavatkozasok
kovetkezményeinek elkeriilése érdekében mi mas modon kozelitettik meg a problémat. Méréseinkben olyan,
élesztd vakuolumnbol készitett lipid vezikuldkat hasznaltunk, amelyek nagy koncentracioban tartalmaztak
vakuolaris proton-ATPazt (V-ATPazt), mégpedig megfeleld orientacidban, vagyis a katalitikus domén a
vezikulak kiilsé oldalan volt. A V-ATPaznak az ATPaz aktivitadsat specifikus gatloanyag segitségével
hataroztuk meg [7]. Azt vizsgaltuk — a V-ATPaz esetében elsoként —, hogy oszcillald transz-membran
elektromos tér hogyan befolyasolja a V-ATPaz enzimatikus aktivitasat. Az aktivitasnak az elektromos tér

crer

ATPazban, és egyuttal uj adatokat kaptunk az enzimatikus forgé6 mechanizmus modelljének javitasahoz [8].
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Fotoszintézis a talajban a hajtasban vezetett fénnyel
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Az el6z6 konferencian beszamoltunk arrol, hogy sikeriilt kimutatni a bab {ireges szaraban ¢s
spektralis 0sszetételét [1]. E munka folytatasaként kimutattuk, hogy a kiils6 fénytdl teljesen elzart, talajszint
alatti hajtasrégiokban kloroplasztiszok jelennek meg, klorofill szintézis folyik — ami fényaktivalt folyamat —
és olyan klorofill-protein komplexek alakulnak ki, amelyek a novény fold feletti hajtasrészeiben is
megtalalhatok. Ezek ardnyai viszont alacsony fényintenzitashoz adaptalodott fotoszintetikus apparatus
jellegzetességeit mutatjak. Klorofill-tartalomra normalva, az LHC-II mennyisége és az LHC-II/PS-II arany is
nagyobb volt, ugyancsak magasabb értéket adott a PS-1I szuperkomplex aranya is a talajszint alatti régioban,
mint a talaj feletti szovetekben. Alacsony fényintenzitason (10-55 pmol foton m2s!) a talajszint alatti és
feletti hipokotil régiok fotokémiai hozama hasonld volt, magasabb fényintenzitasnal azonban a fold alatti
részekben, foleg a PS II reakcié centrumok inaktivalodasa kovetkeztében csokkent az elektrontranszport.
Sikeriilt kimutatnunk a tilakoidokban egy PIP tipust aquaporin fehérjét is, ami csak a talajszint alatti régiok
jellegzetessége [2], és feltehetGen az esetleges tul nagy fényintenzitas hatasara (pl. a talaj megrepedésekor)
keletkez6 H20»-t tavolitja el a tilakoidokbol.

Mindezek az eredmények azt mutatjadk, hogy alacsony fényintenzitashoz adaptalodott, de aktiv
fotoszintetikus apparatus alakulhat ki az lireges szari novények talajszint alatti régidiban, ami a hajtas
fényvezetése kovetkeztében tud miikdodni. Modositani kell tehat azt az altalanos elvet, hogy a talajszint alatti
szoveteket csak a hajtasbol szarmazo fotoszintetikumok taplaljak.
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A fotoszintetizalo baktériumok fluoreszcenciajanak Kinetikai 6sszetevoi
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Ha a fotoszintetizalo bibor baktériumok (Rba sphaeroides, Rvx. gelatinosus) tenyészetét egységugras
id6profilu inzenziv (2 W/cm?, 808 nm) lézerdioda fényével gerjesztjiik, akkor a baktorioklorofillok
fluoreszcencia (920 nm) hatasfoka jellegzetes tranziens kinetikat (fluoreszcencia indukciot) mutat: kb. 1 ms-
ig tobb fazisban emelkedik, majd ezutan csokken, és végiil a masodperc-perc idétartomanyban (esetleg némi
hullamzas utan) allandosult értéket vesz fel ([1]-[4]). A kinetikai 6sszetevok a baktériumban fénnyel indukalt
(elsésorban) elektron-allapot valtozasokkal hozhatok 0sszefliggésbe [5]. Az egyes fazisok kialakitasdban 1) a
fotokémianak (elsddleges toltésszétvalasztasnak), 2) a festékek (elsdsorban a karotenoid és a
bakterioklorofillok) fény-indukalt triplett allapotainak, 3) a reakciocentrumbdl valo tdltésexportnak (redukalt
kinolok és oxidalt citokromok levalasanak/cseréjének) és 4) a reakcidocentrumot valamint a citokrom bci
fehérjekomplexeket magaban foglald ciklikus elektrontranszport-lancnak van meghatarozé szerepe. Az
eléadasban ismertetem a bakterioklorofill fluoreszcencia hatasfokanak altalunk alkalmazott mérési
modszereit (indukcid és relaxacio), a kinetikak szelektiv modositasara bevezetett genetikai, kémiai és fizikai
eljarasokat, ¢és végiil kisérletet teszek az egyes kinetikai fazisokhoz rendelhetd elektronallapot-valtozasok
azonositasara, €s egyszerii modell alapjan torténd szimulalasara.
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Fényindukalt konformacio-valtozasok igazolasa a masodik fotokémiai rendszer
reakciocentrumaban Klorofill fluoreszcencia tranziensek mérésével
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Az oxigénfejlesztésért felelos in. masodik fotokémiai rendszer (PSII) reakciocentrumanak (RC)
mukodését, a toltés-szétvalasztas €s stabilizalodas folyamatait és a rekombinacios utvonalakat jol ismerjiik
[1]; ezek az atomi felbontast kristalyszerkezet keretein beliil értelmezhetok [2]. Femtoszekundumos
krisztallografiai vizsgalatok arra is fényt deritettek, hogy a RC mikoddése soran konformacio-valtozasok
kovetkeznek be [2]. Ez felveti a kérdést, hogy a PSII jellemzésére altalanosan hasznalt valtozo klorofill
fluoreszcencia (indukcid) kizardlag az elsddleges, stabil kinon-akceptor (Qa) redukciojat tiikrozi, ahogy azt
az irodalomban legszélesebb korben vélik [3], vagy ezek a fluoreszcencia tranziensek részben a RC
szerkezetvaltozasainak koszonhetok, ahogy azt kordbban javasoltuk [4]. Kisérleteinkben egyszeri
toltésszétvalasztast kivaltd telitési fényfelvillanasokkal (STSFs - single-turnover saturating flashes)
gerjesztettiik a DCMU-val kezelt mintakat. A DCMU géatolja a Qa ¢és a Qp kozotti elektrontranszfert és igy
csak egyetlen stabil toltésszétvalasztast tesz lehetové. A 170 es 300 K kozott elvégzett méréseink
egyontetlien azt mutatjak, hogy az els6 STSF az Fo-r6l csak az F; szintig noveli a fluoreszcencia hozamot, és
- ellentétben a Qa modell alapjan vartakkal -, a maximalis Fm fluoreszcencia csak tovabbi gerjesztéssel
érheté el. Az inkrementum, (Fm-F1)/(Fm-Fo), nagysaga nagy mértékben fiigg a homérséklettol:
szobahomérsékleten koriilbeliil 15%, 170 K-on tobb mint 50%. Az Fi és Fn szintek relaxacidja komplex
modon fiigg a hdmérséklettdl: az Fi relaxacio csak -40 °C felett figyelhetd meg; ez a Qa- rekombinacios
folyamataihoz rendelhet6. Ezen homérséklet alatt csak az inkrementum relaxalodik; ennek életideje a perces
tartomadnyban mozog. Dupla-STSF kisérleteink azt is megmutattdk, hogy a fluoreszcencia hozam
novekedését az STFS-gerjesztések kozti sotét-intervallumok is dontden befolyasoljak. Mindezek alapjan
megallapithatjuk, hogy a PSII sotét-fény atmenetét kiséré klorofill-a fluoreszcencia indukcidoban a Qa
redukcidjat kovetd lassabb folyamatok — jelen adataink szerint — konformacio-valtozasok meghatarozo
szerepet jatszanak.
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Fluorescence quenching in transmembrane light-harvesting complexes
measured in single proteoliposomes
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Photosynthetic organisms are well adapted to work in naturally varying light intensities. One aspect of
this flexibility is the non-photochemical fluorescence quenching (NPQ), i.e. regulated dissipation of the
excess absorbed light energy in the photosynthetic light harvesting complexes [1]. In plants, NPQ primarily
occurs in the light-harvesting complex II (LHCII) and involves conformational changes and changes in the
supramolecular organization of LHCII in the thylakoid membranes [2, 3]. Here we investigate the role of
LHCII interactions in the membranes on the properties of NPQ. We employ a combination of single-
molecule fluorescence microscopy and of transmembrane protein reconstitution into liposomes. This
combined method enables measurements of the fluorescence of individual proteoliposomes, anchored onto
glass surfaces via Biotin-Neutravidin link. The liposomes further contain fluorescent labels that by the use of
co-localisation help to identify successfully reconstituted LHCII, isolate non-reconstituted proteins or
liposomes without protein and test the effects of vesicle size, curvature and protein density. Proteoliposomes
displayed a high degree of heterogeneity with respect to size, protein density and fluorescence yield, even
after separation into fractions by density gradient ultracentrifugation. This complicates the interpretation of
results from traditional bulk (macroscopic) measurements. The results also confirmed that the fluorescence
of LHCII is very sensitive to the supramolecular organization of the protein in the membrane. Plants exploit
this sensitivity of LHCII to regulate the thermal dissipation of the excess absorbed energy.
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Modern biofizikai modszerek

P1

Egyes baktériumsejtek és utodaik mikrofluidikai csapdazasa oregedés és
fenotipus heterogenitas vizsgalatara

ABRAHAM AGNES, NAGY KRISZTINA, KELEMEN LORAND ES GALAJDA PETER
MTA Szegedi Biologiai Kutatokézpont, Biofizikai Intézet

Jol ismert, hogy a baktériumok kettéosztodassal (binaris hasadas) szaporodnak, mely soran két genetikailag
azonos utddsejt jon l1étre. Fontos azonban megjegyezni, hogy ennek ellenére, egy klonalis populacion beliil
mégis kialakulhatnak fenotipusbeli kiilonbségek, melyek a populacio tulélése és a kornyezethez valod
alkalmazkodas szempontjabdl kulcsfontossaguak lehetnek .A jelenség biologiailag meghatarozd szerepére
utal az is, hogy hasonlo, fenotipusbeli heterogenitas nem csak baktériumoknal hanem emlds sejteknél is
megfigyelhetd. Habar egy ismert €s tobbszorosen megfigyelt jelenségrdl van szo, magarol a kialakulasi
folyamatrol nem sokat tudunk.

Laboratériumunkban kifejlesztettiink egy mikrofluidikai eszkdzt, mely alkalmas egy kivalasztott és
csapdazott “anyasejt” utddsejtjeinek idébeli nyomon kovetésére. Az eszkdz segitségével lehetdégiink van a
heterogenitas kialakulasanak részletesebb megismerésére. A mikrocsatornaban tobb generacion keresztiil
csapdazhatok a sejtek és mikroszkopiaval mérhetd karakterisztikus tulajdonsagaik. A csapdazott anyasejt
osztodik, majd miutan levalik rola az utddsejt, felhasznalva a folyadékaramlast belesodrodik a kdvetkezo
csapddba. Tobb osztodast kdvetden az Osszes csapda feltoltdédik az utdédokkal, ily modon lehetdség nyilik a
sejtek leszarmazasi viszonyainak nyomon kovetésére is. Ezzel az eszkodzzel vizsgalni tudunk olyan
fenotipusbeli jellemzoket, mint a sejt mérete, alakja, osztodasi rataja vagy génexpresszidja egy akar tobb
sz4dz generacion at szaporodé populacidban. Az adatok elemzésével feltarhatjuk az alapvetd elveket és
folyamatokat, melyek egy adott sejttdl szarmazd populacioban a fenotipusbeli heterogenitas kialakulasat
eredményezik.

Koszonetnyilvanitas

A kutatds az NKFIH K 116516 ¢és PD 112509 azonositéoszamu 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 palyazatok
tdmogatdsaval valosult meg.
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Multimodal localization based super-resolution microscopy with efficient photon
collection

GAJDOS TAMAS, NOVAK TIBOR, CSERTEG ZSOFIA ES ERDELYI MIKLOS
Department of Optics and Quantum Electronics, University of Szeged, Szeged, Dom tér 9., 6720 Hungary

A new imaging arrangement for localization based super-resolution microscopy was developed and
tested. The proposed optical setup provides multiple modalities (3D, polarization, spectral detection), but
leaves the lateral localization precision unaffected and applies all the emitted photons.

Single-Molecule Localization Microscopy (SMLM) presents a powerful solution to resolve biological
problems smaller than the diffraction limited spatial resolution limit. The image quality obtainable by super-
resolution critically depends on the acquired number of photons, which then can be translated to localization
precision [1]. Among all modalities (3D, polarization and spectral information) introduced for SMLM
imaging the key problem remains, a sacrifice has to be made to encode the additional information into the
point spread function [2]. This results in the loss of lateral localization precision. To overcome this
undesirable effect we developed a unique imaging system to make multi-modal SMLM imaging.

The secondary optical system was built atop a Nikon TI-E frame using an additional high NA oil
immersion objective. The optical system was modeled and optimized using the OSLO optical design
software. The image acquisition was done using a single Andor EMCCD camera. Our localization software,
rainSTORM [3] was used for data processing with additional tools for image registration, z-calculation,
polarization degree and 3D visualization. Actin filaments (and cell cultures) were imaged using TIRF and
EPI illumination modes.

We found that using the proposed setup for volumetric imaging the lateral localization precision remains
unchanged when using bi-plane or astigmatism modalities. The setup also works for fluorophore orientation
measurements.

Our approach enables users to make the best-quality images and also simultaneously acquire information
regarding fluorophore axial position and orientation. The optical setup does not require the modification of
the detector path or the introduction of a second detector, and can be extended to enable other modalities.

References

[1] Thompson, Russell E., Daniel R. Larson, and Watt W. Webb. Biophysical journal 82.5 (2002): 2775-2783.
[2] Deschout, Hendrik, et al. Nature methods 11.3 (2014): 253-266.
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Indirekt optikai mikromanipulacio alkalmazasa €16 sejtek 3D fluoreszcens
megfigyelésére
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ISTVANZ, ORMOS PAL2, KELEMEN LORAND?

! Dipartimento di Fisica, Sapienza Universita di Roma, Olaszorszdg
2 MTA Szegedi Biolégiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet
3 Center for Soft and Living Matter, Ulsan National Institute of Science and Technology, Korea

crer

alapkutatasban és a diagnosztikdban kiilonb6z6, sejtekkel kapcsolatos jelenségek vizsgélatara, ahol a
moddszer igen gyakran fejlett képalkotasi eljardsokhoz is kapcsolddik. A sejtek direkt optikai csapdazasakor
fellépd fotokarosodast a csapdazo 1ézer hullamhosszanak gondos megvalasztasaval szokds csokkenteni.
Ennek alternativija lehet az, amikor a sejtekhez tapasztott mikroméretli targyakat, pl. mikrogyongyodket
hasznalunk egyfajta fogantyuként. Ekkor a karosodas gyakorlatilag eliminalhat6, valamint stabilabb
csapdazas is elérhetd a targyak és a viz kozotti megnovelt torésmutatd kontraszt miatt. Ebben a munkaban
megmutatjuk, hogy €16 sejteket lehetséges indirekt optikai manipulaciéval csapdazni specialisan, kétfotonos
lézeres polimerizacidval kialakitott és a sejtekhez tapasztott mikroméretii objektumok segitségével, melyeket
holografikus optikai csipesszel mozgatunk. Ennek a technikanak koszonhetden a sejtek és a csapdazéd
fokuszfoltok kozotti tavolsag tobb mikrométerre ndvelhetd, €s egyszeriien megvaldsithatod a sejtek gyors, 6
szabadsagi fokli mozgatasa. A modszer adta lehetdségeket a sejtek 3D fluoreszcens leképezésén keresztiil
mutatjuk be. A kisérletek soran egyedi sejtekrdl készitettiink 3D felvételeket izotép optikai felbontassal a
sejtek tobb iranyt megfigyelésével. Az egyes megfigyelési iranyokat a sejteknek az optikai tengelyre
merbleges tengely koriil, az optikai csipesszel valo forgatasaval értiik el. A bemutatott eszkdz és a sejtek
manipulacios mddozatai tobbféle optikai mikroszkopos technikaban alkalmazhatok.

Koszonetnyilvanitas

A bemutatott munkat a GINOP-2.3.2-15-2016-00001 és a GINOP-2.3.3-15-2016-00040 programok, valamint a Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal (NN 114692), tovabba az Europai Unidé Horizon 2020 Laserlab-Europe
654148 azonositoszamu kutatési és innovacios programja timogatta.
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Sejtek rugalmassaganak mérése optikai csipesszel

GREXA ISTVAN, MOLNAR JUDIT, KRIZBAI ISTVAN, ORMOS PAL ES KELEMEN LORAND
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Biofizikai Intézet

A sejten belilli folyamatok nagy részének megértéséhez sok esetben eldnyds megismerni a sejtek
mechanikai tulajdonsagait, mivel szdmos folyamat ezek altal szabalyozott vagy legalabbis hozzajuk kothetd.
Ilyen tulajdonsag példaul a sejtek deformalhatdsadga vagy azok elaszticitdsa. Az elsére példaként emlithetdk a
vorosvértestek, amiknek a kapillarisokon val6 athaladaskor erdsen megvaltozik az alakjuk. Az elaszticitds
fontos mechanikai jellemzdje példaul az endotél sejteknek, amelyek foképpen a kapillarisok falat alkotva
folyamatosan mechanikai stimulusnak vannak kitéve. Az elaszticitast jellemz6 Young-modulust a
sejtmembranra egy adott erdvel alkalmazott behatas altal kivaltott deformacié mértékébdl lehet kiszamolni.
Ezt a jellemzdt tipikusan atomerd mikroszkoppal (AFM) szokds mérni, amivel néhdny tiz pN-t6l a nN-ig
terjedd nagysagrendii erokkel tesztelhetd a sejt [1]. Amennyiben ennél kisebb erdkre van sziikség, az optikai
csipesz lehet egy hatékony alternativa, amellyel a fN-t6l a néhany szaz pN-ig terjed6 tartomanyon lehetséges
erdket alkalmazni.

Ebben a munkéban egy optikai csipeszen alapulé modszert mutatunk be, amely alkalmas sejtek felszinén,
jol lokalizaltan a rugalmassag mérésére. A lokalizalt erdkifejtéshez egy komplex mikroeszkozt készitettiink
kétfotonos polimerizacioval, amely allt egyrészrdl az optikai csipesz altal megragadhatdé mikrogydngyokbol,
masrészrol pedig a sejttel kolcsonhatd, kis gorbiileti sugaru probarészbol. A mikroeszkoz helyzetének pontos
meghatarozasahoz egy képanalizisen alapuld, kb. 30nm pontossaggal mikdddé pozicid-detektalasi eljarast
alkalmaztunk. Agyi endotél sejteken végzett kisérletekkel az irodalomban talalhat6 rugalmassagi tényezdkkel
azonos nagysagrendi (1.4kPa) értékeket mértiink. A mikromanipulécion alapulé modszer igazan azokban az
esetekben elony0s, ha a rugalmassagot az atomerd mikroszkoppal elérheténél kisebb (<pN nagysagrendii)
erdkkel sziikséges mérni. A modszer tovabbi eloénye, hogy a sejteket nem vilagitja meg az optikai csipesz
intenziv fénye, illetve lateralisan nagyobb erd érhetd el.

Koészonetnyilvanitas

A bemutatott munkat a GINOP-2.3.2-15-2016-00001 és a GINOP-2.3.3-15-2016-00040 programok, valamint a Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal NN 114692 programja tamogattak. This project has received funding from
the European Union's Horizon 2020 research and innovation programme under grant agreement no 654148 Laserlab-
Europe.
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[1] Végh AG, Fazekas Cs, Nagy K, Wilhelm I, Krizbai IA, Nagydszi P, Szegletes Zs, Varo Gy (2011) J Mol Recognit
24:422-428.
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Kémiai gradiensek hatasa baktériumpopulaciokra

NAGY KRISZTINA, S1POS ORSOLYA, VALKAI SANDOR, ORMOS PAL ES GALAJDA PETER
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Biofizikai Intézet

A mikroba k6zdsségek életében fontos szerepe van a kémiai heterogenitasnak, amihez a baktérium sejtek
altal termelt jelmolekulak és a kiilonféle tapanyag és toxin gradiensek egyarant hozzajarulnak. Laborunkban
kifejlesztettiink egy mikrofluidikai eszkdzt, mellyel ez az 6sszetett kornyezet jol modellezhetd.

A mikrotechnologia segitségével jol meghatarozott, pontos kémiai koncentracid eloszlasokat tudunk
kialakitani. Az eszk6z két nagy kamrabdl és egy kozponti csatornabol all, melyeket egy porézus membran
valaszt el egymastol. A linedris gradiens a molekulak membranon keresztiil torténd diffuzidja révén alakul ki.
A mikrocsatornaban a baktériumok szabadon uszhatnak egy statikus, &m kémiailag heterogén kornyezetben.
Ez a kisérleti elrendezés szamos elénnyel bir a korabbi technoldgiakkal szemben.

(1) A gradiens kialakulasa csupan néhany percet vesz igénybe és hosszu tavon (> 24 h) fennmarad.

(2) Fluoreszcencia mikroszkopia segitségével az eszkdzben populacidé szinten a baktériumok térbeli

eloszlasa, egyes sejtek szintjén pedig a mozgas pontos utvonala is meghatarozhato.

(3) Nagyfoku érzékenysége révén kemoeftektorok széles korének tesztelésére alkalmas.

A csatorndban kialakul6 gradiens nagysagat, idobeli lecsengését fluoreszcens festékoldattal jellemeztiik.
Hatékonysagat és érzékenységét E. coli baktériumok szamara jol ismert, illetve eddig ismeretlen
kemoeffektor potenciallal rendelkez6 aminosavakkal és kommunikécios jelzomolekulakkal bizonyitottuk.[1]
Kivételes lehetdség, hogy amennyiben a kamrakat baktériumtenyésztésre hasznaljuk, az eszkoz alkalmassa
valik fizikailag elkiilonitett, de kémiailag csatolt populaciok kolcsonhatasanak vizsgalatara is. Eszkoziinkkel
sikeriilt kimutatnunk szomszédos E. coli és P. aeruginosa populaciok egymasra gyakorolt hatasat. [2]
Nagyfoku érzékenysége révén ez a modszer értékes informaciokkal jarulhat hozza a hagyomanyos
mikrobioldgiai modszerekkel szerzett eddigi ismeretekhez. A hosszl tavon fennmaradé kémiai koncentracio
gradiens tobbek kozott olyan fontos bioldgiai problémak ujszerii megkdzelitésére adhat lehetdséget, mint az
antibiotikum rezisztencia heterogén kornyezetben torténd gyors evolicioja.

Koszonetnyilvanitas
A kutatas az NKFIH K 116516 és PD 112509 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 palyazatok tdmogatasaval valosult meg.

Irodalom
[1] Nagy K et al. (2015) Biomicrofluidics 9: p044105.
[2] Nagy K et al. (2014) Chem Biochem Eng Q 28: 233-240.
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A quorum érzékelés dinamikaja Pseudomonas aeruginosa baktériumban

NAGY KRISZTINA, ZSIROS VANDA, CSAKVARI ESZTER ES GALAJDA PETER
MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokézpont, Biofizikai Intézet

A baktériumok egyik kommunikécios jelrendszere az tigynevezett quorum érzékelés. A jelenség alapja,
hogy a baktériumok képesek bizonyos jelmolekuldk kibocsajtasara és érzékelésére. Ha a jelmolekula
koncentracidja meghalad egy kiiszobértéket, a sejtek az ugynevezett quorum allapotba keriilnek, mely
génexpresszios valtozasokkal is jar (példaul exoenzimek, virulencia faktorok termelddnek). A rendszer
segitségével a baktériumok specidlis gének atiroddsat képesek szabalyozni a populacié denzitdsdnak
fiiggvényében.

Laboratériumunkban a Pseudomonas aeruginosa baktérium quorum érzékelési haldzatat, azon beliil is a
las rendszer miikodését vizsgaljuk, olyan mutans baktérium torzs segitségével, mely nem képes a rendszer
aktivalasdhoz sziikséges 3-oxododekanoil-homoszerin lakton jelmolekula termelésére. fgy a baktériumok
csak abban az esetben keriilnek quorum allapotba, ha exogén jelmolekulat adunk a rendszerhez. A folyamatot
egy riporter plazmid segitségével, illetve fluoreszcens fehérje quorum fiiggd termelésének mikroszkdpias
kovetésével tudjuk tanulmanyozni.

Kisérleteink kozéppontjdban a quorum érzékelés dinamikéjanak vizsgalata all, mind populacié mind
pedig egyedi sejtek szintjén. A jelenség részletes megismeréséhez egy mikrofluidikai elrendezést hasznalunk
mely segitségével konnyen valtoztathatok a baktériumpopulacidkat éré fizikai-kémiai hatasok. Vizsgaljuk a
allapot be- és kikapcsoldsanak dinamikajara, illetve a populacié novekedésére. Kisérleteink alapjan
megallapitottuk, hogy a sejtek a jelmolekula hozzaadasa utan 1-2 6ran beliil elérnek egy ,,maximalis quorum
allapotot”, mely hosszi tdvon fennmarad még a jelmolekula kimosasa utan is. Megfigyeltilk, hogy a
jelmolekula jelenléte és a médium aramlasa visszafogja a populaciéo ndvekedését, illetve az AHL hatasara n6
a sejtek mozgékonysaga. Bar a quorum érzékelés alapvetden populdcié szintli folyamat, egyedi sejteken
végzett mérési eredményeink arra utalnak, hogy a sejtszintii valtozatossag szerepe is jelentos.

Koszonetnyilvanitas
A kutatas az NKFIH K 116516 és PD 112509 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 palyazatok tamogatasaval valosult meg.
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Fluoreszcens festék kotodésének hatasa az antitest affinitasara és a festékek
fotofizikai tulajdonsagaira

SZABO AGNES!, SZATMARI TIMEA2, RADI ILDIKO?, UILAKY-NAGY LASZLO!, SZOLLOSI JANOS!2, S
NAGY PETER?

! MTA-DE Sejtbioldgiai és Jelatvitel Kutatécsoport, Debreceni Egyetem
2 Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézet

Bevezetés: Fluoreszcens festékkel jelolt antitesteket széleskorlien alkalmazunk sejtek jeldlésénél. A
jelolési arany (festék/protein arany) a festékmolekulaknak csak az atlagos szdmat adja meg egy antitesten,
ezért vannak antitestek melyek kevesebb, mig masok tobb festekmolekulat tartalmaznak.

Médszerek: Monoklonalis antitestekhez konjugaltunk AlexaFluor647 vagy AlexaFluor546 festékeket,
majd sejtfelszini receptorokat jeloltiink meg kiillonboz6 jeldlési arannyal (F/P=1-5) rendelkezo antitestekkel.
A fluoreszcencia emisszios spektrumokat rdgzitettik, hogy meghatdrozzuk az eltérd jeldlési aranyt
antitestek relativ fényességét. Ezzel parhuzamosan aramlasi citométeren meghataroztuk az ugyanazzal az
antitesttel megjelolt sejtek fluoreszcencia intenzitdsat. A receptorhoz kotott antitesteket protein G-vel
valamint az immunprecipitalt, kotott antitestek oldatainak. Emellett meghataroztuk, hogyan valtozik a
fluoreszcencia élettartama a kiilonb6zo jeldlési aranyu antitestek torzsoldatainak.

Eredmények: Az antitestek torzsoldatainak fluoreszcencia intenzitdsa nem novekedett egyenes aranyban
a jeldlési arannyal, ami arra utal, hogy a festékek egymast kioltjak. Azonban a fluoreszcencia élettartam
csokkenés elmaradt a fluoreszcencia intenzitds jelolési arannyal vald linearis novekedésétol valod
lemaradasatol. A kotott antitestek intenzitasanak valtozasa a jeldlési arany fliggvényében nem tgy valtozott,
mint az antitestek torzsoldatainak intenzitdsa, ami arra utal, hogy csokken az antitest antigénhez valo
affinitdsa, ha nagyobb az antitest F/P értéke. Ebbol a szempontbdl szisztematikus kiilonbséget figyeltiink
meg az AlexaFluor546 ¢és az AlexaFluor647 festékekkel jelolt antitestek kozott. Fluoreszcencia anizotropia
mérésekkel is alatdmasztottuk, hogy a sejthez kotddott antitestek jelolési ardnya alacsonyabb, mint az
antitestek torzsoldatainak F/P értéke. Modellszamitasokkal bebizonyitottuk, hogy a kiilonbozd festékkel
jelolt antitestek kvantumhatékonysagénak ¢és affinitdsanak jeldlési aranytol valo eltérd fiiggése okozhatja a
két festék eltérd viselkedését.

Konkluzié: Méréseink alapjan megallapithatjuk, hogy a kisebb jeldlési ardnyu antitesteknek jobb az
affinitdsa. Kovetkezésképpen ezt a jelenséget figyelembe kell venniink, amikor fluoreszcensen jelolt
antitestet valasztunk a kisérleteinkhez, vagy amikor a fluoreszcencia intenzitasokat korrigaljuk a jeldlési
aranyhoz.
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Az ujabb jobb is? FRET-hez hasznalt fluoreszcens festékek fényessége és
fotostabilitasa bioléogiai mintakban

UJLAKY-NAGY LASZLO!2, SZOLLOSI JANOS!2 ES VEREB GYORGY 2

I Debreceni Egyetem AOK Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet
2 MTA-DE Sejtbioldgiai és Jelatviteli Kutatécsoport

A fluoreszcencia-alapi aramlési citometrias és mikroszkopos alkalmazasok megbizhatd fluoreszcens
probakat igényelnek, amelyek fotofizikai tulajdonsagaik ismertek, magas kvantumhatékonysag és
fotostabilitas jellemzi Oket. A fluoreszceinbdl szarmaztathato Alexa Fluor, és a merevebb szerkezettel
rendelkez6 Atto probakat a fluoreszcein és indokarbocianin festékek alternativajaként fejlesztették, a
nagyobb fényesség és fotostabilitas, valamint csokkent pH szenzitivitas igéretével. Munkank célja az volt,
hogy ezen festék-csaladok jellemzdit a lathatd, Forster rezonancia energiatranszfer (FRET) alkalmazas
szempontjabol relevans spektrumban, a legaltalanosabban alkalmazott fluoreszcencias jelolésen alapulod
technikakkal (konfokalis mikroszkopia, mikroszkop-alapu sejtfluoriméter (LSC), és aramlasi citometria)
Osszehasonlitsuk egy jol reprodukalhato biologiai rendszeren.

SK-BR-3 eml6tumor sejtek felszinén a sejtenkénti ~800000 HER2 receptort specifikus antitesttel, a
humanizalt trastuzumabbal jel6ltik, melyhez a kovetkezé fluoroforokat konjugaltunk: fluoreszcein; a
fluoreszcein-szarmazék Alexa Fluor 488, 546 és 555; az indokarbocianin Cy3 és Cy5; valamint az
elébbiektdl merevebb szerkezettel bird Atto 488, 546 és 647N. A fluoreszcens festékek aramlasi
citométerben és LSC-ben mért fényességét, mikroszkopos fotoelhalvanyitasi id6allandojat, illetve az ebbdl
szarmaztathato teljes mérhetd foton-emisszidjat hasonlitottuk 6ssze. A mikroszkdpos alkalmazasok esetén
vizsgaltuk kiilonféle beagyazé médiumok hatasat is.

A zo6lden emittald festékek kozott az Alexa Fluor 488 nem, de az Atto488 a fluoreszceinnél nagyobb
fényességet és mérhetéen nagyobb fotostabilitast mutatott. Ugyanakkor a csoport minden tagjainal
tapasztalhato, egymashoz nagyon hasonlo, gyors fotoelhalvanyulas, mely kettds exponencialis csokkenéssel
jellemezhetd, mikroszkopos FRET kisérletekben vald alkalmazhatosaguk korét sziikiti. A vorésben emittald
festékek kozott az Alexa Fluor 546 volt a legkevésbé stabil. Az Atto546 esetén tapasztalt mérsékelt stabilitas
ugyanakkor csokkent abszolut fényességgel parosult. Fotoelhalvanyitasi gorbéik jellemzoi alapjan FRET
mérésekben alkalmasak lehetnek mind akceptornak mind donornak. A tavoli vordsben emittald festékek a
legkevésbé stabilak, de emiatt fotoelhalvanyitasos FRET kisérletben akceptornak jol alkalmazhatok. Ez alol
kivéve az Atto647N, mely lényegesen stabilabbnak mutatkozott, de megvilagitas hatasara kezdetben
ndvekvod emissziot mutatott.

A Mowiol szerepe elhanyagolhaté volt a fotoelhalvanyitas és nyerhetd fotonszam tekintetében. A
glicerolnak kedvezétlen kezdeti kioltd, valamint a fotoelhalvanyitast fokozo hatasa volt az Alexa Fluor és
indokarbocianin festékek esetében.

Fixalt biologiai mintdkon végzett méréseink alapjan az ujabb fluoreszcein alapl és rigid festékek
tobbsége nem mutat lényeges kiilonbségeket és elényoket hagyomanyos tarsaival szemben fotostabilitas €s
fényesség tekintetében. Az elhalvanyulast gatlo bedgyazé médiumok hasznossaga is vitathatd. A valtozatos
fotokémiai jelenségek miatt a sikeres FRET mérésekhez a mérési modszer helyes megvalasztasa és a
megfeleld kontrollok tervezése esszencialis.
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A DAAM (Disheveled-Associated Activator of Morphogenesis) formin szerepe az
aktin-mikrotubulus dinamika koordinacidjaban

FORIZS JUDIT VIKTORIA, PINTER REKA, VIG ANDREA TEREZ, HUBER TAMAS, BUGYI BEATA
Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai Intézet

Az aktin és a mikrotubulus sejtvdz funkcionalis koordinacidja meghatarozd szerepet jatszik szamos
sejtfunkcioban, mint példaul a sejtmozgas, sejtosztodas, sejtadhéziok és intracellularis transzportfolyamatok.
A két citoszkeletalis polimer szerkezeti és dinamikai sajatsagainak preciz térbeli és idGbeli 6sszehangolasat
asszocialt fehérjék végzik, azonban a hattérben allé molekularis elemek és mechanizmusok még nem teljesen
ismertek.

A Disheveled-Associated Activator of Morphogenesis (DAAM) a multidomén szerkezetii formin fehérjék
csaladjahoz tartozik, amelyeket a kanonikus Formin Homologia (FH) domének alapjan azonosithatunk.
aktin polimeraz aktivitasa révén elésegiti azok ndvekedését. Az FH1-FH2 domének aktinnal kialakitott
kolcsonhatasait az N-, és C-terminalison talalhaté domének hangoljak. In vivo vizsgalatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a DAAM nem csupan az aktin, de a mikrotubulus sejtvaz funkcidjaban, valamint a két
polimer halézat mitkddésének koordinaciojaban is meghatarozé lehet.

Munkank soran a DAAM formin Iehetséges szerepét vizsgaltuk az aktin és mikrotubulusok
dinamikajanak szabalyozasaban in vitro biofizikai és biokémiai modszerekkel.

Eredményeink szerint a DAAM képes mind az aktin filamentumokat, mind pedig a mikrotubulusokat
magasabb rendii polimerkdtegekbe szervezni. Ugyanakkor a DAAM rendelkezik keresztkotegel aktivitassal
is, amely révén a két polimert inhomogén halézatokba szervezi. Azonositottuk a DAAM kotegeld és
keresztkotegeld funkcioiért felelés szakaszait is. Az FH2 domén sziikséges és elegendd az aktin
filamentumok kotegeléséhez, azonban a mikrotubulusokat nem képes kotegekbe rendezni. A mikrotubulusok
kotegelésében, és a két polimer rendszer 6sszekapcsolasaban az FH2 domén és a C-terminalis régid kozotti
kooperativ kolcsonhatas alapvet6 fontossagu.

Eredményeink a DAAM formin egy 0j szerepét fedik fel, melyek szerint az aktin és a mikrotubulus
sejtvaz funkcionalis koordinacidjat iranyité mechanizmusok molekularis elemeként azonosithato.

Koszonetnyilvanitas

A kutatds a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 Nemzeti Kivalosag Program cimii kiemelt projekt keretében zajlott. A
projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg. A kutatds az
Eurépai Unidé és Magyarorszag tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval a TAMOP 4.2.4.A/
2-11-1-2012-0001 azonositd szamu ,,Nemzeti Kivalosag Program — Hazai hallgatoi, illetve kutatdi személyi tamogatast
biztositd rendszer kidolgozasa és miikddtetése konvergencia program” cimi kiemelt projekt keretei kozott valosult meg.
A kutatis Az Emberi Erdforrasok Minisztériuma UNKP-16-4 kédszamu Uj Nemzeti Kivalosdg Programjanak
tamogatasaval késziilt.
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Sztirol-maleinsav (SMA) kopolimerek mint biomembrant szolubilizalo
detergensek

BERCZI ALAJOS!, DOMOKOS REKA!, DEAK AGOTA2, SZEGLETES ZSOLT!, JANOVAK LASZLO?,
DEKANY IMRE? ES ZIMANYI LASZLO!

! MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet
2 Szegedi Tudomdnyegyetem, TTIK, Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék

A fehérjék tobb mint egyharmada igen szoros kapcsolatban all a sejtekben megtalalhatd kiilonb6zo
membranokkal. Ezen membran-kotott fehérjék tanulméanyozasahoz eldbb el kell kiiloniteniink a vizsgalt
fehérjét az Osszes tobbi fehérjétdl. Ennek a folyamatnak az els6 1épése az, amikor a biologiai membrant oly
modon bontjuk alkotd elemeire, hogy azok lehetdleg megtartsak bioldgiai aktivitasukat. A membranokon
keresztiil nyuld, un. transz-membran fehérjék elkiilonitése a tobbi membran-kotott fehérjétdl egy olyan
Iépéssel kezdddik, amelyben valamilyen segédanyag (detergens) hozziadasaval megbontjuk a biologiai
membranok szerkezetét és mesterséges kornyezetbe visszilk a fehérjéket. Az utoébbi években az eddig
megszokott és klasszikus detergensek mellett megjelentek olyan 10 anyagok is, amelyekrdl azt tartjak, hogy
az integrans membran fehérjéket a kozvetlen lipid kdrnyezetiikkel egylitt vonjak ki a membranokbol, ezaltal
is biztositva a bioldgiai funkcié megmaradasat in vitro kdrnyezetben is. Illyen uj anyagok a sztirol-maleinsav
(SMA) kopolimerek [1,2]. Két ilyen kopolimer néhany alapvetd szolubilizalasi tulajdonsagat mutatjuk meg
egy ¢élesztd (Saccharomyces cerevisiae) sejtekben kifejezett, rekombinans citokrom b561 (CYB561)
fehérjének a szolubilizalasan keresztiil.

Az éleszto sejteket iiveggolyds malomban (bead-beater) Osszetortilk, majd a kapott homogenatumbol
differencial centrifugalassal elkiilonitettiik az in. nehéz membran és mikroszomalis membran frakciot [3].
Mindkét frakcid esetében megprobaltuk szolubilizalni (oldatba vinni) az integrans membran fehérjéket
SMA(2:1) és SMA(3:1) kopolimerekkel. Osszehasonlitdsnak az altalanosan hasznalt dodecil-maltozid
(DDM) detergenssel kapott eredmények szolgéltak. UV/Vis spektroszkopiai, dinamikus fényszorasi,
atomerd-mikroszkopos és transzmisszios elektronmikroszkopos mérések eredményei alapjan azt
mondhatjuk, hogy

- a SMA(2:1) kopolimer a DDM-al azonos hatékonysagban képes szolubilizalni a CYB561 fehérjéket, de

- a SMA(n:1) kopolimerek - a magas linearis negativ toltéssiiriiségiik miatt - jelentds mértékben
korlatozzak a negativ toltésli szubsztrat molekuldk kolcsonhatasat/hozzajutasat a SMA(n:1) kopolimerrel
szolubilizalt fehérjékkel/fehérjékhez, valamint

- a kiilonb6z6 méréstechnikakkal kapott eredmények a szolubilizalas végtermékeként kapott részecskék
méretének magas fokt inhomogenitasara utalnak.

Koészonetnyilvanitas
A jelen munkakat a GINOP (2.3.2-15-2016-00001 ¢és 2.3.2-15-2016-00060) valamint az OTKA (K 108697 és K
116323) tamogatta.

Irodalom

[1] Jamshad M. et al. (2015) Bioscience Reports 35(2): 1-10.

[2] Pardo J.J.D. et al. (2017) European Biophysics Journal 46: 91-101.

[3] Bérczi A. et al. (2005) Archives Biochemistry and Biophysics 443: 82-92.
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ABC fehérjék 3D atlasza

CS1ZMADIA GEORGINA'2, TORDAI HEDVIG!, SPAGINA ZOLTAN'- ES HEGEDUS TAMAS!-2

! Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
2 MTA-SE Molekularis Biofizikai Kutatécsoport
3 Pazmany Péter Katolikus Egyetem Informdcios Technolégiai és Bionikai Kar

Az ABC (ATP Binding Casette) fehérjék kiillonboz6 anyagok transzportjat valositjadk meg a membranon
keresztiil. Szédmos fiziologiai folyamatban jatszanak fontos szerepet, hibds miikddésiik pedig olyan
betegségek kialakuldsdhoz vezethet, mint a cisztas fibrozis, a 2-es tipusu cukorbetegség vagy a rakos sejtek
jelentés mértékben eldsegiti nagy felbontasu szerkezetiik ismerete. Ugyanakkor, mivel nagyméret(i, hidrofob
membranfehérjék, szerkezetiik atomi szinti megismerése hagyomanyos nagyfelbontdsu modszerekkel
komoly kihivast jelent. Azonban a cryo-elektron mikroszkopia és az XFEL (X-ray Free-Electron Laser)
technoldgiai fejlesztésének koszonhetéen az elmult évben szdmos membranfehérje, tobbek kozott ABC
fehérje szerkezetet publikaltak. Munkank soran az ijabb és a korabbi mddszerekkel, eltérd konformacioban
meghatarozott ABC fehérje szerkezetek Osszehasonlitdsat thztiik ki célul, amelyhez kiilonféle
bioinformatikai eszkozoket és szamitasos bioldgiai algoritmusokat hasznalunk. A domének egyméashoz
képest torténd elhelyezkedésének leirdsdhoz meghatirozzuk a transzmembran hélixek egymadssal, és a
membran normalisaval bezart szogét, és ezekhez viszonyitva a két nukleotidk6td domén helyzetét.
Jellemezziik tovabba a membranba toérténd beagyazodasukat transzmembran régiot becslé modszerekkel és
durva szemcsés (coarse grain) modellel végzett molekuldris dinamikai szimulacidokkal. Eredményeink
hozzajarulnak az uj ABC szerkezetek mindségellendrzéséhez, stabil konformacios allapotok azonositasahoz,
és egy atfogo kép kialakitdsdhoz az ABC fehérjék strukturalis sajatossagairol.

Koszonetnyilvanitas
Ko6sz6njiikk az MTA Bolyai 6sztondij és NKIFH K 111678 (H.T.) tiamogatasat.
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A membrankornyezet és a fehérje konformacio hatasa epidermalis novekedési
faktor receptor ligandkotésére

HAJDU TiMEA, KOVACS TAMAS ES NAGY PETER
Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomadnyi Kar, Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet

A receptor tirozin-kinazok csoportjaba tartozo epidermalis ndvekedési faktor (EGF) receptorok fontos
szerepet toltenek be az é16 szervezetben, hatdssal vannak a sejtek novekedésére, a sejtdifferenciacios
folyamatokra és az intracellularis jelatviteli utakra. Munkam soran azt tanulmanyoztam, hogy a sejtek EGF-
kotodésében megfigyelhet6-e valamilyen jellegii kooperativitas, illetve, hogy az milyen tényezoktol fiigg.

Kisérleteimhez tetrametilrodaminnal konjugalt EGF-et hasznaltam, amelybdl higitasi sort készitettem,
majd ezen oldatokhoz adtam a sejteket. A fluoreszcencia intenzitasokat FACS Aria III aramlasi citométeren
mértem. Eredményeimet a Hill-egyenlettel illesztettem, amelyben a Hill-koefficiens érték (n) jellemzi a
kotédés kooperativitasat, amennyiben ez 1 felett alakul, akkor pozitiv, ha 1-nél kisebb, akkor negativ
kooperativitas all fenn.

A legtobb vizsgalt sejtvonal EGF-kotodése pozitivan kooperativ, kontroll esetben (A431: n=1,26; A431-
EGFR-GFP: n=1,46), mig egy EGFR-GFP-t stabilan kifejez6 CHO sejtvonal (CHO-EGFR-GFP) esetében a
Hill-koefficiens 0,96 volt.

A431 sejteket latrunculinnal kezeltem, amely meggatolja az aktin polimerizacidjat. A toxinnal kezelt
sejtek EGF-kotési kooperativitasa lecsokkent a kontrollhoz képest, itt a Hill-koefficiens 1,04-nek adodott.

Annak tanulmanyozasara, hogy az EGFR megfeleld glikozilaltsaga befolyasolja-e a ligandkotést,
tunicamycin kezelést végeztem, amely glikozilacio gatld hatasardl ismert. A kezelés hatdsara a Hill-
egyltthato 0,71-re csokkent A431 sejteken.

Vizsgaltam, hogy a sejtek felszinén kifejez6dé EGF receptor mennyisége hatast gyakorol-e a ligandkotés
kooperativitasara, igy RNS interferenciaval csokkentettem a sejtekben az EGFR expressziojat. Mivel ezen
kisérletekhez EGFR-GFP-vel stabilan transzfektalt A431 sejtvonalat hasznaltam, a GFP intenzitasbol
kovetkeztethetiink az expresszio csokkenésére. A legalacsonyabb GFP intenzitassal rendelkezé populaciok
koefficiense 1,25-nek adodott.

Felmeriilt, hogy a jelolések ideje alatt az EGF internalizalddik-e, illetve, hogy az hatassal van-e a
ligandkotés kooperativitasara. A431 sejteket jeloltem a fluoreszcens EGF-fel kétféleképpen: 1 és 24 oran at
jégen. Az utobbi esetben a Hill-koefficiens 1,02-nek adodott.

Osszességében elmondhatd, hogy az EGFR glikozildcioja, citoszkeletonhoz vald kihorgonyzasa vagy
aktin filamentumok altali korlatozott diffuzidja sziikséges a pozitivan kooperativ EGF-kotédéshez. Emellett
az EGFR expresszios szintje, illetve az EGF internalizicidja is dontéen befolyasolja a ligandkotés
kooperativitasat.
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Rubrivivax gelatinosus sejtek higanyfelvételének kinetikaja és
sztochiometriaja

KIS MARIANN!, SIPKA GABOR!?2 ES MAROTI PETER!

I Szegedi Tudomdnyegyetem, Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet
2 MTA Szegedi Biolégiai Kutatokozpont, Novénybioldgiai Intézet

Az emberi tevékenységek hatasara a kornyezetbe egyre nagyobb mennyiségii és egyre tobbféle nehézfém
keriil, és dasul fel mind a vizekben, mind a szarazfoldeken. A nehézfémszennyezés az egyik legfébb
kornyezeti kockazat a vizi kornyezetben €16 baktériumok szamara [1]. A mikroorganizmusok részt vesznek a
kornyezetiikbe talalhatd fémek atalakitasaban a fémionokhoz kapcsolt anyagcsere folyamatok révén. Fontos
szerepet jatszanak a fémionokhoz kapcsolt transzportfolyamatok felderitésében, illetve a sejtekben
akkumulalodo nehézfém ionok toxikus hatasainak megfigyelésében.
baktériumban kémiai analitikai modszerrel (dithizon), fényindukalt abszorpcidvaltozassal és bakterioklorofill
fluoreszcencia indukcioval vizsgalhato. A higanyfelvételr6l a kdvetkezok allapithatéak meg. 1.) Kinetikailag
egy gyors (perc alatti idGskala) és egy lassabb (1-30 min) 1épésbdl all. A gyors fazis passziv bioszorpcio,
amely reverzibilis, nem specifikus a fémekre nézve és fliggetlen a sejt metabolizmusatol. A lassu fazis az
aktiv folyamatokat tiikrozi, és fiigg a sejtek metabolizmusatol [2]. 2.) A higanyionok kation csatornakat is
hasznalnak az atjutashoz, ami gatolhaté 50 uM Ca?" koncentracioval és Ca®' csatorna blokkolokkal. 3.)
Neutralis pH-n a leghatékonyabb (acidikus tartomanyban a protonokkal versengnek, alkalikus tartomanyban
pedig HgO csapadék keletkezik). 4.) Energiafiiggd, ami aktivalhatd fénnyel és gatolhat6 protonoforral.

Ezek a baktériumok képesek felhalmozni sajat tomegiiknél joval nagyobb mennyiségii (10°) higanyt
biofilmes életmddjuknak készonhetden. Biofilmben a sejtek hozzaférhetésége megvaltozik: 1.) a biofilmben
meredek kémiai gradiens alakul ki, 2.) a sejtek koré diffuz réteg képzddik, és 3.) a higany adszobealodik a
biofilm matrixban.

Két eltérd kotdhelyet figyelhetd meg: egy erds és egy gyenge 1 (uM)! illetve 1 (mM)! egyenstlyi kotési
allandokkal. Az erds kotdhely a szulfhidril csoportoknak tulajdonithatd, amelyek blokkolhatok szulfhidril
modositd szerekkel, de ezeknek a szama joval (két nagysagrenddel) kisebb, mint a gyenge kotéhelyek szama.
Annak ellenére, hogy a kotéhelyek szama és affinitdsa hatalmas, a kdtohelyek egymastol fiiggetlenek, vagyis
a betoltottségi allapotuk nem befolyasolja a szomszéd kdtOhely kotési tulajdonsagait [3].

Koszonetnyilvanitas
GINOP-2.3.2-15-2016-00001, OTKA-K 112688 (G.S) és K-17(P.M.), COST (CM1306), EFOP-3.6.2 és Photosynthesis
- Life from Light (G.S).

Irodalom

[1] Kis M, Sipka G, Asztalos E, Razga Z, Maré6ti P (2015) Purple non-sulfur photosynthetic bacteria monitor
environmental stresses, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 151:110-117.

[2] Maro6ti P (2016) Induction and Relaxation of Bacteriochlorophyll Fluorescence in Photosynthetic Bacteria. In
Handbook of Photosynthesis” (ed. M. Pessarakli), third edition, 846 pages, CRC Press, chapter 25, pp 463-483.

[3] Kis M, Sipka G, Maréti P (2017) Stoichiometry and kinetics of mercury uptake by photosynthetic bacteria,
Photosynth Res 132:197-209.
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Uj antituberkulotikumokat tartalmazo6 liposzémas készitmények in vitro és in
vivo stabilitasanak vizsgalata

KOSA NIKOLETTA!, HEGEDUS NIKOLETT?, SZIGETI KRISZTIAN3, BOCSKEI-ANTAL BARNABAS!,
HORVATI KATA2, HERENYI LEVENTE!, BOSZE SZILVIA2 ES VOSZKA ISTVAN!

! Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet
2 MTA — ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport
3 Semmelweis Egyetem Nanobiotechnoldgiai és in Vivo Képalkotoé Kozpont

Bevezetés: A liposzomak rendkiviil sokoldali nanorészecskék, amelyek specialis szerkezetiiknek
kdszonhetden igéretes gyogyszerszallitd rendszerek.

A Mycobacterium tuberculosis altal eldidézett TBC vilagszerte az egyik legelterjedtebb fert6zo betegség,
amely évente koriilbeliil 1 milli6 ember haldlat okozza. Szamos probalkozas tortént a betegség
eradikaciojara, de féleg a hosszl terapia soran kialakulo rezisztens térzseknek készonhetéen (MDR, XDR)
mindeddig sikerteleniil.

Célok: Uj antituberkulotikus hatbéanyagokat tartalmazé liposzomés készitmények formulaldsa, az
eloallitott készitmények stabilitdsanak, valamint in vitro hatékonysdganak €s in vivo biodisztribuciéjanak
vizsgéalata.

Modszerek: Kétféle liposzomat készitettiink vékonyréteg hidratacios technikaval: LIPO I.: dipalmitoil-
foszfatidilkolinbol (DPPC) allo liposzoma; LIPO II.: dioleoil-foszfatidiletanolamint (DOPE), koleszteril-
hemiszukcinatot (CHEMS) és polietilénglikolhoz kapcsolt disztearoil-foszfatidiletanolamint (DSPE-PEG)
5:4:1 aranyban tartalmazé liposzoma. Kis unilamellaris vezikuldkat (SUV) extrudalassal allitottunk eld. A
liposzomak méreteloszldsat dinamikus fényszorasméréssel kovettiik nyomon tébb héten keresztiil. A
liposzomas készitmények in vitro sejtbejutdsat és citotoxicitdsat MonoMac6 human monocita sejteken,
aramlasi citometriaval vizsgaltuk. Tovabba tanulmanyoztuk a készitmények in vitro hatasat HszRv M.
tuberculosis kulturaval fert6zott MonoMac6 human monocita sejteken (intracellularis baktérium modell).

Az eldallitott liposzomas készitmények in vivo biodisztribiciojat fluoreszcens modszerrel (FOBI)
vizsgaltuk egér modellen.

Eredmények: A LIPO II. tipustu liposzomak lényegesen stabilabbak voltak a LIPO 1. liposzomaknal,
tovabba altalanosan elmondhatd, hogy a hatdanyagokat tartalmazé vezikuldk stabilitdsa a tarolasi
hoémérséklettdl nagymértékben fliggdtt. In vitro a liposzémas készitmények sejtbejutasa hatékonyabb a
szabad hatoanyag sejtbejutasanal. A liposzomas készitmények gatoljak az intracellularis baktériumok
szaporodasat, mig a szabad hatéanyagoknak nem volt hatasuk a fert6zott MonoMac-6 sejteken.

MDR: MultiDrug Resistant
XDR: Extensively Drug Resistant
FOBI: Fluorescence labeled Organism Bioimaging Instrument
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Az IL-9 és IL-2 receptorok térbeli viszonyanak biofizikai analizise human T
limfoma sejteken

NI1ZSALOCZKI ENIKO, NAGY PETER, CSOMOS ISTVAN, VAMOSI GYORGY, MATYUS LASZLO ES
BODNAR ANDREA

Debreceni Egyetem, Altalanos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai és Sejtbiolégiai Intézet

A heterodimer IL-9 receptor az IL-9 specifikus a lancbdl és a y. alegységbdl all, amely tobb mas citokin
receptordnak is alkotdeleme. Az IL-9Ra lanc expresszidja elsOsorban a heterotrimer IL-2R-t is kifejezé T
sejteken figyelhetd meg, ahol az IL-2 fontos szabalyozo szerepet tolt be. Miutan az IL-2 és IL-9 receptorok
kozos jelatvivd y. alegységgel rendelkeznek, felmeriil a kérdés, hogy vajon a két receptor egymastdl
fiiggetleniil miikodik-e vagy k6zos receptor komplexet kialakitva fejtik ki hatdsukat, illetve, hogy a receptor
alegységek kapcsolatat hogyan befolyésolja a citokinek kotddése.

Konfokalis mikroszkopias vizsgalataink alapjan az IL-9R és IL-2R részben kézos membran doménekben
helyezkedik el human T-limféma sejtek felszinén, ugyanakkor — akar egyazon sejt felszinén is — a két fehérje
egymastdl kiilonalloé (szegregalt) membranrégidkban is megtalalhato. IL-2 mentes médiumban tenyésztett
sejteken az IL-9Ra és IL-2Ra atfedésének mértéke csokkent, ami az IL-2 szabalyoz6 szerepére utalhat az
IL-9R sejtfelszini eloszlasdnak kialakitasaban. Rovidtdva IL-9 kezelés hatasara a két receptor doménszintii
elrendezddése nem valtozott, ugyanakkor az egyes alegységek kozott detektalhat FRET hatasfoka modosult.
megvaltozasat és/vagy a receptor alegységek nanométeres tdvolsagskalan torténd lateralis atrendezédését
okozza.
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Eros fény elleni védelem intakt fotoszintetizalo baktériumokban: hogyan oltjak

ki a bakterioklorofill fluoreszcenciat a karotenoid triplettek?

SIPKA GABOR!2 S MAROTI PETER!

1Szegedi Tudomdnyegyetem, Orvosi Fizikai és Orvosi Informatikai Intézet
°MTA Szegedi Bioldgiai Kutatékozpont, Novénybiologiai Intézet

A fotoszintetikus baktériumok intenziv fénygerjesztése soran a pigmentek kiilonbozé triplett allapotai
felhalmozodhatnak, ami karos hatasokhoz vezethetnek [1,2]. Kisérleteinkben a fény-indukalt karotenoid
triplettek (?Car) keletkezését és élettartamat a bakterioklorofill (BChl) fluoreszcencia megfigyelésével
vizsgaltuk kiillonb6z6 fotoszintetikus baktériumokban, koztiik Rvx. gelatinosus (anaerob és semianaerob) [3],
Rsp. Rubrum, Thio. Roseopersicina, Rba. Sphaeroides 2.4.1 valamint karotenoid és citokrom modositott
mutansokkal: Rba. Sphaeroides Ga, R-26 és cycA.

A kovetkezokben az eredmények kaptuk:

(1)

(i)

(iii)
(iv)

A BChl fluoreszcencia intenzitas 3Car altali kioltasat figyeltiink meg a fotokémiai emelkedés alatt
¢s nem csak azt kovetéen, ez arra enged kovetkeztetni, hogy a reakciocentrumban (RC) a
toltésszétvalasztas és a karotenoid triplett keletkezése nem egymast kdvetd, hanem parhuzamos
folyamat.

A 3Car fotoprotektiv funkcidja nem korlatozodik kizardlag csak a RC-ra, és leirhato egy olyan
modellel, amelyben a karotinoidok a BChl pigmentek altal meghatarozott pigmentrendszerben
(to-rendszerben) oszlanak el.

Az intakt sejtekben a 3Car megfigyelt élettartama a bakterialis torzsben kiilonbozé szamu
konjugalt kettés kotéssel eléforduld karotenoidok élettartamainak stlyozott atlaga.

Fénygerjesztés alatt mért 3Car élettartama 1ényegesen rovidebb (1-2 us), mint a fény-indukcid
utan (sotétben) mért 3Car élettartama (2-10 ps). Ez az eltérd viselkedés a 3Car dinamikajanak
fontossagat mutatja a relaxacio elott [4].

Az eredményeket nemcsak a 3Car energiaszintjei, hanem a karotenoid gerjesztett triplett allapotaban 1év6
kiilonb6z6 alsobb szintek kozotti atmenetek kinetikajanak szempontjabol is targyalom.

Koszonetnyilvanitas
GINOP-2.3.2-15-2016-00001, OTKA-K 112688 (S.G.) és K-17(M.P.), COST (CM1306), EFOP-3.6.2 és Photosynthesis
- Life from Light (S.G.).
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Tilakoidmembranok szerkezeti rugalmassaganak kovetése Kisszogu
neutronszoras segitségével fiziologias koriilmények kozott

UNNEP RENATA!, SZEKELY NOEMI KINGA2, SUMAN PAUL3, ZSIROS OTTO*, KOVACS LASZLO?,
NAGY GERGELY 2, ALFRED R. HOLZWARTH? ES GARAB GYOzH*
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4 MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Novénybioldgia Intézet
3 Laboratory for Neutron Scattering and Imaging, Paul Scherrer Institute, Switzerland

Oxigéntermeld fotoszintetikus szervezetekben a fényreakciok a tilakoidmembranban jatszodnak le. Ezek
a membranok tartalmazzak az energiaatalakito apparatus szinte minden alkotdrészét. Az elmult évtizedekben
nagymértékben gazdagodtak. Ugyanakkor kevesebbet tudunk a multilamellaris tilakoidmembran-rendszer
makro-szervez6désérdl és azokrdl a mechanizmusokrol, amelyek kiillonbdzoé regulacios mechanizmusokban
vesznek részt, finomhangolva a fotoszintetikus apparatust az altalaban széles tartomanyban valtozo
kornyezeti koriilményekhez. A kérdéskor vizsgalataban nem-invaziv szerkezetvizsgald modszerek, mint pl.
kissz0gli neutronszords (SANS), nagy segitséget nyujtanak. A SANS technika fiziologiailag relevans
koriilmények kozott pontos szerkezeti informacidt szolgaltat a membranrendszerrél és lehetévé teszi
kinetikai mérések elvégzését; eredményeinket az alabbiakban Osszegzem.

Osszefiiggést taldltunk az intakt levélben talalhato tilakoidmembran-rendszer és a SANS jel kozott.
Tobbek kozott ez az Osszefliggés vezetett ra arra, hogy az izolalt tilakoidmembranrol szarmazo Bragg csucs
eredete a granum, és nem a sztroma tilakoid, mint ahogyan korabban feltételezték. Megmutattuk, hogy a
széles korben alkalmazott izolalasi modszer, amiben ozmotikumként szorbitolt hasznalnak, megvaltoztatja a
tilakoidmembran nativ szerkezetét, illetve a helyette ozmotikumként hasznalt NaCl sokkal jobban megdrzi az
in vivo szerkezetet és a dinamikai sajatsagokat [1]. Vad tipusu és mutans Chlamydomonas reinhardtii
z0ldalga sejteken megmutattuk, elsé alkalommal in vivo, hogy a széles korben tanulmanyozott kromatikus
adaptaciés mechanizmus, az Un. state tranzicid modositja a tilakoidmembran ultrastrukturajat. Ezek az
eredmények a state tranzicid Ujszeri modelljének megalkotasahoz vezettek [2]. Az Un. energiafiiggd
fényvédé mechanizmus (qE NPQ) miikddése a tilakoidmembran belsé vizes fazisanak savasodasatol fiigg,
ezért megvizsgaltuk alacsony pH hatasat izolalt tilakoidmembran-rendszeren. Ezt Osszefiiggésbe tudtuk
hozni Monstera leveleken végzett, fényindukalt reverzibilis SANS és fluoreszcencia (NPQ) kisérleteink
eredményeivel.

Irodalom
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A Kv1.3 ioncsatorna C-terminalis fiiggd membranlokalizacioja és kapuzasa
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A Kv1.3 ioncsatorna szamos sejtben, igy az immunsejtekben, koztiik a T limfocitaban is expresszalodik.
A Kv1.3 részt vesz a membranpotencial szabalyozasaban, amely a megfelelé Ca?" jelatvitelhez, és ezaltal a T
elengedhetetlen a megfelelé adaptiv immunvélaszhoz, melyet az eddigi feltételezések szerint a csatorna C-
termindlisa iranyit.

Kisérleteink sordn a membranlokalizici6 meghatdrozasira két Kv1.3 pontmutanst alkalmaztunk: az
A413V mutdns extrém gyors inaktivacios kinetikdval rendelkezik a vad-tipust csatornahoz képest, mig a
H399K muticié egy tetraetil-ammonium inszenzitiv fenotipust eredményez. Kimutattuk, hogy mindkét
AC konstruktok), valamint a rajtuk mérhetd aram sajatsagai megegyeznek a teljes C-terminalissal rendelkez6
csatornakéval (A413V-FL ill. H399K-FL).

Ha az S6 transzmembran hélix utan kozvetleniil elhelyezkedd “HRET” szekvenciat - melyrdl korabban
kimutattak, hogy meghatarozza, ill. szabalyozza a sejtfelszini expressziot/funkciot bizonyos Kv csatornaknal
- a C-terminalis tovabbi részével egyiitt eltdvolitottuk (A413V-NOHRET és H399K-NOHRET) egy nem
funkcionalis, de a membranlokalizaciot mutatd Kv1.3 varidns jott 1étre. Tovabba a NOHRET mutansok nem
mutattak kapuzasi t6ltés elmozdulast (gating-charge) depolarizaci6 soran, igy feltételezhetd, hogy a HRET és
az S4-S5 linker kozotti kdlcsonhatas hidnya miatt a csatorna aktivacios kapuzasa sériil.
eltavolitottuk (WT-XHRETE), vagy a helyére 6t irrelevans alanint illesztettiink (WT-polyA) a C-terminalis
tovabbi részét meghagyva. Eredményeink azt mutattak, hogy a HRETE szekvencia e két modositasa a teljes
hossztisaghi C-terminalissal rendelkezd, vadtipusu csatorna biofizikai sajatsdgaival megegyezd ioncsatorna
fenotipusokat eredményezett.

Eredményeink alatamasztjdk azon hipotéziseinket, hogy a Kv1.3 csatorna C-terminalisa nem vesz részt a
membranba torténd kijutasban, valamint a HRET(E) szekvencia sem jatszik kitilintetett szerepet a csatorna
miikddésében.
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A radiofrekvencias sugarzas biologiai hatasanak vizsgalata emlos sejtekben

BANKO CSABA!, DOMJAN BRIGITTA!, KOLLAR ERNO?, SZOMBATHY CSABA3 ES BACSO ZSOLT!

IDebreceni Egyetem, Altaldnos Orvosi Kar Biofizika és Sejtbiolégia Intézet; 2Budapesti Miiszaki és
Gazdasagtudomanyi Egyetem, Villamosmérndki és Informatikai Kar, Elektronikus Eszkozok Tanszéke;
3Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Villamosmérnoki és Informatikai Kar, Szélessavii
Hirkoziés és Villamossagtan Tanszék.

Bevezetés: Az ionizal6 sugdrzasok direkt DNS karosité hatasa jol ismert. A mobiltelefonia altal hasznalt
radidfrekvencias (RF) sugarzdsok karos biologiai hatdsai ugyanakkor nem egyértelmiieck. A vezeték nélkiili
kommunikdcié robbandsszerii terjedése miatt, kozérdeklodésre tart szdmot az RF sugarzasok biologiai
hatésainak pontosabb megismerése.

Anyagok és médszerek: A kisérleteinkben Jurkat-sejtvonalon Halo-esszét alkalmaztunk, ami a DNS
fizikai toréseire specifikus modszer. Mivel ezzel a mddszerrel nem tudtunk kiilonbséget kimutatni az RF
kezelt és kontroll sejtek kozott, ezért egy érzékenyebb modszert kerestiink a DNS-ben torténd esetleges
valtozasok kimutatdsara. A H2AX foszforilacié (y-H2AX) a DNS kétszal torés egyik legkorabban
azonosithato jelatviteli 1épése a DNS kijavitasnak. A H2AX, a H2A hisztonfehérje egyik moddosulasa.
Indirekt immun fluoreszcens esszével y-H2AX intenzitasbeli valtozast vizsgaltunk HelLa és HEK sejteken
lézer-szkennig citométer (LSC) segitségével. Tovabba dramlédsi citométer segitségével ugyanezen
sejtvonalakon hémérsékletfiiggést vizsgaltunk.

Eredmények: Az altalunk hasznalt RF sugarzas a tenyésztdé edény teriileteit kiilonbdzé mértékben
melegitette. Infravords kameras felvételrdl lathatd, hogy besugarzas hatdsara Hotspot és No Hotspot
teriiletek jelentek meg. Ezek kozott a teriiletek kozott félvezetd termisztor homérdével meghataroztuk a
pontos homérséklet kiilonbséget és azt is lattuk, hogy a médium mennyisége is befolyasolja a melegedés
mértékét. Szobahdmérsékleten €s 37 °C-os inkubatorban is megvizsgaltuk az RF sugarzas kozben fellépo
hémérsékletvaltozas y-H2AX valtoztatd hatdsat. LSC-vel mérve nem sikeriilt y-H2AX aktvitast mérniink,
csak 37 °C-rdl indulva HEK sejteken. Aramlasi citometria alkalmazasaval (FACS ARIA) osszefliggést
talaltunk a hdémérsékletemelkedés és a y-H2AX aktivitas kozott. A y-H2AX intenzitdsokban a két sejtvonalon
kiilonbség figyelheté meg.

Konklizié: Eredményeinket 6sszegezve elmondhatd, hogy az RF sugarzds nem okoz DNS karosodast.
Az RF kezelés képes emelni a homérsékletet. A szobahdmérsékletrdl torténd besugarazdsnal nem sikeriilt y-
H2AX intenzitasbeli valtozast kimutatni sem HelLa sem HEK sejtekben, 37 °C-rél viszont HEK sejtekben
igen. A homérséklet valtoztatasaval 0-45 °C kozott sikeriilt homérsékleti mintazatot kimutatnunk, ami azt
mutatja, hogy a hOmérséklettel ardnyosan valtozik a y-H2AX.
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Flightless I fehérje szerepe az aktin sejtvaz szervezodésében
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A Flightless I egy viszonylag ujonnan azonositott fehérje, amely egyedi felépitésével két fehérjecsalad; a
leucine-rich-repeat (LRR) ¢és gelsolin homolog (GH) fehérjék szerkezeti jellemzdit 6tvozi. A GH fehérjék
eddig azonositott tagjai az aktin sejtvaz szervezddésében jatszanak szerepet. A Flightless I széleskorii szoveti
eloszlast mutat, legnagyobb mértékben a vaz-, és szivizom, valamint az idegsejtekben fordul eld. A Flightless
I egyrészt a sejtmagban fejezddik ki, ahol hormon-aktivalt nuklearis receptor ko-aktivatorként funkcional.
Szérum hatasara a fehérje citoplazmatikus transzlokacioja figyelhetd meg. A citoplazmaban a
sejtmigraciohoz kapcsolodo képletekhez asszocialt, amelyen keresztiil a sebgyogyulas és szoveti regeneracio
folyamatanak negativ szabalyozoja lehet.

Munkank soran elséként a Flightless I citoplazmatikus biologiai funkciojanak hatterében allé molekularis
mechanizmusok vizsgalatat tliztiik ki célul. Ennek érdekében a fehérje, valamint egyes szakaszainak aktinnal
kialakitott kolcsonhatasait tanulmanyoztuk in vitro rendszerekben.

Eredményeink szerint a Flightless I GH1-6 szakasza kolcsonhat az aktin a filamentumokkal, amely révén

crer

crer

aminek hatterében a két fehérjének az aktinhoz valé kompetitiv kotdédése allhat. A GH4-6 régié valamint a
LRR nem befolyasolja az aktin dinamikajat. A gelsolinnal ellentétben a Flightless I aktin aktivitdsai nem
Ca?"-szabalyozottak, ami azzal magyarazhato, hogy a legfébb Ca’*-k6té helyek nem konzervaltak a két
fehérjében.

Az eredményeink alapjan felallitott modell szerint a Flightless I sapkaz6 aktivitasan keresztiil gatolhatja
az aktin filamentumok novekedését, ezaltal negativ mdédon befolyasolhatja a sejtmigraciot, amely
kulcsfontossagu a sebgyogyulas és szoveti regeneracié folyamataban.

Koszonetnyilvanitas
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2-11-1-2012-0001 azonositd szamu ,,Nemzeti Kivalosag Program — Hazai hallgatoi, illetve kutatdi személyi tamogatast
biztositd rendszer kidolgozasa és miikddtetése konvergencia program” cimi kiemelt projekt keretei kozott valosult meg.
A kutatis Az Emberi Erdforrasok Minisztériuma UNKP-16-4 kédszamu Uj Nemzeti Kivalosdg Programjanak
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A von Willebrand faktor axialis szerkezete és kollagén koto képessége
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Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

A von Willebrand faktor (VWF) konkatamer glikoprotein, amely méretfliggden kozvetiti a trombocitak
konkatamer azonos egységekbdl felépiild, linearis glikoprotein. A VW monomer C-terminalis diszulfid
kotésekkel dimerizalodik, majd N-terminalis diszulfid kotésekkel kiillonbdzé dimer szdmu konkatamerek
képzddnek. Molekulatomegiik a keringésben 0,5-20 MDa [1]. A VW konkatamerek hosszméret eloszlasa
fehérjeszintézis és processzalas soran, illetve a vérkeringésben is szabalyozott. A nagy molekulatomegii
konkatamerek hianya vérzéses (VW betegség), tobblete trombotikus eseményekhez vezethet [2].

Biofizikai és biokémiai vizsgalataink célja a VW konkatamerek aktivitdsa, molekulatomege ¢és
morfoldgiai jellemz6i kozotti Gsszefiiggések megallapitasa.

VW konkatamereit molekulatdmeg vagy heparin affinitas szerint frakcionaltuk (Sepharose CL2B vagy
HiTrap Heparin HP), terapias készitménybdl. A VWF koncentraciot (VWEF:Ag) és kollagén koto aktivitast
(VWF:CB) szirardfazisi enzim immuno modszerrel hataroztuk meg. A konkatamerek molekulatomeg
szerinti eloszlasat SDS-agar6z elektroforézis, immunoblot és denzitometria alkalmazasaval hataroztuk meg
[3]. A hosszméret szerinti eloszlast atomerd mikroszkoppal (AFM) vizsgaltuk. A csillampala felszinhez
rogzitett VW konkatamerek kontirhosszait manudlisan mértik az AFM képeken. A szamitasokhoz,
statisztikai analizisekhez MS Excel és GraphPad Prism programokat hasznaltunk.

Eredményeink szerint a VW konkatamerek 2410-100 nm hosszu, 15-30 nm-es globularis egységek
ismétlddésébal felépiild lancok. A hosszabb és a rovidebb lancok frakcidi szerint a VWF:CB/VWEF:Ag arany
1,5 — 0,5 kozott, a molekulatomeg felsé 25%-os hatara (Mmw2s) 8,6 — 3,1 MDa kozo6tt van. Jo korrelaciot
talaltunk a VWF:CB/VWF:Ag és VWF hossz (r=0,9, p<0,001), valamint a VWF:CB/VWF:Ag és Mmw2s
(r=0,9, p<0,001) kozott.

A mérések nehézsége, hogy a nagy konkatamerek konnyen eltinnek a mintakbol, mivel a VWF
krioglobulin. A tarolasi koriilmények (homérséklet, puffer és ionerd, kaotropikus molekulak) hatasanak
vizsgalata folyamatban van.

Eredményeink jelent6sége, hogy méréseink a VWF axialis szerkezetérdl és molekulatomegérdl szamszerti
adatokat szolgaltatnak. Az adatok a méretfiiggd tulajdonsagok kozotti sszefiiggések folytonos valtozokkal
vald kifejezései. Ezek statisztikai analizise hozzajarulhat betegségallapotok bizonyitékon alapuld
jellemzéséhez.
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A teljes hosszusagu human K-Ras4B fehérje konformacios allapotainak
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A Ras fehérjék napjaink rakkutatasanak élvonalaban helyezkednek el. Az elmult évtizedek intenziv
kutatasainak ellenére sem sikeriilt ez idaig hatékony Ras inhibitort felfedezni. Ez két f6 okra vezethetd
vissza. Egyrészt, nehéz a Rast kozvetlen tdmadni, mert az onkogén mutans fehérje aktiv allapotaban rogziil
(GTP kotott allapot). A sejt belsejében talalhaté magas GTP koncentracio és a fehérje eredendden alacsony
belsé GTPaz aktivitasa szinte lehetetlenné teszi az ez iranyu tdrekvéseket. Masrészt, nem talaltak megfeleld
kis molekula kotohelyet a fehérje feliiletén. Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Ras
allosztérikusan sem gatolhato.

Az utobbi években egyre elfogadottabba valik az a megkdzelités, mely szerint eddigi képiink a Ras
szerkezetérdl és miikodési mechanizmusardl leginkabb statikus szerkezeten alapul és mig miikodésének
megértéséhez figyelembe kellene venni a konformacios dinamikat és az allosztérikus hatasokat.

A kutatasunk célja, hogy feltérképezziik a GDP kotott inaktiv és GTP kotott aktiv fehérje konformacios
terét, kimutassuk a HVR (hiper-variabilis régio) és a katalitikus domain kozotti kodlcsonhatasokat és
felfedezziik a két aktivacios-allapot kozotti hasonldsagokat, kiillonbségeket.
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Az autoinhibitalt Ralf aktivacios mechanizmusa

BALOG ERIKA!, DUDAS BALINT!-2, FRANCOIS PEROUS?, DAVID PERAHIA3 ES JACQUELINE
CHERFILS?

I Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbioldgiai Inézet, Budapest
2 Pazmany Péter Katolikus Egyetem, ITK, Budapest
3Laboratoire de Biologie et de Pharmacologie Appliquée, Ecole Normale Supérieure de Cachan,
Parizs

Kis GTPazok a sejten beliili jelatadast valamint a membrantranszportot szabalyozzak. Molekularis
kapcsoloként mitkddnek: nyugalomban 1évo sejtben a citoszolban GDP-kotott inaktiv allapotuk, ill. a sejt
stimulacioja kovetkeztében GTP-kotott, membranhoz csatolt aktiv allapotuk kozott valtakoznak. A GDP/
GTP kicserélodés a guanin nukleotid kicseréld faktorok (GEF) altal szabélyozott, amelyek katalizaljak az
onmagaban lassu GDP/GTP 4talakuléast. Aktiv allapotban a kis GTPazok membranhoz kotott konformacidja
koleson tud hatni a jelatviteli folyamatban szerepet jatszé effektorokkal.

A célsejt meghoditasa és annak megsemmisitése ellen a bakterialis karokozok fehérjéket injektalnak
a gazdasejt citoszoljaba, melyek a kis GTPazok szabalyozéiként fognak miikodni. A Ralf fehérje a legionella
pneumophila baktérium (mely sulyos tiidégyulladast okoz) egyik GEF-je, mely eltériti a gazdasejt Arfl

A citoszolban a Ralf fehérje autoinhibitalt allapotban van jelen és jelentds szerkezeti valtozason kell
atesnie, hogy elérje a membran-kotott aktivalt konformaciot. Ennek mechanizmusa nem ismert. Jelen
munkankban a Ralf autoinhibitaciobdl valé felolddsdnak mechanizmusat és membran-kotott aktivalt

srcr

alkalmazasaval.
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Glikalt kollagén fibrillumok strukturalis és mechanikai tulajdonsagainak
vizsgalata masodharmonikus keltés modszerével és atomero mikroszkopiaval

HALUSZKA DORA, KISPETIK KATALIN, HARSFALVI JOLAN ES KELLERMAYER MIKLOS
Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugarbiologiai Intézet

A kollagén egy extracellularis kotészoveti fehérje, kiillondsen nagy mennyiségben fordul elé a boérben,
csontokban, inakban és az erek falaban. Szerkezetére altalanossagban jellemzd, hogy a tropokollagén
alegységekbdl felépiild triplahélixek dsszetettebb szerkezetli rostokat alkotnak.

A kollagénhez kotheté megbetegedések koziil a genetikai mutaciok a szintézis kiillonbozo 1épéseiben
okoznak hibakat, amelyek a rostok deformitasat, ezaltal a kotdszovetek szakitoszilardsaganak gyengiilését
eredményezik. Az 6rokletes kotdszoveti betegségek eléfordulasa azonban ritka. Ennek ellenére szamos olyan
glikacionak nevezziik azt a tobb 1épésben zajlo, egy id6 utan irreverzibilissé valo folyamatot, amely redukalo
cukrok (gliikdz, fruktoz, rib6z) és fehérjék aminocsoportja kozott jatszodik le. Fiziologias koriillmények
kozott a kollagén rostok kovalens kotéssel kapcsolddnak egymashoz, azonban a glikacio soran olyan merev
keresztkotések jonnek 1étre, amelyek a rostok dsszetapadasat okozzak, igy azok elvesztik rugalmassagukat.
Bar a normal I-es tipust kollagén szerkezete és mechanikéja aranylag jol ismert, az hogy a fibrillumok
mechanikaja hogyan valtozik glikacié hatasara, még nem vizsgalt kell6 részletességgel [1 — 3].

Munkank soran ex vivo egér hat bér dermalis kollagén glikaciojat vizsgaltuk a masodharmonikus keltés
modszerével (SHG) és atomerd mikroszkopiaval (AFM). A kollagén glikaciojat ribdzzal indukaltuk [4] . Az
ex vivo mintakon a 0. 9. 19. és 32. napon végeztiink SHG méréseket, majd a kisérlet végén atomerd
mikroszkopidval erétérképet vettiink fel, valamint meghataroztuk a szoveti rugalmassagot. Az SHG
felvételek alapjan azt tapasztaltuk, hogy a glikacid idGtartamaval aranyosan az SHG intenzitas csokken, ami
a megvaltozott kollagén szerkezet kdvetkezménye. A mechanikai tulajdonsagokat illetéen a glikalt minta
nagyfoku szdveti merevedését tapasztaltunk.

Irodalom

[1] Vesentini S, Redaelli A, Gautieri A (2013) Muscles Ligaments Tendons J 3: 23-34.

[2] Varma S, Orgel JP, Schieber JD (2016) Biophys J 111: 50-6.

[3] Argyropoulos AJ, Robichaud P, Balimunkwe RM, Fisher GJ, Hammerberg C, Yan Y, Quan T (2016) PLoS One 11:
e0153806.
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TR100 hatasa a membran nanocso haléozatokra

HENCZ ALEXANDRA JULIA!, NYITRAI MIKLOS!2, BUGYI BEATA!2, MADARASZ TAMAS!, HALASZ
HENRIETT!, TURMER KATALIN!, PETER GUNNING?, MATKO JANOS*, SZABO-MELEG EDINA!-2

I pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar Biofizikai Intézet
’Pécsi Tudomdnyegyetem, Szentagothai Janos Kutatokozpont
3School of Medical Sciences, UNSW Sydney, NSW, 2052 Ausztralia
4Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar Immunologiai Tanszék

Az egysejtii és tObbsejtli organizmusok szamara a sejtek kozott 1étrejové kommunikacid alapvetd
fontossagi az Osszetett fiziologiai folyamatok szabalyozasaban, igy példaul meghatarozo jelentdségii a
morfogenezisben, a homeosztazisban és az immunvalaszban is. Az intercellularis jelatvitelnek egyik
lehetséges modjat képezik a membran nanocsévek (TNT). E vékony, F-aktin alapu tubularis kapcsolo
struktirak nagyobb tavolsagon beliil is képesek fizikai dsszekottetést kialakitani a sejtek kozott. Funkcionalis
szempontbol nagyfokil heterogenitas jellemzi 6ket, ugyanis nem csak a szignal transzferben jatszanak
szerepet, hanem mellette szamos anyag (pl. nukleinsavak, fehérjék, vezikulumok, mitokondriumok,
endoplazmatikus retikulum) transzportjat is lehetévé teszik, valamint a virusok, a baktériumok ¢€s a prionok
intercellularis terjedéséhez is hozzajarulhatnak. Tovabba a sejt-sejt kolcsonhatasnak e formaja az in vitro
szembeni rezisztencia tovabbadasadnak gyors és hatékony utvonalat képviseli. A malignus tumorsejtek
osztodasanak €s terjedésének gatlasara a kemoterapiaban korabban mar szamos vegyliletet kifejlesztettek,
azonban ezek jelentds része sulyos mellékhatasokkal bir és gyakori jelenség, hogy a rezisztencia koran
kialakul veliik szemben, valamint a variabilis raktipusok gyakran érzéketlenek e hatéanyagokra. Ezeknek a
kikiiszobolésére idealis lehetdséget nyujthat a jovében az anti-tropomiozinok alkalmazasa, amely vegyiiletek
a tumorsejtek aktin citoszkeletonjat szabalyozo, overexpresszalt Tpm3.1/2 citoszkeletalis tropomiozin
izoformakra fejtik ki hatasukat.

Az anti-tropomiozinok ko6zé sorolhatd TR100 az aktin filamentum depolimerizacidjanak fokozasan
keresztiil rendkiviil tumorspecifikus modon képes a rakos sejteket elpusztitani. A klinikai fazisban levo
inhibitornak egyik nagy elénye mas anti-aktin szerekkel szemben, hogy a kardialis struktiraban és annak
funkcidjaban nem okoz karosodast. Vizsgalataink soran strukturalt megvilagitast mikroszkopias (SIM)
képalkoto eljarassal kivantuk vizualizalni a TR100 TNT halézatra, illetve azok aktin citoszkeletonjara
gyakorolt hatasat. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a kezelés soran a sejtek TNT formald
képességében valtozas allt be.
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A Disheveled-Associated Activator of Morphogenesis (DAAM) formin szerepe az
aktin dinamikajaban

PINTER REKA, FORIZS JUDIT VIKTORIA, HUBER TAMAS, VIG ANDREA TEREZ, BUGYI BEATA

Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi Kar, Biofizikai Intézet

A DAAM a ,Diaphanous-related” forminok (DRF) csaladjaba tartozé fehérje, amely az aktin
citoszkeleton szabalyozasan keresztiil szamos biologiai folyamat nélkiilozhetetlen szerepldje. A DAAM
szerepet jatszik a tracheasejtek apikalis felszine alatti aktin kabelek szervezodésében, elGsegiti a
filopoédiumok képzodését az axon ndvekedési kipjaban, valamint esszencialis a szarkomerogenezisben is. A
DAAM két konzervalt formin homoldgia (FH1 és FH2) domént tartalmaz, melyeket N- és C-terminalis
régiok vesznek kozre.

A DAAM valtozatos bioldgiai funkcidinak hatterében allé molekularis folyamatok megismerésének
érdekében elsoként célul tiiztik ki az egyes domének fiziko-kémiai karakterizalasat.

Eredményeink szerint az FH2 domén kolcsonhat az aktinnal és nukleacios aktivitasa révén elésegiti az
aktin filamentumok Osszeszerelodését, de sapkafehérje-szerii modon gatolja azok névekedését. Az FH1 —
profilin kdlesonhatas molekularis kapcsoloként szolgall a DAAM miikodésében; a sapkafehérje-szer
funkciot az elongacidt processziv modon elOsegitd aktin polimeraz aktivitassa alakitja. Az FH1-FH2
aktivitasait az N-terminalis ,,Diaphanous inhibitory” (DID) és a C-terminalis ,,Diaphanous
autoregulatory” (DAD) domének kozotti autoinhibicidés kolcsonhatas szabalyozza. Munkank soran
bioinformatikai elemzések alapjan rendezetlen szerkezettel rendelkezik (intrinsically disordered region,
IDR). Annak ellenére, hogy az izolalt CT régidé képes az aktin monomerek kotésére, Snmagaban nem
befolyasolja az aktin dinamikat. Az FH2 domén jelenlétében azonban képes a DAAM nukleacios
aktivitasanak és a filamentum vég-kolcsonhatasanak hangolasara.

Eredményeinket Osszefoglalva, a DAAM FH2 doménje nélkiilozhetetlen az aktinnal kialakitott
kolcsonhatasban, jollehet bioldgiai aktivitasat intrinzik (FH1, DID, DAD, CT régiok) és extrinzik (profilin,
sapka fehérje) faktorok is szabalyozzak.

Koszonetnyilvanitas

A kutatas a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 Nemzeti Kivalosag Program cimii kiemelt projekt keretében zajlott. A
projekt az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valésul meg. A kutatas az
Eurépai Unié és Magyarorszag tdmogatdsaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozdsaval a TAMOP 4.2.4.A/
2-11-1-2012-0001 azonositd szamu ,,Nemzeti Kivalosag Program — Hazai hallgatoi, illetve kutatdi személyi tamogatast
biztositd rendszer kidolgozasa és miikodtetése konvergencia program” cimi kiemelt projekt keretei kozott valosult meg.
A kutatis Az Emberi Er6forrasok Minisztériuma UNKP-16-4 kédszamu Uj Nemzeti Kivalosdg Programjanak
tamogatasaval késziilt.
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Tirozinat fluoreszcencia spektroszkopiai vizsgalata az AppA nevi fotoaktiv
fehérjében

KAPRONCZAI ROBERT, PASITKA JONATAN, KARADI KRISTOF, SZEKERES GABOR, GRAMA LASZLO,
NYITRAI MIKLOS ES LUKACS ANDRAS

Pécsi Tudomdnyegyetem AOK, Biofizikai Intézet

A triptofan, tekintettel arra, hogy jol detektalhaté a fluoreszcencidja és a legtobb fehérjében eléfordul,
évtizedek ota kedvelt fluorofor a fehérjedinamikai vizsgalatok soran. Intrinsic markerként nagyon népszeri
azokban a spektroszkopiai vizsgalatokban, amelyek soran a fehérje funkcionalis dinamik4jat fluoreszcencia
kioltassal [1], FRET-tel [2] vagy anizotropia lecsengés segitségével [3] vizsgaljak. Tekintettel arra, hogy a
triptofan abszorpcios csticsa és a szintén fluoreszcens tirozin csucsa eltér, az esetek jelentds tobbségében
szelektiv gerjesztéssel (295 nm) el lehet keriilni a tirozin gerjesztését. A tirozin fluoreszcencia jaruléka azzal
is kikiiszobolhetd, ha a fluoreszcencia emisszidt 350 nm felett mérjiik, alapesetben ebben a régidban a
tirozinnak nincs jelentds jaruléka, mivel a tirozin protonalt alakjanak az emissziés maximuma kozel van a
300 nm-hez. A tirozinnak alapesetben a pK-ja 10 kdriil van, a mérések talnyomo tobbségében tehat teljesiil
az, hogy az aminosav protonalt alakban legyen. Az azonban, hogy ez a fehérjében is megvalosul-e
ellenérzésre szorul. A.G. Szabo még a nyoclvanas években beszamolt olyan esetekrdl, amelyekben a tirozin
pK-ja 7 és 8 kozott volt. Ez azért fontos, mert a tirozin deprotonalt alakjanak (tirozinat) fluoreszcenciaja
teljesen egybevag a triptofanéval.

Az itt bemutatott munka soran az AppA nevii fotoaktiv fehérjén végzett vizsgalatainkrdl kivanunk
beszamolni [4]. Az Appa esetében a tirozin pK-ja 8.5, a triptofan fluoreszcencidjanak vizsgalata esetében
ezzel tehat szamolni kell.

Referenciak

[1]E. Bodis, K. Raics, M. Nyitrai, Z. Majer, A. Lukacs, Fluorescence lifetime distributions report on protein
destabilisation in quenching experiments, J. Photochem. Photobiol. B., 129 (2013) 108-14.

[2]M. Nyitrai, G. Hild, E. Badis, a Lukacs, B. Somogyi, Flexibility of myosin-subfragment-1 in its complex with actin
as revealed by fluorescence resonance energy transfer, Eur. J. Biochem., 267 (2000) 4334-8.
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Hazai mézek botanikai és foldrajzi eredetének meghatarozasa analitikai és
spektroszkopiai modszerekkel

KASZAB TIMEA!, BODOR ZSANETT? BENEDEK CSILLA2, VOZARY ESZTER!, KOVACS ZOLTAN!

! Szent Istvan Egyetem, Elelmiszertudomdnyi Kar, Fizika-Automatika Tanszék,
2 Semmelweis Egyetem Egészségtudomdanyi Kar, Dietetikai —és Taplalkozdstudomdany Tanszék

A méz 6sidOk ota hasznalt szer és értékes piaci termék a benne 1év6 hasznos tdpanyagok miatt, gy, mint
mikrotapanyagok, szerves savak és antioxidansok. Ezen tulajdonsagai és magas ara miatt hamisitasi
eljarasok célpontjava valt, amire nagyon sok féle mddszer 1étezik a kiillonb6z6 orszagok mézkeverékeinek
eléallitasatol a cukorsziruppal vald disitasig. Az évente ismétlédd mézbotranyok ravilagitottak a magyar
mézek védelmének fontossagara. Ezért sziikség van olyan gyors modszerek kidolgozasara, mellyel a
kiilonb6zo eredetli mézek beazonosithatok. A kozeli infravords (NIR) spektroszkopia egy olyan gyors €s
roncsoldsmentes mérési modszer, amely kielégiti ezen kivanalmakat. Munkank célja a hazai mézek
tulajdonsagainak atfogd vizsgalatan tul az egyes Osszefiiggések keresése, els6sorban a botanikai, esetleg
foldrajzi eredet meghatarozasanak céljabol.

A tanulményban 79 kiilonb6z0 botanikai besoroldsu és foldrajzi eredeti mézmintat elemeztiink. A
mézeket foként helyi termel6ktdl szereztilk be, és Osszehasonlitasként néhany kereskedelemben kaphatd
terméket is megvizsgaltuk. A 60 hazai mézminta mellett mértiink olasz, gorég és erdélyi mézeket is.
Mérésink soran a NIR spektroszkopids vizsgalatokon tal teljes polifenol-tartalom, hamutartalom,
torésmutatd, pH és elektromos vezetOképesség keriilt meghatarozasra. Ezeket a fiziko-kémiai paramétereket

az International Honey Commision leirdsa alapjan, mig a polifenol-tartalom meghatarozasat Folin-

Ciocalteu modszerrel végeztiik. A fenti paraméterek mérése mellett Konica Minolta CR410 tipusa
szinméré késziilékkel vizsgaltuk a mézek szinkarakterisztikajat. A NIR abszorpcids spektrumokat
Spectralyzer PCM 1025 tipusu spektrofotméterrel vettiik fel 1000 és 2500 nm kozo6tt 2 nm-es felbontéssal.

A kutatds sordn Osszefliggéseket taldltunk a szinkarakterisztika és polifenoltartalom kozott: negativ
kapcsolatot talaltunk a mézek vilagossaga és polifenoltartalma kozott, valamint pozitiv kapcsolatot a mézek
vorossége ¢és polifenoltartalma kozott.

A legaldbb o6t kiilonbdz0 mintat tartalmazo fajtamézek esetében botanikailag 75%-ban, mig a foldrajzi
eredet esetében az elkiilonités 86%-ban volt sikeres. Ez alapjan elmondhat6, hogy a NIR spektroszkopia
alkalmas lehet a mézek botanikai és foldrajzi eredetének azonositasara.

Koszonetnyilvanitas ) )
Az Emberi Er6forrasok Minisztériuma UNKP 16-2-1 kodszamt Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak, valamint a
Magyar Tudomanyos Akadémia Bolyai Janos Kutatoi Osztondijanak tdmogatasaval.
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A miozin 16 ankyrin domén hatasa az aktomiozin rendszerre
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2Szentdagothai Janos Kutaté Kozpont
3SMTA-PTE Nukledris-Mitokondridlis Interakciok Kutaté Csoport

A miozin motorfehérje-csalad egyik kevéssé ismert tagja a nem-konvenciondlis miozin 16, amely a
citoplazmaban ¢és a sejtmagban egyarant megtalalhato és feltételezések szerint a sejtciklus és a proliferacio
szabalyozéasadban jatszhat szerepet. A miozin 16-ot legnagyobb mennyiségben a kdzponti idegrendszer
szoveteiben mutattdk ki, elsGsorban az idegfejlddés id6szakaban. Erintettsége human korképek, pl. a
skizofrénia és az autizmus kialakulasanak hatterében is valdszintisithet6. A miozin 16 fehérjék szerkezeti
sajatossdga a fehérje N-terminalis részén taldlhatd, 8 ankyrin ismétlodést tartalmazd domén (Myl6Ank).
Korabbi vizsgalataink kimutattak, hogy a Myl6Ank k&tddik a nehéz meromiozinhoz (HMM) és fokozza
annak ATP4z aktivitasat [1].

A motor funkcié szabalyozasa kulcsfontossdgli a miozin fehérjék mikodése szempontjabol.
Vizsgalatainkkal arra kerestiik a valaszt, hogy a Myl6Ank a HMM melyik részéhez kapcsolodva fejti ki a
hatasat, illetve az ATPaz ciklus melyik 1épését tudja befolyasolni. Vizsgdlatainkhoz steady-state anizotropia
illetve ATPaz aktivitdas mérést, valamint in vitro motilitdsi probat hasznaltunk, teljes belsd visszaverddés
fluoreszcencia mikroszkdp (TIRFM) segitségével. Kisérleteinket vazizom aktomiozin modell rendszeren
végeztik.

Eredményeink azt mutattak, hogy a My16Ank a vazizom HMM-en beliil kdzvetleniil a motor doménhez,
az ugynevezett S1 fragmentumhoz képes kotddni (KD ~ 7,01 uM) és kozvetleniil fokozza az S1 ATPaz
aktivitasat. Az in vitro motilitasi proba soran megfigyeltiik, hogy a Myl6Ank jelenléte koncentracio fiiggd
modon fokozza az aktin filamentumok motilitasi sebességét. Mivel a Myl6Ank kozvetleniil nem képes
aktint kotni, a hatds feltételezhetdleg a motor domén ADP kibocsatasanak fokozasan keresztiil valosulhat
meg. Kiilonb6z6 ATP koncentracidkon elvégezve a mérést azt tapasztaltuk, hogy a Myl6Ank jelenlétében a
motor domén alacsonyabb ATP koncentracion éri el a maximalis reakcidsebességet.

Eddigi eredményeink alapjan a My16Ank egyik lehetséges intramolekularis szerepe a miozin 16 motor
aktivitasanak szabalyozésa lehet, mégpedig a motor aktivitas kozvetlen fokozasan keresztiil.

Koszonetnyilvanitas )
Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-16-3 kddszama Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak tamogatasaval
késziilt

Irodalom
[1] Kengyel et. al. (2015) Eur Biophys J 44(4): 207-18.
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SALS, egy rendezetlen fehérje szerepe a szarkomerogenezis soran

PINTER REKA!, FORIZS JUDIT VIKTORIA!, HUBER TAMAS!, VIG ANDREA TEREZ!, TOTH MONIKA
AGNES!, KALMAR LAJOS23 ES BUGYI BEATA!

IPécsi Tudomdanyegyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Biofizikai Intézet
’Enzimoldgiai Intézet, Természettudomanyi Kutatékozpont, Magyar Tudomdnyos Akadémia
3Department of Veterinary Medicine, University of Cambridge

A Sarcomere length short (SALS) egy aktin-kotd, Wiskott-Aldrich szindroma homoldég (WH2)
doméneket tartalmazo fehérje, amely alapvetd szerepet jatszik a szarkomer aktin filamentumainak
Osszeszerelodésében és szerkezeti rendezettségének kialakitasaban. Hidnyaban az aktin filamentumok
megrovidiilnek, rendezettségiik megbomlik, ami izommiikddési problémakhoz vezethet, embrionalis korban
pedig letalis. A WH2 motivum sok mas aktin sejtvaiz miikodését szabalyozd fehérjecsaladban is
megtalalhatd. A WH2 domén fehérjék sajatsaga, hogy funkcionalis szempontbol rendkiviil sokoldaluak. A
SALS funkcidjanak pontosabb megértése érdekében, mar korabban is végeztiink vizsgalatokat, melynek
soran a SALS két WH2 doménje és az aktin kozotti kolesonhatasokat tanulmanyoztuk (SALS-WH2). A
vizsgalatok kideritették, hogy a SALS-WH2 az aktin monomerhez kétédve meggatolja azok filamentumma
szervezOdését, valamint a filamentumokkal valo kolcsonhatisa révén segiti azok szétesését. Ezek az
aktivitasok azonban nem rekonstrualjak a fehérje biologiai funkciojat, amelyek arra engednek kovetkeztetni,
hogy belsé — tovabbi domének — és/vagy kiilsé — mas szarkomerikus fehérjék — is nélkiilozhetetlenek a
SALS megfeleld miikodéséhez.

Bioinformatikai elemzésiink felderitette, hogy a SALS nem rendelkezik jol meghatarozott 3D
szerkezettel, azaz egy rendezetlen fehérje (intrinsically disordered protein, IDP). Kutatasaink célja a SALS
fehérje bakulovirus rendszerben torténd eldallitasa, a fehérje rendezetlen szerkezetének a vizsgalata és
fluoreszcencia spektroszkopia, DSC valamint biokémiai moddszerrel torténd alatamasztasa. Tovabba
vizsgaljuk, hogy a SALS rendezetlen szerkezete milyen modon jarul hozza az aktin filamentumok szabalyos
szervezOdéséhez, a SALS egyes régidi és az aktin, valamint a SALS és mas szarkomerikus fehérjék kozotti
kolcsonhatasokat és azok hatasait a SALS biologiai funkcidjara.

Koszonetnyilvanitas

A kutatas a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 Nemzeti Kivalésag Program cimii kiemelt projekt keretében zajlott. A
projekt az Eur6pai Unié tdmogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg. A kutatds az
Eurdpai Unid és Magyarorszag tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval a TAMOP 4.2.4.A/
2-11-1-2012-0001 azonositd szamu ,,Nemzeti Kivalosag Program — Hazai hallgatoi, illetve kutatdi személyi timogatast
biztositd rendszer kidolgozésa és miikodtetése konvergencia program” cimi kiemelt projekt keretei kozott valosult meg.
A kutatis Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma UNKP-16-4 kodszamG Uj Nemzeti Kivalosag Programjanak
tamogatasaval késziilt.

JEGYZETEK

84



Molekularis biofizika

P31

Diszkerin mutaciok in vivo és in vitro jellemzése

BALOGH ESZTER?*, SCHAY GUSZTAV?7, TORY KALMAN*3, KARANCSINE MENYHARD DORAS,
FERENCZY GYORGY!, Kiss DORA JUDIT! ES VARGA MATE3+#

I MTA Természettudomdanyi Kutatokozpont, Gydgyszerkémiai Kutatécsoport
2 Semmelweis Egyetem, Biofizikai Intézet
3 Eotvos Lorand Tudomanyegyetem, Genetikai Tanszék
4 MTA-SE Lendiilet Nephrogenetikai Kutatécsoport
3. Semmelweis Egyetem, 1. sz. Gyermekgydgyadszati Klinika, Genetika Munkacsoport
6. MTA-ELTE Fehérjemodellezé Kutatocsoport és Szerkezeti Kémia és Biologia Laboratérium
7. MTA-SE Molekularis Biofizikai Kutatécsoport

A diszkerin (dkcl) molekula az eukaridta sejtek egyik legfontosabb RNS modifikaciéjat, a
pszeudouridilaciot katalizalja, melynek pontos szerepe a sejt mitkodésében nem teljesen tisztazott. Irodalmi
adatok sejtetik hogy a riboszomalis RNS-ek pszeudouridilacidja a riboszoma miikodésében Iehet
elengedhetetlen, igy elégtelen pszeudouridilacié a riboszomalis komplex miikddésének zavarat okozhatja,
ami klasszikus riboszomopatids kortiinet forméajaban jelentkezhet. A riboszomopatiadk patogenezise
viszonylag ismeretlen teriilet, igy a diszkerin mitkddésének feltarasaval fontos ismereteket szerezhetiink ezen
a téren. Munkank soran targetalt genomszerkesztéssel zebradanioban létrehoztunk tobb nullmutaciot illetve
hipomorf allélt a dkcl génben. Bizonyitottuk, hogy a dkcl hidnya nagyon jellegzetes fejlodési
rendellenességeket okoz, amelyek koziil szdmos a sejtek differenciacidjanak elmaradasaval hozhato
Osszefiiggésbe. A molekula-komplexek in-vitro nyomasperturbacios fluoreszcencia spektroszkopiai
vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a dkcl egy hipomorf mutacidja révén — meglepd modon — erdsebb
komplexeket alakit ki a partner fehérjékkel, (pl. a NOP10-el) mint a vad tipus, majdnem egy nagysagrendi
csokkenést mutat a Kd (disszociacios allandd), mig ezzel parhuzamosan a kotéfelszin nagysaga csokken.
Ebbdl arra tudunk kovetkeztetni, hogy az eddig vizsgalt mutaciok mindegyike jelentdsen atrendezi a
komplex Osszetartasaért felelos kolesonhato felszineket. A diszkerint tartalmazo box H/ACA pszeudouridin
szintdz komplex altal katalizalt uridin-pszeudouridin 4talakulas reakciomechanizmusanak tisztazasra
kvantum kémiai szamitasokkal vizsgalunk relevans modellrendszereket. Az igy azonositott lehetséges
mechanizmusokra pontosabb, vegyes kvantummechanikai/molekulamechanikai szamitasokat végziink. Ezek
a mutaciok és a komplex elemeinek kotédése, valamint a pszeudouridin képzodés katalizise kozotti
Osszefiiggésre adnak informaciot.

Koszonetnyilvanitas
OTKA-K116305

OTKA-111862

MTA-SE Lendiilet LP2015-11/2015
OTKA-K109718
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A zsufolo agens alacsony koncentracioja destabilizalja a fehérjéket

SOMKUTI JUDIT!, TOROK ZSOFIAZ, PFLAZGRAF FREDERIK2 ES SMELLER LASZLO?

! MTA-SE Molekuldris Biofizikai Kutatécsoport
2 Semmelweis Egyetem, Biofizikai és Sugdrbioldgiai Intézet

A sejten belill nagyon magas a makromolekuldk koncentracidja, ami befolyasolhatja a fehérjék mikodését
és ezaltal a létfontossagu bioldgiai folyamatokat. Ezt a jelenséget nevezik makromolekularis zstufoltsagnak.

Mivel a makromolekuléris zsufoltsdg legfontosabb hatdsa a kizart térfogaton alapszik, ezért
nyomaskisérleteket végeztiink, ahol a térfogat (mint a nyomadassal konjugalt paraméter) kulcsfontossagi
tényez6. Borju szérum albumin és lizozim fehérjék nyomas- és ho stabilitasat vizsgaltuk kiilonbozo
koncentracidju és tipust zsufol6 dgensek (dextran, ficoll és maga a lizozim) jelenlétében.

Az altalanos nézet szerint a zsufolt kornyezet stabilizalja a nativ konformdciot, mivel lecsokkenti az
elérheto térfogatot az un. kizart térfogat effektus révén. A zsufolt kdrnyezet ezért a kompaktabb konformaciot
preferalja. Eredményeink azonban részben ellentmondanak az igy varhatd stabilizaldo hatasnak, ugyanis
zsufold 4gensek jelenléte alacsonyabb koncentraciondl csokkentette a fehérjék nyomassal szembeni
stabilitdsat. Magasabb (kb 20% {616tti) koncentracional azonban Ujra stabilizalo hatés jelentkezett.

A destabilizal6 hatast a zsufolt kornyezetben lecsokkent hidratacios térfogatvaltozassal magyarazzuk.
Részletesen kitériink a fehérje parcidlis térfogata €s a fehérje altal befolyasolt térfogat kdzotti, valamint ezek
kapcsolatait a molekularisan zstfolt kornyezet altal kizart térfogat kozotti kiilonbségekre, amelyek
létfontossaguak a kisérleti eredmények megértéséhez [1].

Koszonetnyilvanitas
A munkat a Turchanyi kutatoi 6sztondij tamogatta.

Irodalom
[1] Somkuti J, Torok Z, Pfalzgraf F, Smeller L (2017) Low crowding agent concentration destabilizes against pressure
unfolding, Biophysical Chemistry (in press.) DOI: 10.1016/j.bpc.2017.04.013
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A szimmetrikus osztodas és differenciacio kozti egyensuly szerepe
hierarchikusan szervezodo szovetek homeosztazisanak fenntartasaban

DEMETER MARTON, DERENYI IMRE ES SZOLLOSI GERGELY
ELTE TTK, Biologiai Fizika Tsz., ELTE-MTA ,, Lendiilet” Evolucios Genomika kutatocsoport

A rak kialakuldsa egy szomatikus evolucids folyamat, mely soran a szovetekben 1évo sejtek osztodasaik
soran véletlenszerlien mutacidkat gytijtenek be, amik eldsegithetik a daganatok kialakulésat.

Hogyan érheti el egy soksejtli €161ény, hogy hosszl évekig miikdddképes szervrendszerereket tart fent,
mely soran rengeteg sejt elpusztul illetve potlodik, mikdzben a rak kialakuldsanak kockazatat is az élete
donté hanyadaban relative alacsonyan tudja tartani?

Korabbi eredményeink mar megmutattak [1], hogy a hierarchikusan szervezodott szovetek felépiilése és
homeosztazisa soran a rendszer osztodasi terhe (a sejtvonalak osztodasi szama), mely altal a mutaciok
szama, ¢és egyben a rak kialakulas kockazata is hatékonyan minimalizalhato.
harom lehetséges mikroszkopikus esemény (asszimetrikus osztodas, szimmetrikus osztodas és szimmetrikus
differenciacio) koziil, féleg a szimmetrikus osztodas és differenciacio kozti kényes egyensulyt targyaljuk.

Megallapitjuk, hogy modelliinkben a rak kialakulasahoz mind a hierarchikus szintek méretét noveld
szimmetrikus osztodasok tulzott mértéke mind a szintek méretét csokkentd szimmetrikus differenciacios
események alacsony szdma is ugyanugy vezethet.

Definialunk egy kiiszobértéket, mely egy adott szerkezeti és dinamikaju hierarchikus szoveti
struktiraban a szelekcio erOsségének azt az értéket jelenti, ami alatt az in silico szdvet még nagy
valosziniiséggel képes fenntartani a homeosztazist, illetve ami felett a sejtpopulacié mérete varhatoan
divergal.

Mivel kidertil, hogy ez a kiiszobérték explicit modon fiigg a sejtek mutacios szamatol, igy egyben implicit
modon fiigg a mutacios rata (i) nagysagatol is.

Binaris fakon modellezve jo kozelitést tudunk adni arra, hogy egy adott hierarchikus rendszerben a
mutacios rata (u) és a szelekcid mértékének (s) fiiggvényében, adott rendii mutansoknak mekkora az
eléfordulasi valosziniisége, amelyet a P(u,s) eloszlassal irunk le. A P(w,s) eloszlas segitségével végiil
megérthetjiik a szimulaciokbol kimért kiiszobértékek valtozasat a mutacios rata fliggvényében.

Irodalom

[1] Imre Derényi, Gergely J Sz6116si Hierarchical tissue organization as a general mechanism to limit the accumulation
of somatic mutations, bioRxiv 098129; doi: https://doi.org/10.1101/098129 Nature Communications doi: 10.1038/
ncomms14545.
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Denzitasfiiggo sejtosztodas hierarchikusan szervezédott szovetekben

GRAJZEL DANIEL, DERENYI IMRE ES SZOLLOSI GERGELY
ELTE TTK, Biologiai Fizika Tsz., ELTE-MTA ,, Lendiilet” Evolucios Genomika kutatocsoport

Eletink soran a szoveteinkben 1évé sejtek szamos osztodason mennek keresztill, amelyek alatt
véletlenszerli mutaciokat gyljtenek be, ezek pedig hozzajarulhatnak daganat kialakuldsahoz a
szervezetlinkben. Felmertil a kérdés, hogy egy soksejtii é161ény miképp képes élete nagy részében fenntartani
szervrendszereinek megfeleld mitkodését és emellett elegendden alacsonyan tartani a rdkos megbetegedés
kockazatat. Kordbbi eredményeink szerint [1] a hierarchikusan szervezddott szovetek esetén az egyes
sejtvonalak osztddasi szama azaz a rendszer osztoddsi terhe megfeleld hatékonysaggal minimalizalhato,
ezaltal a begytijtott mutaciok szama és a rak kialakulasanak esélye is csokkentheto.

Az emlitett hierarchikus modellt bovitjiik a sejtek kozti kdlcsonhatas figyelembevételével, olyan modon,
hogy az egyes osztodasi tipusok (aszimmetrikus osztddas, szimmetrikus osztodds és szimmetrikus
differencialddas) gyakorisaga fiigg a rendszer egyes differenciacios szintjein talalhato sejtek szdmatol. Azt
vizsgaljuk, hogy az igy bevezetett denzitisfiiggés miként valtoztatja az alapmodellben megfigyelt
jelenségeket, és hogyan valtozik a rendszer osztddasi terhe kiillonbozo paraméterek mellett. Ezen tilmenden
pozitiv hatasu (az adott osztodasi tipus gyakorisagat noveld) mutaciok bevezetésével meghatarozzuk a rak
kialakulasanak feltételeit egy ilyen sejtszamfiiggd rendszer esetén is.

Irodalom

[1] Imre Derényi, Gergely J Szo6116si,

Hierarchical tissue organization as a general mechanism to limit the accumulation of somatic mutations
bioRxiv 098129; doi: https://doi.org/10.1101/098129

Nature Communications doi: 10.1038/ncomms14545.
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Vak vezet vilagtalant: hogyan lesz rendezetlen peptidekbol rendezett komplex

GYORFFY DANIEL, ZAVODSZKY PETER ES SZILAGYI ANDRAS
MTA Természettudomanyi Kutatokézpont, Enzimologiai Intézet

A rendezetlen fehérjék szerepét szamos betegségben kimutattak, kiilonds tekintettel daganatos
megbetegedésekre, amelyek mogott a fehérjék kolcsonhatasaira is épiilo jelatviteli haldzatok zavarai allnak.
A rendezetlen fehérjék kozotti kolcsonhatasok kialakulasanak részletes megértése elengedhetetlen a
jelatviteli folyamatok miikodésébe vald beavatkozashoz. A komplexképzodés soran gyakran a szabad
allapotban rendezetlen fehérjék rendezett szerkezetii komplexet hoznak 1étre. Nem tisztazott azonban, hogy a
kotodéshez kapesolt felgombolyodas soran hogyan kovetik egymast a rendezdési és kotddési események.
Makromolekularis rendszerekben zajldé folyamatok in silico az Un. Markov allapothalozat segitségével
vizsgalhatok. A t6bb rendezetlen fehérjébdl alldé rendszerek allapottere azonban rendkiviil nagy méreti,
jelentds részben a lancok relativ pozicidinak és orientacidinak nagy szama miatt, ami kezelhetetlen méretii
halézathoz vezet még két kisméretli lanc esetén is. A fehérje homodimerek képzodésének vizsgilatara
altalunk definialt kétrétegii halozat segitségével az allapottér mérete nagymértékben lecsdkkenthetd, azaltal,
hogy minden konformacidoparhoz minddssze egy asszocialt és egy disszocialt allapot tartozik. A kétrétegii
halozatot a Wako—Saito—Mufioz—Eaton modell, egy szerkezet-alapu sokasagmodell segitségével definialt
mikroallapotokra épitettiik fol. Az atmenetiatvonal-elmélet segitségével meghataroztuk négy olyan fehérjére
a homodimerképz6dés dominans mechanizmusat, amelyekrdl korabban kisérletesen igazoltak, hogy mig
szabad allapotban rendezetlenek, addig a komplexben rendezett szerkezetet vesznek fol. Az eredményeink
azt mutatjak, hogy egy adott fehérje esetében a harom lehetséges mechanizmus koziil: merev dokkolas,
konformaciokivalasztas és indukalt felgombolyodas, egyik mechanizmus sem kizarolagosan jellemzd, de hol
az egyik, hol a masik mechanizmus dominans. A rendezetlen fehérjék lokalisan rendezett elemeket
tartalmaznak az asszociacio pillanataban, azonban a rendezett részek bizonyos esetekben nem felelnek meg a
fehérje-fehérje kolcsonhatasi felszinnek.
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Kvantumkémiai protokoll kidolgozasa a kiilonb6zoképpen metilezett foszfat- és
ammoniumionok paraméterezésére

NASZTOR ZOLTAN!, BOGAR FERENC?2, PARAGI GABOR? ES HORVATH JANOS!

! MTA Szegedi Bioldgiai Kutatokozpont, Biofizikai Intézet
2 MTA-SZTE Szupramolekuldris és Nanoszerkezetii Anyagok Kutatécsoport

Biologiai rendszerekben a fehérjék metilacioja egy reverzibilis poszt-transzlacios modositas, aminek
fontos szerepe van a génexpresszid szabalyozasaban. Fehérje-metilacio jellemzdéen az arginin vagy a lizin
aminosavak toltott oldallancain torténik, és jelentds szerepe van a fehérje-fehérje kolcsonhatasok
szabalyozasaban. Az arginin metilacidja gatolhatja vagy elOsegitheti a protein-fehérje kodlcsonhatasokat a
tipusatol fliggéen. A lizin metilacidja pedig fontos szerepet jatszik a hisztonok és a fehérjék kozotti
kolcsonhatasban. A DNS metilacidja soran a metilcsoportok a DNS-t alkotd bazisokhoz (féleg a guaninban
és a citozinban gazdag szekvenciakhoz, leggyakrabban az 5-0s helyzetli szénatom metilalodik), vagy a
cukor-foszfar félanc foszfat ionjahoz kapcsolddnak, mindez fontos szerepet jatszik génregulacioban és az
onfelismerésben

A lizin oldallanc- és DNS f6lanc metilacid legegyszerlibb szimulaciés modellje az ammoénium- ¢és
foszfation metilacidja. Ezért fontos e két ionkiilonbozé mértékii metilaltsaganak a vizsgalata. Azonban
jelenleg nincsenek altalanosan elfogadott és felhasznalhaté molekulamechanikai paraméterek a kiilonb6zo
szamu metilcsoportokkal rendelkez6 foszfationok esetében. Ennek a munkanak az a célja, hogy
meghatarozza a kiilonb6z6 szami metilcsoporttal ellatott foszfat- és ammonium-ion szarmazékok
molekuladinamikai szamitasokhoz alkalmazhatd kvantumkémia alapu paraméterezési protokolljat.

Vizsgalatunk soran mind az ammonium, mind a foszfat ionhoz kiilonb6z6 szamu metilcsoportot
kapcsoltunk, majd e rendszereken kvantumkémiai szamitasokat végeztiink Gaussian 09 programcsomaggal,
a Hartree-Fock és B3LYP modszerek, kiilonbozé bazisokban és kiilonboz6 toltésszamitasi eljarasokkal. A
vizsgalt molekulak szerkezetét a szamitasok elott optimalizaltuk. Az atomi toltések meghatarozasat a RESP -
modszerrel végeztilk. A diéderes szdg értékeket a GAFF er6térbdl, mig a tobbi paramétert kvantumkémiai
eljarasbol szarmaztattuk, annak érdekében, hogy a molekuladinamikai (MD) szimulaciok stabilitasa javuljon.
A kapott paraméterek validalasat metilezett hidrogén-foszfat ionra végeztiik 50 ns hossza MD futtatasok
soran. A vizsgalt rendszer még egy natrium iont és megkdzelitéleg 800 vizmolekulat tartalmazott. A viz
molekulak az anion egyes oxigén atomjai koriili radialis eloszlasara kapott eredményeink hasonlitottuk 6ssze
QM/MM adatokkal. A legjobb egyezést a B3LYP moddszerrel, 6-311G bazissal és jol megvalasztott
toltésszamitasi beallitasokkal kaptuk.

Koszonetnyilvanitas
Ko6szonjik a NIIF-nek a sziikséges szamitastechnikai kapacitas rendelkezésiinkre bocséjtasat a szegedi és debreceni
kodzpontokban.
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Térben meghatarozott szovetek osztodasi terhének kozel optimalis redukalasa
heterogén osztodasi ratakkal

KiISS MATE, DERENYI IMRE ES SZOLLOSI GERGELY
ELTE TTK Biologia Fizika Tanszék, ELTE-MTA Lendiilet Biofizikai Kutatocsoport

A rak kialakulasa egy szoveti evolicios folyamat, melyet nagyrészt a sejtek osztdodasaibol szarmazo
mutaciok hajtanak. Emiatt a megjulo szovetek, melyeknek a szervezet élettartama alatt folyamatosan nagy
mennyiségll sejtet kell legyartaniuk, kiilonds kockazatnak vannak kitéve. Ezzel szemben a szoveti Peto
paradoxonként ismert jelenség ami szerint a rak kialakuladsanak kockazata fiiggetlen a szovet altal az élet
soran létrehozott sejtek szamatdl. Ez alapjan léteznie kell olyan mechanizmusoknak melyek a sejtek adott
leszarmazasi agaira jutd osztodasasainak szamat alacsonyan tartjak.

Korabbi kutatasunk soran egy megujuld szdvet differencialodasi szintjeit és a rajtuk megtalalhato sejtek
dinamikajat vizsgaltuk egy hierarchikus matematikai modellel [1]. Ez a rendszer elegend6 differencialodasi
szint bevezetésével és az egyes szinteken talalhatd osztodasi ratak segitségével valoban képes megkozeliteni
a szovetben definialhatd osztddasi teher elméleti minimumat és ezaltal minimalizalni a rak kialakuldsanak
kockazatat.

Ebbdl kiindulva a mostani kutatdsban létrehoztunk egy 0j modellt, amelyben a szdvet térbeliségének
szerepét vizsgaltuk. Itt az el6zdvel ellentétben a sejtek osztddasi rataja kizardlag struktira aljan talalhatod
Ossejttél mért tavolsaguk fliggvénye. Ezen kiviil a szOvet geometridja itt rdgzitett, melyben a sejtek egymast
tolva képesek mozogni. Az ij modell is képes redukalni szovet osztodasi terhét, valamint magyarazatot adhat
a nagyméretli, folyamatosan nové szervezetek rakkal szembeni védelmére.

Irodalom
[1] Derenyi I, Szollosi GJ (2017) Hierarchical Tissue Organization as a General Mechanism to Limit Somatic Evolution
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A citokrom b561 (CYBS561) fehérjék hat transzmembran hélix-szel és két b-tipusu hemmel rendelkezd,
elektron-transzportald membranfehérjék, amelyek jelenlétét valtozatos allati és ndvényi membranokban
kimutattak mar, és amelyek jelentdsen kiilonboznek a mitokondrium belsé membran vagy a kloroplasztisz
tilakoid membran két b-tipusii hemet tartalmazé transzmembran fehérje komplexeitél [1,2]. A CYB561
fehérjék mikodéséhez C-vitamin (aszkorbat) jelenlétére van sziikség, és ezek a membranba agyazodott
fehérjék elektronokat szallitanak a citoplazmaban 1évé aszkorbat molekuldkrol a nem-citoplazmatikus
oldalon talalhaté szubsztrat molekuldkra [1]. Munkank soran azt vizsgaltuk, hogyan hatnak kolcson az
aszkorbat (ASC) és monodehidro-aszkorbat (MDA) szubsztratok kiilonbozé CYBS61 fehérjékkel. Az
Arabidopsis thaliana-bol izolalt, de pontosabban még nem lokalizalt CYB561 fehérje (At CYB561B2)
kristalyszerkezete és tovabbi harom CYBS561 fehérje (a marha mellékvesekéreg kromaffin granuldiban
talalhatd (Bt CYB561A1), a novények vakuolaris membranjaban 1év6é (At CYB561B1), valamint az
egérben talalhatd, tumor szuppresszios tulajdonsagokkal rendelkezé fehérje (Mm_CYBS561D2)) homologia
modelljei esetén végeztiink elméleti szamolasokat. A fehérje-szubsztrat kolcsonhatasokat dokkolasi
szamitasokkal tanulmanyoztuk a CYBS561 fehérjék citoplazmatikus és nem-citoplazmatikus oldalara
vonatkozdan egyarant. A fehérje-szub