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A Fehérjetudomanyi Kivalésagi Egyiittmiikodési Program (MedinProt)
egyediilall6 és hianypotlo kezdeményezés Magyarorszagon, melynek célja:
- a kiilonbo6z6 fehérjetudomanyi szakteriiletek 6sszekapcsolasa,

- halézatba szervezése és megerositése,

- a versengo egylittmukodés gyakorlatanak meghonositasa,

- a szakteriileti szinergizmus katalizalasa, valamint

- a mar elismert kutaték egyittmikodésének segitése.
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eszkozok és berendezések megvasarlasahoz jutattuk hozza, valamint
nagyértéki muiszereken gépidé-tamogatast valdsitottunk meg.

A MedInProt Program tamogatni kivanja szakkonferenciak, el6adas-
sorozatok, szakmacsoport-gyllések szervezését, valamint angol
nyelvi Msc. fehérjetudomanyi program beinditasat. Tavolabbi célunk
eqgy fehérjetudomanyi troubleshooting és hotline kiépitése, szak-
konyvek beszerzése, irasa és forditasa.
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SZINERGIA I.

Szabalyozo fehérjék szerepe az oregedésben

C. elegans-ban az oregedési folyamatot szabalyozé HSF1 (heat
shock factor 1) transzkripcids faktor kozvetleniil hat az endoplazmas
retikulumban (ER) m(ikodé UPR (unfolded protein response) tutvonal
4 génjének aktivitasara.

A hésokk emlés sejtekben ER stressz indukcidjahoz vezet, ugyanakkor
a Hsfl csendesitése nem csokkenti az ER stressz markerek szintjét,
ami azt sugallja, hogy mas, indirekt kapcsolatnak is szerepe lehet a
szabalyozasban.

A C. elegans DAF-21/Hsp90 hisokkfehérje sziikséges a stressz-aktivalt
DAF-16/FOXO0 funkcidjahoz és élettartamndveld hatasahoz.

Role of regulatory proteins in the aging process

The heat shock transcription factor HSF1 directly regulates the activity of
four UPR (unfolded protein response) genes in the nematode Caenor-
habditos elegans.

Heat shock provokes endoplasmic reticulum stress in mammalian
cells; however, silencing of Hsf1 did not decrease the level of stress
markers, indicating other indirect connections in the control network.
The DAF-21/Hsp90 heat shock protein is required for the function and
life-span extending effect of the stress-inducible DAF-16/FOXO0 tran-
scription factor in C. elegans.

Szabalyozd fehérjék szerepe az oregedési folyamatban

Dr. Vellai Tibor (ELTE Genetikai Tanszék)

A kornyezeti és molekuldris stressz-faktorok alapvetéen befolyasoljak a sejtek miikodését és tulélését, igy ezen keresztiil az él6lények élettartamat. Az
eukaridta sejtek magas h6mérsékletre adott stressz-valaszanak f6 koordinatora a HSF1 (Heat Shock Factor 1) transzkripcios faktor, amely a Hsp (heat shock
protein, also called molecular chaperone) gének aktivalasan keresztiil eredményezi a citoplazma fehérjéinek konformacios stabilitasat, ezaltal fenntartva a
sejtes homeosztdzist valtozé korilmények kozott. A HSF1 és HSP fehérjéknek kitlintetett szerepiik van az élettartam meghatarozasaban szdmos él6
szervezetben. A kordbban bioinformatikai uton meghatarozott potencialis HSF1 célgének (melyek szabdlyozd vagy kédolé régidja konzervalt HSF1 kotShelyet
tartalmaz) kdzott szamos nem Hsp gént talaltunk. E gének szerepet jatszanak példaul az endoplazmatikus stresszvélasz Utvonalban, az autofagidban (sejtes
Onemésztés) és az apoptotikus sejtpusztuldsban. Ez felveti annak lehet8ségét, hogy a HSF1 nemcsak a héstressz-valaszban, hanem mds stressz-vélasz
folyamatban is kitiintetett szerepet jatszik. Potencidlisan tehat a HSF1 ,mester” koordinatora az 6regedési folyamatra hato sejtes stressz-vélasz folyamatoknak.

Jelen kutatadsi kérdéseink:

egy altaldanos modell felallitdsa az 6regedési folyamat mechanizmusara vonatkozéan

mobilis genetikai elemek (amelyek pl. a human genom kozel felét alkotjak) dregedési folyamatban betdltétt alapvetd szerepének vizsgalata a genetikai modellszervezet
Caenorhabditis elegans fonalféreg fajban

az endoplazmatikus retikulumhoz kétheté UPR-ben (unfolded protein response) szerepet jatszo HSF1 célgének jellemzése C. elegans-ban

a C. elegans élettartamanak szex-specifikus szabalyozdsa mogott rejlé mechanizmusok feltdrasa

az agy oregedési folyamatanak tanulmanyozasa a gyiimélcslégy Drosophila melanogasterben

Eredményeink:

megalkottuk az 6regedési folyamat mechanizmusanak dj modelljét, amely szerint a genom instabilitast okozé mobilis genetikai elemek aktivitasa (inszerciés mutagenezis)
eredmeényezi elsédlegesen a szoma Gregedését és az dregkori degenerativ betegségek kialakulasat (kézirat revizié alatt)

mobilis genetikai elemek csendesitésével és inaktivalasaval jelentds élettartam névekedést tapasztaltunk C. elegans-ban

C. elegans-ban kimutattuk, hogy négy UPR gén kozvetlen HSF1 szabdlyozas alatt all (kézirat elkészitése)

kimutattuk, hogy az inzulin/IGF-1 (insulin-like growth factor 1) jeltviteli rendszer transzkripciés faktorat kédolé daf-16/FoXO gén aktivitdsa kézvetleniil a szex-determindcids
génkaszkad szabélyozasa alatt 4ll; a hermafrodita (,néstény”) allatokban a daf-16 aktivabb, és ez megmagyarazza a hermafroditak hosszabb élettartamét (kézirat bekildve)
igazoltuk, hogy a Drosophila agytorzsben az autofag folyamat kapacitasa az életkor el6rehaladtaval fokozatosan csokken (és ezzel parhuzamosan a karos fehérje aggregatumok
mennyisége nd), és talaltunk egy olyan fehérjét, amely életkor-fiiggd mddon gatolja az autofagiat az agytdrzsben
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¢ A HSF1 UPR utvonal szabalyozasaban betoltott szerepét igazoltuk C. elegans-ban (Vellai — S6ti)
¢ A HSF1 - UPR célgének kapcsolatat human sejtekben is felderitettiik (Vellai — Banhegyi)

¢ Folyamatban: mobilis genetikai elemek inzercidjat kivanjuk kimutatni idés (C. elegans és
Drosophila) allatokban h&sokk- és UPR- génekben (Bdnhegyi — S6ti — Vellai)

Dr. Banhegyi Gabor
(SE OVI ER Redox Csoport)

http://erredox.semmelweis.hu

Dr. S6ti Csaba
(SE OVI Stressz Csoport)

http://stressgroup.semmelweis.hu

Az endoplazmads retikulum (ER) lumenének redox homeosztazisa alapvetd a transzlaciéban
képz8dé fehérjék konformacidjanak kialakitdsaban és fenntartasaban. A redox egyenstily
megbillenése ER stresszt vélt ki, melyet adaptacios mechanizmusok prébalnak kivédeni,
melyek koziil az UPR (unfolded protein response) a legismertebb. Az UPR jelpalya
aktivaloddsa egyrészt fokozza a lumindlis chaperonok expresszidjat, masrdszt az autofagia
és/vagy az apoptozis beindulasahoz vezethet.

A fehérje konformaciés homeosztazist védé hdsokkvalaszt a hdsokk transzkripcids faktor (HSF1)
dltal koordindlt chaperonok biztositjak, a fehérjék konformdcidjanak fenntartdsa, renaturdcioja,
valamint a javithatatlan fehérjék proteaszomalis és autofag degradaciora torténd iranyitdsa
révén. A HSF1-et a Hsp90 reguldlja, amely tébbszaz intrinzik instabilitdssal rendelkezé jeldtviteli
fehérje szerkezetét és miikodését stabilizalja. Eddigi (kozétte sajat) megfigyelések igazoljak, hogy
a hésokkvalasz kapacitasa az életkor el6rehaladtaval, valamint oxidativ stressz hataséara

h tlik. A Hsp90 0 désb I6re i tlen.
anyatli sp90 szerepe az Gregedésben egyelSre ismeretlen. Célkitiizéseink:

A hésokkvalasz és az UPR kdlcsénhatasainak vizsgalata;
Az autofagia és az apoptozis kozotti dtkapcsolds mechanizmusanak experimentdlis
vizsgdlata és modellezése.

Célkitiizéseink:
Vizsgaljuk a C. elegans hésokkvalasz 6regedés soran torténd expresszids valtozasait
Felderitjik a Hsp90 C. elegans élettartamra és UPR-re kifejtett hatasat

Fontosabb eredményeink:

Kimutattuk, hogy h&sokk ER stressz indukcidjahoz vezet, ugyanakkor a Hsf1 csendesitése
nem csokkenti az ER stressz markerek szintjét, ami azt sugallja, hogy mas, indirekt
kapcsolatnak is szerepe lehet a szabalyozasban.

Human sejtvonalakon kiilénb6z6 ER stresszorok hasznalatdval kimutattuk, hogy ER stressz
esetén a tulélésben az autofagia kulcsszerepet jatszik. Mindezt megerdsitettiik autofagia
aktivatorokkal és gatldszerekkel is.

Fontosabb eredményeink:

1. Meglepetésiinkre a fébb C. elegans hésokkfehérjék (Hsp70, Hsp16.2, Hsp90) mRNS-einek
hésokk-indukalt expresszidja az 6regedés sordn nem csokken, hanem szignifikdnsan né.

2. Kimutattuk, hogy a C. elegans Hsp90 sziikséges a stressz-aktivalt és az inzulin jelpalya hatdsat
kozvetité DAF-16/FOXO transzkripcids faktor funkcidjdhoz és élettartamnévels hatasdhoz.

3. Meger6sitettiik, hogy a C. elegans HSF1 résztvesz az UPR aktidlédasaban, azonban a Hsp90
ilyetén hatasat nem tapasztaltuk.




SZINERGIA I.

Az attétképzést és gyulladast fokozé S100A4 fehérje miikodése és gatlasa

A szinergia program soran az elmult hénapokban célul tiiztiik ki a miozin
filamentumok szétesését okozo lehetséges hatasok molekularis szintd
vizsgalatat. NMR, CD, MS-MS maddszerek segitségével jellemeztiik az
aggregaciot, a kiilonb6z6 hosszusagu foszforilalt és nem-foszforilalt
miozin szakaszok szerkezeti, dinamikai tulajdonsagait. Bioinformatikai
eszkozokkel szignifikans és konzervalt kiilonbséget talaltunk az egyes
nem-izom miozin Il lancok C-termindlis rendezetlen szakaszanak fizikai/
kémiai tulajdonsagaban. Iranyitott fehérjeevolicion alapuld stratégiat
kovetve a természetbdl ismert leger6sebb S100A4-k6t6 peptidnél 200-
szor hatékonyabb, pikomolaris affinitdsu antagonista peptidet hoztunk
|étre, amely rdaadasul még tovabb fejlesztheto.

Function and inhibition of the metastasis and inflammation promoting
protein, S100A4

During the last months we focused on molecular level elucidation of
myosin filament disruption caused mainly by phosphorylation. A com-
bination of NMR, CD, MS-MS techniques helped in the description of
structural and dynamical properties, as well as aggregation behavior
of varying lengths phosphorylated and non-phosphorylated myosin
fragments. We found significant and conserved differences between
the physical/chemical properties in the disordered C-terminal tail of
non-muscle myosin Il isoforms using bioinformatics analysis. Using
directed protein evolution we produced antagonist peptides that bind
S100A4 with picomolar dissociation constant and can be further im-
proved.
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Szerkezeti Kémia és ELTE TTK Bioldgiai Intézet Biokémiai Tanszék Rendezetlen fehérje
Bioldgia Laboratérium Kutatdcsoport
Az NMR spektroszkopia tarhazat A kalcium-kot6 S100 csalad fehérje- Azt vizsgalom, hogy milyen alapvet6 A bioinformatika eszkozeit
felhasznalva és fejlesztve a fehérjék fehérje kélcsonhatasait kutatom a torvényszerliségek szabjak meg a felhasznalva kutatom a rendezetlen
szerkezeti és dinamikai sajatsagait szerkezeti biokémia eszkozeivel. A fehérjék kozotti kolcsonhatasok fehérjék evolucidjat, funkcidjat és
kutatom. A projektben a szabad projektben az S100A4 és a nem-izom affinitasat, specifitasat. Ehhez szerkezeti sajatossagait. A
formaban rendezetlen NM2A és p53 miozin Il (NM2A) izoformak szelektiv részben irdnyitott fehérjeevoluciot projektben a rendezetlen és coiled-
kotérégiok, illetve az S100A4 kolcsonhatasanak jellemzése hasznalok amellyel egyben uJ coil szak k evoliiciés vizsgalata és
fehérjével alkotott komplexeik valamint az S100A4-p53 kompl kol kat is fejl A a komplexek kialakulasanak
jellemzése a célom. szerkezeti hatterének feltdrasa van a projektben az S100A4 kat6helyének lellezése a célom.
fokuszban. jellemzése és gatlasa a f6 célom.

Az attétképzést és gyulladast fokozé S100A4 fehérje
mikédése és gatlasa

Nem-izom miozin 2 (NM2) szerkezeti vizsgalata, az S100A4 kdtShely optimalasa,

Az NM2A Ser1943 foszforilaciéjanak

hatdsa a C-terminalis régio szerkezetére

A mMe7 szerkezet(i, de kiterjedt
régiokban naszcens helicitdst mutat. A coiled-coil dimer M111
fragmentum kozépsé szakasza a kisérleti kériilmények kozott lathatatlan,

N-termindlis szakasza pedig inherens helicitast mutat.

w7
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T | T -rl
321 nasscens helcitds

A foszforilacié hatasara a C-terminalis rendezetlen régidban lokalisan kis
véltozds tapasztalhatd, a fragmentumok globdlis szerkezete azonban

nem valtozik.

Biochem J., Oct 20, 2015, ; DOI: 10.1042/BJ20150843

NM2 izoformak bioinformatikai 6sszehasonlitasa

A Ca?*-aktivalta S100A4 fehérje
fizioldgias kotépartnerei
o ) RAGE ) citoszlislfmn
(Hspe ) (uear ) e Bl)
CEDIGD) Cal'\l ( Nm2a )w
oo (wen )  pl (e )LD A NM2 izoformak C-terminalis (S100A4-k5t8)
gsmn D) ) - avoptezs régidjanak konzervaltsag-analizise

A C indlis (a coiled-coil domén és a régié
hatarat ha 6g jelzi) nagy variabilitdst mutat az izoformak kézétt,
. ei s . .y melynek szekvencidja kevésbé, fizikai/kémiai karakterisztikdja jobban
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A MEDinPROt tamogatast megkoszond publikaciok

1.Biri B, Kiss B, Kiraly R, Schlosser G, Lang O, K&hidai L, Fésus L, and Nyitray L. Metastasis-associated S100A4 is a specific amine donor and an activity-independent binding partner of transglutaminase-2.

2.Gogl G, Alexa A, Kiss B, Katona K, Kovacs M, Reményi A, Nyitray L. Structural basis of RSK1 inhibition by S100B: modulation of the ERK signaling cascade in a calcium-dependent way. J. Biol. Chem., in press
3.Kiss B, Kalmar J, Nyitray L, Pl G. Isoform-selectivity of S100A4-induced non-muscle myosin Il filament disassembly is synergistically determined by structural elements in the tail region. J. Mol. Biol. Under

review

4.Palfy Gy, Kiss B, Nyitray L, Bodor A. Changes in the dynamics of S100A4 upon a non-muscle myosin binding. Chemistry, before submission
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SZINERGIA I.

Fehérjéket tartalmazé gyogyszerkészitmények

Polimerszal-hordozos fehérjekészitmények és biomimetikus vezikularis
rendszerek fejlesztését és széleskorl jellemzését végeztiik.

A modern biotechnoldgia alkalmazasara a fehérje hatéanyag ter-
meltetésétdl a végso kiszerelési formaig sor keriilt. Alapkutatasi
szintd, fiziko-kémiai vizsgalatokat végeztiink a technolégia kriti-
kus lépéseinek feltarasa céljabdl, azatomi mérettél a mikrométeres
dimenzidkig terjed6 szerkezeti és morfoldgiai sajatsagokra koncentralva.

Pharmaceutical products containing protein

Development and complex characterization of protein pharmaceuticals
on fibrous polymer carriers and biomimetic vesicle nano-vehiches were
carried out. State of art biotechnology was involved from protein pro-
duction until product formulation. Critical details of technology were
investigated with physico-chemical methods focusing on the structural
and morphological features covering the range from the atomic scale up
to the dimension of micrometers.

4 Fehérjéket tartalmazé gyogyszerkészitmények N
Ballagi Andras, Bota Attila, Marosi Gyorgy

Richter Gedeon Nyrt Biotechnoldgiai Laboratdrium
MTA TTK Bioldgiai Nanokémia Kutatdcsoport
BME SzKT SafecoPharmTech laboratorium

A biogydgyszerek a gyogyszergydrak leghatékonyabb és legnagyobb hasznot hozo, de
ugyanakkor legnagyobb technoldgiai kihivast jelent6 készitményei. A kontrollalt gyartas és a
stabil gyégyszerforma megvaldsitdsa technoldgiai és analitikai fejlesztéseket igényel.

. MTA-TTK Cél: Atechnoldgia és a szerkezet BME

R ES | h Osszefliggéseinek jobb megértése, az
M Bio-NanoChem ellenérzési, és a szabalyozasi SafecoPharmTech :

Komplex szerkezeti és morfoldgiai lehetéségek bovitese. Pharmatech ModeI\Lab.

vizsgdlatok .
Réntgenszords és diffrakcio széles folyamatos technoldgia

mérettartomdnyban (0.2 nm —tél

Nano-drug delivery

300 nm-ig) fehérje stabilizdlds
MEDinPROT \\
alprojekt: |
PHARMinPROT /
Biokompatibilis e o )
Fehérje — Lipid rendszerek: . ; Immobilizalt enzimek,
Nanoerythrosomes Szinergia organo-katalizdtorok,

Raman térképezés

o % Peptid/fehérje nanostrukturak
e eléallitasa liposzdmak
N\ alkalmazasaval és anélkul
\ Morfoldgiai és szerkezetvizsgalatok: .
NN orientacios hatdsok vizsgalata RN LR
e N\ o . Kontrollalt
e Kombinalt Raman — SAXS analizisek biotechnoldgia,
Szdlas szerkezetl és a szerkezet modellezése PAT + kemometria
Fehérje — Polimer rendszerek: Raman alapszabiyorss

A kooperacio kiterjesztése
daganatellenes gyogyszerek, :
Ossejtek formulalasara, exoszémak Ei'ﬁ.ﬁﬂ
kutatasara gttt

Richter-Biotech

Laboratdrium
Rekombindns fehérje
gyogyszerek emlds
sejtekkel torténd

gydrtdstechnoldgidinak
kutatdsa és fejlesztése
Modern biotechnoldgia
dital  nyujtott  mérnoki
lehetéségek felhaszndldsa
a gyogyszeriparban




SZINERGIA 1.

Egy ujonnan felfedezett gyulladaskelto folyamat nyomaban

El6allitottunk nagy tisztasagu, sejttenyésztési korilmények kozott
hasznalhaté rekombinans MASP-1 fragmentumot, és ennek iranyitott
fehérjeevolucidval kifejlesztett inhibitorat, az SGMI-1 fehérjét. Ezek
segitségével in vitro modellrendszerben kimutattuk, hogy a MASP-
1 indukalja az endotélsejtek E-szelektin adhéziés molekuldjat mind
MRNS, mind fehérje szinten, ami a komplementrendszer-endotéli-
um-leukocita egyittmikodésen alapulé gyulladdasszabalyozas uj,
eddig ismeretlen mechanizmusa. Az SGMI-1 dézisfliggben gatolja a
MASP-1 hatasara bekovetkez6 Ca-mobilizaciét, és még a hatékony
dozisnal jéval magasabb koncentracidoban sem toxikus az endotélsejtekre.

Assessing a newly discovered inflammatory pathway

We prepared a stock of recombinant MASP-1 fragment and its inhibitor
SGMI-1, developed by directed protein evolution, which were sufficiently
pure to be applied to cell culture. Using these recombinant proteins in
an in vitro model system, we discovered that MASP-1 is able to induce
E-selectin adhesion molecule in endothelial cells, at the levels of both
mRNA and protein, which is a hitherto unknown mechanism of inflam-
matory requlation driven by the cooperation of complement, endothe-
lium and leukocytes. SGMI-1 blocks MASP-1 induced Ca-mobiliza-
tion in a dose-dependent manner, and SGMI-1 does not produce any
sign of toxic effects in endothelial cells even at concentrations much
higher than the effective dose.

Egy ujonnan felfedezett gyulladaskelt6 folyamat nyomaban
Gal Péter, Cervenak Laszlo, Pal Gabor
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Gal Péter
MTA TTK Enzimoldgiai Intézet

Bakteridlis  expresszids  rendszerben  nagy
mennyiségli rekombindns (r)MASP-1 molekulat
(CCP1/CCP2/SP  fragmentumok)  termeltiink,
amelyrél kordbban bebizonyitottuk, hogy az
endotélsejteket a nativ, komplexben Iévé MASP-1-
hez hasonléan képes aktivalni. A rMASP-1-et
renaturdltuk, tébb kromatografias |épésben
tisztitottuk, majd ellendriztik tisztasagdt. A
preparatum min. 95% rMASP-1-et tartalmazott. A
sejtes tesztekben nem kivanatos bakterialis DNS
szennyez6dést nem  tudtunk kimutatni a
prepardtumban. A minta aktivitdsat fluoreszcens
szubsztrat hasitdsi tesztben ellendriztiik, és
megdllapitottuk, hogy a rMASP-1 molekulak tobb
mint 95%-a enzimatikusan aktiv. Az aktivitast C1-
inhibitor hozzaadasaval is ellendriztiik, ugyanis
csak az aktiv rMASP-1 képes kovalens komplexet
képezni ezzel a szerpin tipusu, széles specifitasu
szerin protedz inhibitorral (dbra).

Mw standard
MASP-1
MASP-1
+HEPES
MASP-1
+CINH

C1INH

=
/]

Konkluzié

Cervenak Laszlo
| Semmelweis Egyetem,

iz 255 11l Sz. Belgyogyaszati Klinika
A Gal Péter munkacsoportja 4altal elGallitott
rMASP-1 prepardtumot endotélsejt kultiraban
teszteltik, és megadllapitottuk, hogy minden
paraméterében hasonléan mikodik, mint a
kordbbi kooperacionkban haszndlt minta. A
rMASP-1  kivaltotta az intracelluldris Ca-
mobilizaciot és a CREB foszforilaciot. Kimutattuk,
hogy a rMASP-1 az E-szelektin kifejez6dését
szignifikansan fokozta, mig az ICAM-2 molekulaét
gdtolta. Ennek eredményeképpen a rMASP-1
kezelt endotélsejtekhez jobban kitapadtak a
neutrofil  granulocitdk, ami Osszegezve a
komplementrendszer és a neutrofil granulocitak
kozotti Uj kapcsolatrendszert jelent.
Kimutattuk, hogy a Pal Gabor munkacsoportja
altal kifejlesztett specifikus MASP-1 gatl6szerek
kézul az egyik (SGMI-1) hatékonyan gatolta a
rMASP-1 kivaltotta Ca-mobilizaciot, az
endotélsejtek megnovekedett permeabilitasat és
a citoszkeleton dtrendezédését. Ezeknek az
eredményeknek a jelent6ségét emeli, hogy az
SGMI-1 nem toxikus az endotélsejtekre nézve,
még a hatasos ddzisndl joval magasabb
koncentraciéban sem, ami el6revetitheti az in vivo
alkalmazas lehetGségét.
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Pal Gabor

ELTE TTK Bioldgiai Intézet
Biokémiai Tanszék

Az altalunk kifejlesztett monospecifikus MASP-1
inhibitort, a csupan 35 aminosavas, kompakt
térszerkezetli SGMI-1 fehérjét rekombindns
faziés fehérjeként, bakteridlis, citoplazmas
expressziés rendszerben termeltik. A hisztidin
cimkét is tartalmazé fuzids fehérjét Ni-NTA
oszlopon tisztitottuk. Ezutdn hisztidin cimkét
hordozé TEV protedz altali limitalt emésztéssel
felszabaditottuk a fuziés fehérjébél az SGMI-1
egységet. Ezt kovetben a levalasztott, hisztidin
cimkés fuziés partnert, valamint a hisztidin
cimkés TEV protedzt egy ujabb Ni-NTA oszlopos
|épéssel tavolitottuk el. Az ekkor mdr szinte csak
SGMI-1 fehérjét tartalmazé mintat végil HPLC-n
tisztitottuk homogén allapotira. Az igy kapott
minta kémiai identitasat tomegspektrometridval
ellendriztiik. Az SGMI-1 funkciondlis minéségét a
MASP-1 enzimen mért egyensulyi disszociacios
dllandé meghatarozasan keresztul ellendriztik
fluoreszcens szubsztraton alapulé enzimgatlasi
esszében (dbra). A MASP-1 inhibitort mind
tisztasag, mind gatloképesség tekintetében
tokéletesnek taldltuk a sejtes esszékben vald
felhaszndlasra.

SGMI1 MASP-1 gatiasa SGMI-1 altal

K)=4,224£0,292 1M

A MASP-1 olyan médon viltoztatja meg az endotélsejteken kifejez6d6 adhézidsmolekuldk mintazatat, hogy az kedvez a leukocitdk (és ezen bell a neutrofil
granulocitdk) kitapaddsanak. A komplementrendszer és a neutrofil granulocitak ilyen médon torténé 6sszehangolt miikodése egy Uj gyulladasszabalyozasi
mechanizmust jelent, amely résztvevdje lehet a hatékony korai antimikrobialis védekezésnek. Ugyanakkor, a specifikus gatlészeriink in vitro rendszerekben
képes gdatolni a MASP-1 endotélsejtekre gyakorolt hatdsat, igy amennyiben ez a gyulladasi mechanizmus kérosan magas aktivitast mutat, akkor esélyes lehet
az altalunk kifejlesztett inhibitorral vagy ennek egy majdani, tovabbfejlesztett valtozataval célzottan beavatkozni a folyamatba, ami potencialisan egy Uj
tamaddspontu gyulladdsgatld gydgyszerjelolt kifejlesztéséhez vezethet.

rMASP-1 Trombin
A B mRNS

200
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Relati
expresszi

Kontroll TNFalpha

E-szelektin

B
o o
©o o

P-szelektin
E-szelektin
ICAM-1
ICAM-2
VCAM-1

Jani Péter Karoly munkaja

A MASP-1 a trombinhoz és a TNFa-hoz hasonléan megnéveli az E-szelektin

expressziojat human kéldokzsindr véna endotélsejteken (A, C). mRNS szinten a

maximadlis hatds 2-6 6ra kozott van (B).

5

Interendothelial area %

SGMI-1 rMASP-1+SGMI-1

A MASP-1 megnoveli az endotélsejtek permeabilitasat, amelyet a zold fluoreszcens
festék (Streptavidin-Alexa488) biotinilalt lemezhez valé kotédése mutat. A hatdst az
SGMI-1 teljes mértékben visszaszoritotta.
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A MASP-1 hatdsa az endotélsejtek adhéziésmolekula expresszidjara.
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Az SGMI-1 hatékonyan gétolja a MASP-1 Ca-mobilizalé hatasat endotélsejteken

(A), de még az effektiv dozis tobbsz6rosénél sem mutat citotoxikus reakciot (B).




SZINERGIA I.

Immunkomplexek altal elinditott gyulladasi folyamatok

kovetésére alkalmas mikrofluidikai rendszer fejlesztése
Papp Krisztian' és Fiirjes Péter’
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) Edtvés Lorand Tudomanyegyetem
Immunoldgia Tanszék
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Immunkomplexek altal elinditott gyulladasi folyamatok kovetésére alkal-
mas mikrofluidikai rendszer fejlesztése

A kooperacié lényege egy olyan komplex autoném mikrofluidikai eszkoz
és immunoldgiai médszer kidolgozasa, amely a gyulladasban kozponti
szerepet jatszo neutrofil granulocitak aktivaciéjanak mérésére alkalmas.
A kooperacio a mérnoki, anyagmegmunkalasi folyamatokat egyesiti a bi-
oIc'>g|a| ismeretekkel: az MTA-TTK munkacsoportja a mikrotechnolégiai Antigén-ellenanyag kot6dés altal indukalt effektor funkcidk vizsgalata multiplex microarray rendszerekben

tudast, az MTA-ELTE munkacsoport az immunoldgiai szakértelmet biz- Immunkomplex Immunkomplex indukalt
\ komplement aktivacié
~

A vérben talalhato antigén specifikus ellenanyagok mennyiségi és mindségi kimutatasa

tositja az egyilttmikodésben. A mikro- és biotechnoldgia eszkézparkjat indulkalt sejt ktédés

innovativan hasznalva és fejlesztve, a hagyomanyos anyagszerkezetek #:;;;’J%Tu;“;k
korébdl kilépve olyan komplex Lab-on-a-Chip rendszereket hozzunk létre,
amelyek integralva alkalmazzak az érzékel6 és mintapreparaciés

lehet6ségeket. Sejtek kitddése
immunkomplexekhez

IgG c3
A8 A
s ey 4
P’ -
Immunkomplex indukalt

komplement aktivacio vizsgalata
microarray rendszerben

Development of microfluidic system for tracking immune complex
initiated inflammation

The specific aim of cooperation is the development of a complex
autonomous microfluidic device and implementation of an immunolog-
ical process that can be suitable for the measurement and activation of
neutrophil granulocytes playing central role in inflammation. The pro-
posed teamwork combines engineering and material processing with
biological knowledge: the workgroup of HAS — Research Center for

A mikrofluidikai rendszer 2. verzidjanak layout terve, és az elkészitett PDMS chip

- Peptid specifikus ellenanyagok

Natural Sciences provides the micromachining and microfluidic back- o : A :
ground, while the MTA-ELTE Immunology Research Group contributes lBG1  1gG2 663 18G4 HCP2 ¢ VCP2 o':@

MEDINPROT

peptid antigének

the immunological expertise in the cooperation. Innovative application
and development of micro and biotechnology devices, emerging from

b e e o=

Lo o e e

. e .
e .

Kinyomtatott RA specifikus

Dihydrorhodamine kezelt neutrofil granulocita

conv_entlonal mate_rlal structures we devel_op such a complex Lab-pn- k6tdése immunkomplexhez - Nincs benne peptid specifikus sl
a-chip system, which integrates the sensing and sample preparation
possibilities.

Polimer (PDMS) alapu 00550

autoném transzport-mikrofluidika o

0,0250 -
bioinspiralt kapillaris szerkezetek

0,0200 -+

0,0150 -~
kontrolalt vizszallitasi sebesség és kapacitas
mikrofluidikai rendszerekben,

0,0100 -~

Aramlasi sebesség (mL/sec)

0,0050 -
megfelel§ feliiletmddositas (pl. PDMS-b-PEO) o0 | sRecr Rty ) £
és mikrostrukturalas kombindlasaval ' Tree  Strpel0  Stripe20  Serpent Inv.serpent Pillrs ) :9)

Masodlagos szerkezet N
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SZINERGIA 1.

Extracellularis vezikulak és a komplementrendszer

A sejtek altal nagy mennyiségben folyamatosan, illetve kiilonbdz6 stimu-
lusok hatasara valtozé mennyiségben és Osszetételben termelt extra-
cellularis vezikulak (exoszémak, mikrovezikulak és apoptotikus testek)
a sejten kivdli térbe keriilve kdlcsonhatasba keriilnek a testszerte jelen
[évé komplex fehérje halézattal, a komplementrendszerrel. A projekt
az extracellularis vezikulak komplementet aktivalo képességének
és a vezikulak felszinén megjelen6 komplementet aktivalé és gatlé
molekulak vizsgalataval foglalkozik.

Exracellular vesicles and the complement system

Extracellular vesicles (exosomes, microvesicles and apoptotic bodies)
are produced by cells constantly and in various amounts and com-
position upon diverse stimuli. When entering the extracellular space,
extracellular vesicles come into contact with the complement
system, a complex protein network that is present in body fluids.
The project aims to study the capacity of extracellular vesicles to
activate the complement system and to investigate the presence of
complement activating and inhibiting molecules on the vesicles.

12

Dr. Jozsi Mihaly

Edtvds Lordnd
Tudomanyegyetem
Immunoldgiai Tanszék
MTA-ELTE , Lendiilet”

Komplement Kutatécsoport

Dr. Buzas Edit

Semmelweis Egyetem
Genetikai, Sejt- és
Immunbiolégiai Intézet
Extracellularis Vezikula Csoport

A sejtek dltal nagy mennyiségben folyamatosan, illetve kiilonb6z6 stimulusok hatdsara véltozé6 mennyiségben és
osszetételben termelt extracellularis vezikuldk (exoszémak, mikrovezikuldk és apoptotikus testek) a sejten kiviili
térbe keriilve kdlcsonhatasba keriilnek a testszerte jelen Iévé komplex fehérje halozattal, a komplementrendszerrel.
A projekt az extracelluldris vezikuldk komplementet aktivalé képességének és a vezikuldk felszinén megjelend
komplementet aktivalé és gatlé molekuldk vizsgalataval foglalkozik.

Alternativ at |

Lektin at

Klasszikus ut

Komplementrendszert aktivalé
immunglobulinok kimutatasa
mikrovezikulakon

Szérum IgG kotédése

| »amplification
docp H-faktor

\ f\o%\/ Terminalis ut

— anna 3E—3IE-
-c3 s

/ Opszonizacio C5a C5b-9
Gyulladas,

Lizis
Clq sejtaktivacio
1gG/M

Mikrovezikulak kotédése
U937 monocitoid sejtekhez

szerum kezelés nélkil

30-min szérum kezelés utan

Z6ld é jelolt mil
U937 sejtekhez. A szé R

faktorok fok k a mik kulal khez valé
kitddését mikroszképos és aramlasi citometrias mérések
eredménye szerint.

Osszefoglalds

Normal human szérumbo
extracelluldris vezikuldk felliletéhez.

Az

A komplement aktivaciét szabalyozé H-faktor
kotédése U937-eredetii mikrovezikulakhoz

H-faktor kot&dése szérumbél az U937-eredet(i mikrovezikuldkhoz

Lila hi: : H-faktor
kotédése a vezikulakhoz

Piros hisztogram: Triton X-100
lizdlja a mikrovezikuldkat, amia
vezikuldkhoz valé H-faktor

% kotédés specifikussagat igazolja

) a
detektld ellenanyag kotédése

A H-faktor kétédése az U937 Vilagoskék hisztogram: a
eredeti mil 6 ell kotédé
humén szérumbél. Triton X-100 kezelés utdn

Tisztitott H-faktor kotGdése az U937-eredet( mikrovezikuldkhoz

Triton X-100 nélkil Tritonos lizis utén

10 pg/ml H-faktor

%

E.

i
¥

2 pg/ml H-faktor

Keék hisztogram: H-faktor kot6dése a
vezikuldkhoz

2Z61d hisztogram: Triton X-100 lizalja a
ik ikulakat, ami a vezikuldkhoz valo
«  H-faktor két6dés specifikussagat igazolja

kit5dés egyértelmien igazolhatd.

B iu 7‘; *  Piros hisztogram: a detektdlé ellenanyag
= kotddése

Tisztitott H-faktor (10 pg/ml) két&dése az U937
eredetii mil ikuld
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SZINERGIA I.

Fehérjekomplexek szerepe jelatviteli és karcinogenezis folyamatokban

A hazai fehérjetudomany kutatéinak széleskorli 6sszefogasaval elnyertiik
az elsé magyar BAG (Block Allocation Group) palyazatot, amely szinkro-
tron hozzaférést és kielégité adatgydjtési lehetdéséget biztosit a hazai
szerkezeti bioldgiai kozosség szamara (koordinator Harmat Veronika,
tudomanyos vezet6 Vértessy Beata). A MediProt program tdmogatasaval
a jelatvitelben és karcinogenezisben fontos fehérjék szerkezeti és funkcionalis
szerepét vizsgalva felderitettiik a foszforilaci6 mechanizmusat tobb komplex
esetén. Sikeres kristalyositasi és krisztallografiai kisérleteket folytattunk,
szamos U] szerkezetet hataroztunk meg (>10 Uj PDB depozit) és 12 folydirat-
cikkben kdsozntiik meg a Program tamogatasat.

Protein complexes in signal transduction and carcinogenesis

Relying on a wide network of protein scientists within Hungary, we have
submitted and have been awarded the first Hungarian BAG project grant
for synchrotron access — this will provide us with ample possibilities for
data collection during 2015 (coordinator: Veronika Harmat, lead scientist:
Bedata G. Vértessy). As part of our MedinProt program we have analyzed
structural and functional characteristics of several protein complexes
with key roles in signal transduction and carcinogenesis, and we have
shed light on the mechanism of phosphorylation-driven regulations.

We performed successful crystallization and crystallography experi-
ments, have deposited >10 3D protein structure in the PDB, and have
published twelve in silico articles acknowledging MedinProt support.
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Fehérjekomplexek szerepe jelatviteli és karcinogenezis folyamatokban
Buday Laszl6 MTA TTK, Nyitray Laszld, ELTE TTK, Vértessy Beata, BME VBK

A genomi integritdsban fontos dNTPazok altalanos miikédési elvei

| Vértessy Beata és munkacsoportja
Tudomanyteriilet: genom metabolizmus

Uracil a DNS-ben: élettani szerep,
molekularis mechanizmusok

‘“

Alpha attack

Beta attack

1, Boz6ky 2, Buday L, Madardsz E, Bodén M, Kobe B, Vértessy BG. Dynarics of
ted by NLS.adjacent phosphorylation. Cell Cycle. 2014;13(22):3551-64. doi:

© 8iol Crystallogr:

0, Ardelean LM,
‘ammonium substrates. Angew Chem Int Ed Engl. 2014 Dec

Benedek A, Nagy GN, Zagyva, B
63-78. doi 10.1111/febs. 13086, Epub 20

‘phate pool. FEBS J. 2014 Sep;281(18):4207-23. doi

of duTpase via_the Stophylococcal Stl protein
6/].dnarep.2015.03.005.

for the
dol

) Vekey K,
PL

Horvith A, Batki J, Henn L, Lukacsovich T, Réna G, Erdeélyi M, Veértessy B i
in Drosophila melanogaster. FE85 J. 2015 May;282(10):1998-2013. doi: 10.1111/febs.13255

Staphylococcus patogenicitasi sziget terjedésének
mechanizmusa

sussPibot

@?ﬁ Areakciomechanizmust

a nukleofil tdmadas

K- ,,{" pontos helye
? a hatarozza meg
e
Feltartuk ezen
§5074.  mechanizmus
ﬁ " szerkezetialapjait
7408 ésevolicios
konzervéltasagat

A genomi i itastol fiiggd uj i irtunk le, ami 6sagot mutat a HIV virus
terjedési mechanizmusaval.
Lényeg:

Szabo et al NAR 2014,

Nagy et al FEBS ) 2014 Csak az ép genommal rendelkez6 patogén elem adodik at Bendes et al elkésziiletben

BAG palyazat A Biostruct Laboratérium | g o cEe o
www biostruct.org
* Elsé magyar ilyen palyazat — széleskordi s és 16
osszefogas (MTA TTK, ELTE, BME,
Debrecen, Szeged (SZBK és SZE)

* Harmat Veronika

* A hazi forrastdl a szinkrotronig

* Nyitray Laszl6: elsé sikeres
adatgyiijtések

Jkomplexek-

~kis- és makromolekulris|

BME CH épiilet
Biostruct laboratdrium
Budapest, 1113 Szt Gellért tér 4
Email: vertessy@enzim.hu,
leveles@enzim.hu

SZINERGIA “,

Nyitray Laszlé és munkacsoportja - K6z8s molekularis érdeklGdés %/;9. Buday L4szI6 és munkacsoportja
- Komplementer szakértelem %5
= Tud . ilet: - Rontgenkrisztallografia 4 "
= udomanyterulet: - Kéz6s BAG palyazat

biokémia / szerkezeti biol6gia
S100 Ca?*-kot6 fehérjecsalad PPI-k
szerkezeti jellemzése

- Sejtszintii
vizsgélatok

Tudomanyteriilet: jelatvitel

SH3 domének tirozin foszforilacion keresztiil
megvalosul6 regulacidjanak vizsgalata

[ sSliE= e
o \érje-fehérje interakciok
ANXA2 Tyr foszforilacié hatasa az S100A4 kot6désre < Tirozin-foszforilacié > e e s i

EGYUTTMUKODES: Buday Laszl6 és Vértessy Bedta
Tyree foszfolipid kités foszfolipid kités - i i i6
s100 ki) e fie . SlOOA4 anlnexm A2 |ﬂteraqu ~>' -
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RSK1: a Ras-MAPK és a Ca?*-szignalizacio6 taldlkozasi pontja?
EGYUTTMUKODES: Reményi Attila és Vértessy Beata

* RSK1 egy MAPKAPK, azaz MAPK- (ERK1/2) aktivalt kinaz
» S100B Ca?*-k6t6 fehérje az RSK1 interakcios partnere

+ S100B tultermel6 melanoma sejtekben és in vitro az RSK1 foszforilacié gatlédik

PDK1 ERK2
ERK2

/\
N:(D }—’—' cr,m I

~_ “~__“ \ /

Ca?*-5100B

Ras-MAPK szignalizacio:
ERK2 aktival

Caz*-szignal — S100B-kotés — ERK2
Sejtproliferacié ~—%  gatlas és RSK1 aktivalas (?)

ERK2-RSK1-komplex: Alexa, Gégl et al S100B-RSK1 peptid komplex:
Reményi (2015) PNAS, PDB: 4NIF Gogl, Alexa, Reményi, Nyitray

MedinProt tamogatas megkdszoné cikkek
2

0.1042/8120150843
i A, Nyitray L. Structural basis of RSK1 inhibition by $1008: modulation of the ERK signall
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Célkitlizés: A tirozin-foszforilacié SH3
doménekre gyakorolt hatasainak jellemzése
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SZINERGIA II.

Kalmodulin és az ér-reaktivitasban fontos eNOS és MLCK enzimek
kolcsonhatasanak szabalyozasa szfingolipid mediatorokkal

El6zetes eredményeink szerint a szfingozin gatolja az erek ténusanak
és permeabilitdsanak szabalyozasaban kiemelt jelent6ségl endo-
thelialis nitrogén-monoxid szintetdz (eNOS) enzim aktivitasat, még-
pedig azaltal, hogy a kalmodulinhoz (CaM) kotédve gatolja a két
fehérje interakciojat, ami az eNOS aktivalédasanak alapfeltétele.
Munkahipotézisiink szerint a szfingozin és mas szfingolipid
mediatorok gyulladasos folyamatokban kivaltott érhatasainak egy
része a Ca2+-CaM altal szabalyozott enzimek aktivitasanak kozve-
tlen befolydsolasaval jon létre. Ezen enzimek koziil az eNOS és az
érsimaizom kontrakciéjat vezérlé6 miozin kénny(Glanc kinaz (MLCK)
mikodésének szfingolipidek (szfingozin, szfinganin, C2-ceramid és
C16-ceramid) altal torténé szabalyozasanak molekularis mechanizmu-
sait vizsgaltuk a MedInProt projekt keretében. Megmutattuk, hogy
a szfingozin ex vivo aorta-szegmenseken is gatolja az eNOS aktivitasat,
illetve a szfingozin és analdgjai gatoljak az MLCK enzimet, mig a vizsgalt
ceramidok hatastalanok.

The regulation of interactions between calmodulin and the important
vasomodulator enzymes eNOS and MLCK via sphingolipid mediators

In preliminary experiments we found that sphingosine inhibits endo-
thelial nitric oxide synthetase (eNOS), a key enzyme regulating the
tone and permeability of vasculature, due to its binding to calmodulin
(CaM), thereby preventing the interaction of the two proteins, which
is the basis for the activation of eNOS. We hypothesize that a portion
of the vascular effects of sphingosine and related sphingolipid medi-
ators in inflammation is due to their direct influence on the activity
of Ca2+-CaM-dependent enzymes. In the MedInProt project, we have
investigated the molecular mechanisms of regulations elicited by the
sphingolipids sphingosine, sphinganine, C2-cerimde, and C16-cera-
mide on two of such enzymes, eNOS and myosin light-chain kinase
(MLCK), which controls the contraction of vascular smooth muscle
cells. We showed that sphingosine also inhibits eNOS activity in ex
vivo aortic segments, as well as sphingosine and its analogs inhibit
MLCK, while the examined ceramides are without effects.
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Kalmodulin és az ér-reaktivitasban fontos eNOS és MLCK enzimek
koélcsonhatasanak szabalyozasa szfingolipid mediatorokkal

M &

Benyo Zoltan MEDINPROT Liliom Karoly
Semmelweis Egyetem MTA Természettudomanyi Kutatokézpont
Klinikai Kisérleti Kutaté- és Human Elettani Intézet Enzimoldgiai Intézet
Munkacsoportunk elsGsorban a vérkeringési rendszer élettani folyamatait és F6 kutatdsi teriiletiink a korabban elsédleges hirvivéként szémon tartott
azoknak kéréllapotokban torténd elvéltozasait kutatja. Transzgenikus egér- lizofoszfolipid medidtorok (lizofoszfatidsav, ceramid, szfingozin (Sph),
modellek segitségével toreksziink az erek jelatviteli folyamataiban szerepet szfingozin-1-foszfat (S1P) és szfingozil-foszforilkolin (SPC)) intracelluléris
jatszé molekuldk élettani és korélettani funkcidit azonositani. Egyik kiemelt hatasainak azonositasa. Az S1P és az SPC &ltal kivaltott receptor-fiiggetlen
kutatasi iranyunk a lizofoszfolipid medidtorok érhatdsainak, azok molekularis intracellularis kalcium jelek vizsgalata sordn azonositottuk az SPC-t, mint a
mechanizmusainak tisztdzésa. Uj kutatdsi projektiink a ,Szfingolipid kalmodulin (CaM) endogén gatlészerét — eddig fizioldgias kdriilmények
medidtorok érhatdsai”, mely szorosan kapcsolédik a jelen palyazat kozott hatd intracellularis gatlé molekula nem volt ismert. Megmutattuk,
tematikdjahoz, azzal a kiilonbséggel, hogy mig az OTKA projekt els6sorban a hogy a szfingozin is képes a kalmodulinhoz kotédni és gatolni annak
szfingozin-1-foszfat sejtfelszini receptorain keresztll kifejtett érhatdsokat aktivitasat. in vitro CD- és fluoreszcencia spektroszkdpiai, izotermalis
vizsgélja, addig a MedInProt palydzatban az intracellulris tamaddspontd titracios kalorimetriai és kvarckristaly-mikromérleg kotédési kisérleteken tal

szfingolipid medidtorok vizsgalatat végezzik. sikeresen meghataroztuk Sph-CaM a komplex kristalyszerkezetét.

CaM gatlasa szfingozinnal

Ca%*CaM + 4-5 szfingozin

EREDMENYEINK:

RS . A e . C16-ceramid
Szfingolipid mediatorok hatasai az endothelialis nitrogén monoxid
szintetaz (eNOS) altal altal kdzvetitett vazorelaxaciora és a miozin
konnytilanc kinaz (MLCK) altal kozvetitett érsimaizom-kontrakcidra .
C2-ceramid
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A kutatdcsoportok tematikai és metodikai szinergizmusa segitségével analizaltuk a CaM szfingozin-altali in vitro
felismert gatldsdnak in vivo relevanciajat és vizsgaljuk az élettanilag jelentds rokon szfingolipid vegylletek
hatdsat az értonus szabalyozasara. A MedInProt palyazatunk keretében megmutattuk, hogy a szfingozin ex vivo
aorta-szegmenseken is gatolja az eNOS kalmodulin-fliggé aktivitasat. In vitro kisérleteinkben a szfingozin,
szfinganin és dimetil-szfingozin gatolta az MLCK aktivitasat, mig a C2-, C8- és Cl6-ceramid hatastalannak
mutatkozott. Tovabbi kisérleteinkben a szfinganin és dimetil-szfingozin érhatasait fogjuk vizsgalni.
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SZINERGIA Il.
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JELATVITELI FEHERJEK SZEREPE DAGANATOS MEGBETEGEDESEKBEN

Lakatos Déra, Hegediis Balazs, Laszl6 Viktoria, Garay Tamas, Dome Balazs, Timar Jézsef, Czir6k Andras

Jelatviteli fehérjék szerepe daganatos sejtek mozgasaban
El6allitottunk olyan sejtklénokat a HCA7 vastagbélrak sejtvonal-
bol, amely a KRAS fehérje vadtipusu illetve G12V allélspecifikus
mutans valtozatat expresszaljak. A sejtek mozgasat nagyslrliséql
tenyészetekben tanulmanyoztuk. El6zetes adataink arra utalnak,
hogy a mutans KRAS megvaltoztatja a sejtek adhéziés tulajdonsagait,
ami hozzajarulhat a klinikailag megfigyelt KRAS-mutaciohoz kotheté
szervspecifikus attétképzési kiilonbségekhez.

How do signal transduction proteins modulate the motility of tumor cells?

We established 3 clones from the HCA7 colon cancer cell line that
express either the wild-type or one specific mutant version (G12V)
of the KRAS oncogene. The collective motility of these clones were
studied using high density cell cultures. Our preliminary data indicate
that KRAS mutant cells have a distinct cell adhesion phenotype which

MEDINPROT

Eotvos Lorand Tudomanyegyetem
Biologiai Fizika Tanszék

Czirok Andras

aczirok@gmail.com

A MedInProt palyazatban érintett kutatasi teriilet:
videomikroszkopos felvételek elemzése soran a
sejtmozgasok térbeli és id6beli korrelacidinak
vizsgalata valamint a sejtmozgas szamitégépes
modellezése.

Szamos, human mitéti anyagbdl izolalt mesothelioma
sejtvonalon régzitettik a sejtekre jellemzé (kezeletlen,
balra) és Nintedanib (BIBF, jobbra) kezelés hatasara
kialakul6 sejtmozgasi aktivitast.

A mikroszképos felvételek
analizise egy sejtvonal-specifi-
kus, dozisfuggd, reverzibilis
hatasra utal, ami jol lathat6 a
sejtek atlagsebességét az id6
figgvényében abrazol6 grafi-
konokon.
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A sejtmozgas valtozasat a kinaz expresszio és
aktivitas adataival 0sszevetve megallapithatjuk, hogy
a Nintedanib sejtmozgasra gyakorolt hatasa kisebb az
FGFRB és FGFR1 receptorokat kifejezd
sejtvonalakban. A Nintedanib kezelés hatasara
bekovetkez6 immobilizacié mértéke jelentés mértéki
korrelaciét mutat szamos kinaz aktivitasaban
bekdvetkezett valtozassal. Ezeket a statisztikai
elemzéseket ki fogjuk egésziteni a jelatviteli utvonalak
sztochatikus modellezésével, amitél a Nintedanib
hatdsmechanizmusanak jobb megértését varjuk.

may contribute to the clinically observed KRAS-mutation related differences
during the organ-specific metastasis formation.

f 2 Semmelweis Egyetem o o . .
@"_ Sz. Patolégiai Intézet A MedInProt palyazatban érintett kutatasi terilet:
e et Egy Uj hatéanyag, a Nintedanib hatasara bekévetkezett

}v * jtimar@korb2.sote.hu kinazaktivitas valtozas meghatarozasa.

Szamos, human mitéti anyagbdl izolalt
mesotheliéma sejtvonalon meghataroztuk
a sejtekre jellemz6é (kezeletlen) és
Nintedanib (BIBF) kezelés hatasara
kialakul6é kinazaktivitasi mintazatot. Az
abrak egy, a kezelésre jol valaszold
sejtvonaltban medfigyelhetd valtozasokat
mutatjak.
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SZINERGIA II.

TP53 mutaciok és az energiahaztartas osszekapcsolasa eml6tumorban

A rosszindulatu tumorok ujabb jellemzéi k6zott a kromoszomalis
instabilitast, az immunvalaszt, a gyulladast és az energiahaz-
tartas valtozasait irtak le. Ezek kozil az energiahaztartas olyan
molekularis valtozasokat tartalmaz, amelyek a sejteket az aerob
glikolizis iranyaba toljak el. Kutatasaink soran a tumorokban
legtobb mutaciot tartalmazé TP53 tumorszuppresszor gén és a
metabolizmus kapcsolatat vizsgaltuk. In silico szamitasokkal
és in vitro kisérletekkel bemutattuk, hogy a TP53 mutacidja az
energiahaztartast tobb szinten is befolydsolhatja. Eredményeink
kiemelik, hogy az egyes kulcsgének mutacios valtozasahoz kiilonb6z6
jellemzék szinergisztikus aktivalédasa kapcsolodik.

Linking TP53 mutation to energy metabolism in breast cancer

Promising new hallmarks of cancer include chromosomal instability,
immune response, inflammation and alteration of energy metabolism.
Of these, energy metabolism involves molecular mechanisms shift-
ing cancer cells to aerobe glycolysis. Our goal was to evaluate the
correlation between mutations of TP53, the most commonly mutated
tumor suppressor gene and metabolism. By using in silico and in vitro
experiments, we show that TP53 mutation influences energy metabo-
lism at multiple levels. Our results underpin the synergistic activation
of multiple hallmarks linking to these the mutation status of key driver
genes.
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TP53 mutaciok és az energiahaztartas
osszekapcsolasa emlo tumorban
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* 1769 *
4 Kép 1. In silico elemzés Gsszefoglalja
Bevezetés P e

Tumor progressziot segit6 jellemzdk: 1. Genom instabilitas 2.
Immunvalasz elkerilése 3. Gyulladas 4. Megvaltozott anyagcsere

Warburg effektus: tumor sejtekben megné az aerob glikolizis ardnya

Daganatok >50%-ra jellemz& a tumorszupresszor TP53 gén mutacidja,
mely bizonyitottan szerepet jatszik a tumor progresszidéban.

VIZSGALAT CELJA:

TP53 mutans és vad tipusud emlé tumor sejtvonalak metabolikus
Osszehasonlitasa. Olyan, a sejt energiahaztartasaban szerepet jatszd
gének azonositasa, melyekre hatassal van a TP53 gén mutacidja.

In silico elemzés:

1. TCGA (The Cancer Genome Atlas) adatbazisbdl eml6 tumoros
betegek gén expressziés mintazatait, és Ujgeneracids szekvenalas
adatainak feldolgozasa. (Kép 1.)

2. Normal TP53 (wtTP53) és mutans TP53 (mutTP53) kozotti gén
expresszios mintazatbeli kiilonbséget ROC analizissel allapitottuk
meg. Szignifikancia klisz6b: 0,7<AUC és 0,05<p.

In vitro vizsgalatok:

1. TP53 mutacid validalasa harom eml6 tumor sejtvonalon PCR-rel és
Sanger szekvenalassal

2. wtTP53 és mutTP53 sejtvonalak mitokondridlis és glikolitikus
aktivitasanak mérését mikrofluoriméterrel, metabolikus inhibitorok
jelenlétében.

In silico elemzés eredményei:

1. TP53 mutacid altal befolyasolt metabolikus gének (Kép 1.)

2. Ezen gének expresszidja szignifikansan eltér a wtTP53 és mutTP53
betegek transzkriptomjaban (példa gének Kép 2.).

In vitro eredmények:

1. Harom emld tumor sejtvonal TP53 statusza

(Kép 3.): MCF-7%t , MDA-MB-231mut, JIMT-1mut

2. Mitokondridlis O, felvétel mérése (OCR) (Kép 4.)

- Alap 0, felvétel MCF-7%t > MDA-MB-231™t és JIMT-1™t (Kép 4. A).
Legmagasabb mitokondrialis aktivitas: MCF-7% (Kép 4. B)

- Glukdéz hozzaadasakor oxigén fogyasztas csokkenés, mutTP53 >
wtTP53 mértékben (Kép 4. B és E)

3. Extra cellularis pH valtozas mérése (ECAR) (Kép 4.)

- MCF-7"t alap savképzése > MDA-MB-231M4t és JIMT-1m4t (Kép 4. C).

- Glukdéz hozzaadasakor mutTP53 sejtvonalak savképzése > mint a
wtTP53 sejtvonalé (Kép 4.F). Legnagyobb mérték( savképzés a
JIMT-1mut esetében.

Kovetkeztetés

A tumorokban legtébb mutaciot tartalmazé TP53 tumorszuppresszor
gén és a metabolizmus kapcsolatat vizsgaltuk. A TP53 mutacidja az
energiahaztartast tobb szinten is befolyasolhatja, ezaltal kiilénb6z6

tumor-jellemz8k szinergisztikus aktivaléddsat okozhatja.

Gene list
e nihgov/ influenced by TP53 mutation status

Total: 1‘5 genes
Kép 2. Metabolikus gének expresszidja mutTP53 és wtTP53
betegek emld tumor mintéiban

Kép 3. TP53 mutacid a harom eml6 tumor sejt vonalban

47 243 | 244 245 246 | 27 | 48 | 249 2 54 755 756 | 757 256
Toc|aTs [ooc|ooc|aTS [AAc[cec kel \cA

Kép 4. Metabolikus paraméterek meghatarozasa
Seahorse XF96 extra cellularis flux analizissel

DMEM-based media DMEM-based media{glucose)

A D
350 DNP A+R

8
8

250

OCR (pmol/min)
OCR (pmol/min)

30 60 90 120 30 60 90 120
B Time (min) E Time (min)
mL DNP A+R

OCR (%)
OCR (%)

n

ECAR (mpH/min)
ECAR (mpH/min)

30 60 90 120
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SZINERGIA Il.

A parvalasztas fontossaga. A podocin-dimerizacié jotékony és karos
hatasa a membran-lokalizaciora

Kimutattuk, hogy a p.F344Lfs*4 mutans podocin intracellularis

elhelyezkedése endocytosis kovetkezménye, ugyanis az endocytosis
gatlasat kovetéen megjelenik a sejtmembranban.

Ezt a hatast mas membran-asszocialt podocinnal valé egyiittes
expresszio is biztositani tudja, ami arra utal, hogy a podocin-oligomer
részeként stabilizdlédhat a sejtmembranban. A kiilonb6z6 pont-
mutdaciok (A284V, A297V, V290M) és a vad tipusu fehérje coiled-
coil doménjének stabilitdsvizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy
a mutaciodk jelentés héstabilitas-csdokkenést okoznak.

Ugyanezen mutaciék szerkezetre gyakorolt hatasanak vizsgalata
céljabdl a megfelelé6 GST-vel fuzionalt fehérjedomének kristalyositasi
kisérleteit végezziik.

Importance of mate-selection. Beneficial and harmful effect of
podocin-dimerization on its membrane-localization

We found the p.F344Lfs*4 podocin to be mislocalized within cytoplasmic
compartments and showed that this is secondary to its internalization, as
by inhibiting endocytosis it appears in the cell membrane. Interestingly,
coexpression of different membranous podocin variants also made the
p.F344Lfs*4 podocin membranous, suggesting that it can be stabilized
in the membrane as part of a podocin oligomer. Our study on coiled-coil
domains of point mutant (A284V, A297V, V290M) and wild type forms of
podocin revealed that mutation caused significant decrease of thermal
stability. GST-fused domains of these are currently under crystallization
for subsequent structural studies.
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A parvalasztas fontossaga - A podocin-dimerizacio
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jotékony és karos hatasa a membran-lokalizaciora

A coiled-coil domének
vizsgdlata ECD- és NMR-

spektroszképidval Harmat Veronika  Straner Pal  Kiss-Szeman Anna
A kisérl Slia. h ELTE Szerkezeti Kémia és Biol6gia Laborat6rium
Iserletsorozat celja, hogy MTA-ELTE Fehérjemodellez6 Kutatécsoport

ECD spektroszkdpiaval és DOSY
mérésekkel megallapitsuk a coiled-coil (CC) domén kdlcsonhatdsok
erGsségét a mutdciok flggvényében.

A kiilonboz6 pontmutaciok (A284V, A297V, V290M) és a vad tipusu
fehérje coiled-coil doménjének stabilitasvizsgalata sordn azt tapasztaltuk,
hogy a mutaciok jelent6s hdstabilitas-csokkenést okoznak. Ezen mutaciok
szerkezetre gyakorolt hatasanak vizsgalata céljabdl a megfelel6 GST-vel

Podocin(CC) ECD spektrumok  Podocin(CC)A284V hémérsékletfiiggd (278-318 K) ECD spektrumok
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SZINERGIA II.

Human Organikus Anion Transzporter Polipeptidek vizsgalata: 4j in-
hibitorok/szubsztratok azonositasa

Az Organikus Anion Transzporter Polipeptid (OATP) csalad tagjai
amellett, hogy részt vesznek a sejtek hormonfelvételében, szamos
gyogyszert (példaul tumor- vagy gyulladasellenes szereket) is transz-
portalnak, ezaltal befolyasoljak azok in vivo hatékonysagat. Jelen
kutatas keretében elsékként sikeriilt kidolgoznunk egy funkciona-
lis esszét a teljes human OATP csalad vizsgalatara.

Az eqgyiittmikodésiink eredményeként, az Uj esszé és bioinformatikai
modszerek kombinalasaval Uj potencidlis OATP inhibitorokat/szubsz-
tratokat azonositottunk.

Members of the Organic Anion Transporting Polypeptides (OATPs)
family that mediate the uptake of large, amphipatic or negatively
charged molecules into the cells, are important determinants of drug phar-
macokinetics. In the frame of the present collaboration, we managed to
set up a novel functional assay for the investigation of entire human
OATP family. In addition, by combining this in vitro assay with in silico
methods we identified several new OATP- inhibitor/ substrate inter-
actions.
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Daganatos és gyulladasos folyamatokban szerepet
jatszo Organikus Anion Transzporter Polipeptidek o M

in silico és in vitro jellemzése

A human Organikus Anion Transzporter
Polipeptidek (OATP-k)

¢ Plazmamembran ,,uptake” transzporterek

agy gatban

sztatinok, gyulladas ellenes molekulak hatékonysagat
*  Tobb OATP megnovekedett expressziét mutat
tumorokban
¢ OATP polimorf valtozatokat dsszefiiggésbe hoztak
gyulladasos bélbetegség kialakuldsaval

* Eléfordulnak a vékonybélben, majban, vesében és a vér-

Szinergia II.

a két Kkutatécsoport bioinformatikai

kolcsonhatasok tesztelhetok.
2. OATP szubsztrat/inhibitor adatbazis

* Szamos gyogyszer sejtekbe torténo felvételét elosegitik, szubsztratok, adatbazisokban elérheté
ezaltal miikodésiik befolyasolja tumor-ellenes szerek,

alapjan.

készitése
4. adatbazisokbol Kkivalasztott olyan

tanulmanyozasa, amelyek fontosak
szabalyozasaban

Hegediis Tamas
MTA-SE 1
Molekularis Biofizikai Kutatécsoport ©
Jelen projektben valo részvétel:

* Organikus Anion Transzporter Polipeptidek szerkezeti

modelljének elkészitése,
* OATP szubsztrat/inhibitor adatbazis létrehozasa,
* Szabalyoz6 mechanizmusok azonositasa in silico.

II. OATP szubsztrat adatbazis

Adatbanyaszat

DrugBank és PubChem adatbazisokbol I

() OH
O‘O ‘o"
0 0 oH o _NH,

‘“ou

V. Szerkezeti modell

* Modellépités
kiilonboz6 modszerekkel,

* alegmegfelelébb modell
kivalasztasa molekularis
dinamika segitségével,

* aTMFoldWeb (Kozma és
Tusnady 2015)
felhasznalasaval késziilt
OATP1BI1 modell alapjan a
tobbi OATP szerkezeti
modelljének elkészitése

megtdrtént. )

!.%—‘H?%ai\g % Tamogatasok:

AZ EGYUTTMUKODES CELJA

osszekapcsolasaval az OATP-k miikodésének jobb megértése:
1. in vitro esszék Kkidolgozasa, amelyek segitségével OATP-vegyiilet

3. szerkezet-funkcié vizsgilatok: szerkezeti modell és mutins konstrukciéok

MEDINPROT

és Kisérletes tapasztalatainak

létrehozisa az eddig leirt
adatok Kinyerése és elemzése

fehérje-fehérje kolecsonhatiasok
lehetnek OATP fehérjék

EREDMENYEK

I. Funkcionalis esszé kidolgozasa

Fluoreszcein-metotrexat felvétel OATPIBI1-t termeld S sejtekben

ol

ffffffff

EENNNNAES

Aunvesscencia

Comants st avalable t ScienceDirect
Biochemical Pharmacology
Jaurnal homepage: www alsevier.comlocsta/biochampnan m =

Functional expression of the 11 human Organic Anion Transporting
Polypeptides in insect cells reveals that sodium fluorescein is a general
OATP substrate

Izabel Patik’, Daniella Német’, M Virady®,

Laczka Csilla
MTATTK
Membran fehérje
kutatocsoport
Kutatasi teriilet:
Human Organikus Anion
Transzporter Polipeptidek
in vitro vizsgalata

Gyorgy
Bruno Stieger, Brune Hagenwcn Gergely Soakics Cola Ozvegy Laczka™*
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mocuoy nd ke, Unberity Hospcd, 191 o, Seizeins

III1. UJ INTERAKCIOK
A Na-fluoreszceein 4ltalinos Fluoreszcein-metotrexittal az Az iij esszével 1j
OATP szubsztrit OATPIB1, 1B3, 1A2 és 2B1 interakciokat fedeztiink fel
fehérjék vizsgdlhatok OATP2B1, FI-MTX, pH 6.5
250000 I'H 53 <
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__ 200000 =
8 "‘ 50000
g 150000 £ so000
g § 30000
2 mnm o 20000
2 10000
o 20 40 60 80 100
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3 9! Imhibition of the uptake of the fluorescent test substrate
IV. ,,drug-screening” St s

e w100
Idrugl

VI. Mutaciok komparativ elemzése

* Elvégeztiik OATP és rokon SLC csaladok mutacidinak
szemi-automatikus dsszegytijtését cikkekbol,

* Josoltuk aminosav poziciok mitkodésben betoltott
szerepét homolog fehérjék mutacioi segitségével.

Tovabbi tervek:
) Muticiok tervezése
és in vitro jellemzése

N EA S S VSN wuminte s NKFIH/OTKAK 111678 (H. T.) és K 109423 (L. Cs.)

/
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Fehérje kinazok 4D-ben

Molekularis dinamikai szamitasok segitségével atomi szinten
feltérképeztiik fehérje kinazokbdl felépiil6 jelatviteli komplexek atomi
szinti mozgasait, valamint az ERK2-RSK1 és Cbk1-Mob2 komplexek
kristalyszerkezeteire épitve bemutattuk a katalitikus komplex, a sejt-
novekedési palya univerzalisan fontos kapcsoléallomasa 6sszeéplilését.
Feltartuk, hogy koaktivator fehérjék (pl. Mob2) miként szabdlyozzak az
NDR/LATS (pl. Cbk1) kinazok aktivitasat. A komplexképz6dések mecha-
nizmusanak finomitasahoz modszereket dolgoztunk ki és validaltunk a fehér-
jék szabad felszine, valamint a komplexek interfész régioi hidratszerkezetének
szamitasara.

Protein kinases in 4D

We mapped the atomic motions of protein complexes of protein kinases
relevant in signaling by molecular dynamics calculations, and based on
the crystallographic structure of complexes ERK2-RSK1 and Cbk1-Mob2,
we could follow the assembly of a cellular growth promoting molecular
switch. We also demonstrated how co-activator protein (Mob2) binding
to an NDR/LATS kinase (Cbk1) exerts allosteric control on the activity of
a unique group of protein kinases. To refine the mechanisms of complex
formations, methods were elaborated for calculation of hydration struc-
tures of free protein surfaces and complex interfaces.
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Fehérje kinazok 4D-ben
Hetényi Csaba', Reményi Attila’

'MTA-ELTE Molekularis Biofizikai Kutatocsoport, Budapest
*MTA Természettudomanyi Kutatokézpont, Budapest

Az ERK2 (narancs) és RSK1 (zold)
komplex rontgen-diffrakcids szer-
kezete (A) és a kialakult interfész
(IF) régiok kolcsonhatasi haldza-
tainak részletes képei (B). Az ERK2
defoszforildlt aktivaciés hurka
blokkolja az RSK1 foszforilacids
helyének (Thr573) hozzéférésé; az

ERK2 aktiv helyéhez (Asp149) és a
o 5 szubsztrat kotGzsebhez. Az ERK2
y§573 foszforildlt aktivacios hurka (Tyr

(\ vigs 187 és Thr185 kozott, lildval jelez-
ve) a 2ERK PDB szerkezetbdl lett
Y 0149 szuperponalva.

Starting model Unrestrained model _ Restrained model

PQLKPIESSI LAQRR

A ppERK2-RSK1 komplex mole-

kuldris dinamikai szamitasai a Qﬂ\r \-nei\g \3”%
Thr573 (RSK1) elmozduldsat mu- AgAwsz= ™ 3 ,«.,,T A5 Ul s
tatjak a katalitikus centrum ‘(f‘%/m& v <l ,(,N 2
Asp149 (ERK2) felé. . A i N

Meghatdroztuk a Cbk1-
Mob2 kinaz-koaktivator
komplex rontgen-krisztal-
lografids szerkezetét, amely
az elsé ilyen eredmény a
NDR/LATS kindz-Mob ti- j
pusu rendszerek eseteben@
Egy Uj szubsztrat-dokkolasi
mechanizmust is sikerilt
feltarnunk, amely eleddig -
ismeretlen volt az AGC [
csalad kindzai korében és a
Cbk1 regulaciés robosz-
tussagat bizonyitja.

%Growps

Krisztallografias (plros) és ' A MobyWat legujabb ver

MobyWat (kék) viz oxi- . - zidja a felszini vizek mellett
Btk areiese e PN oyeeat ehes oo Inorfass -
(nagyitas kétoldalt). ratszerkezetet is szamol.
WG 8 esé“ e e

’ ‘:(‘;"\% FELSZIN- ,ﬁ'w INTERFESZ-

cepont KW, HIDRATACIO i HIDRATACIO

A tanulmanyban az ERK2 és
RSK1 kindzokbdl felépilé
komplex szerkezetének
rontgen-krisztallografias
meghatdrozasat végeztik el,
katalizis el6tti dllapotban és
molekuldris dinamikai sza-
mitasokkal bemutattuk a
komplex atalakuldsat a szig-
nal-kompetens allapotba. A
szerkezeti eredményeket
biokémiai és sejteken vég-
zett vizsgalatokkal kombi-
naltuk.

Molekuldris dinamikai szami-
tdsaink megmutattak, hogy a
NDR/LATS kindz regulacios
hidroféb motivum (HM)-koté
zsebe (A) foszforilacié hata-
sara (HM-P) az enzimaktivacid
szamara kedvezd atrende-
z6désen megy at, amelyet a
kulcsrégiok (B), ugy mint az
aMob (Mob2) és aC (Cbkl)
tavolsagainak (C) , masodlagos
szerkezetiik (D, E) és iranyitott
' mutacidk (F)figyelembe véte-
lévelvizsgdltunk meg.

Munkdénkat a Plos
Biology folyoirat a @

Jay Ryan miivészi§
grafikajaval.

A rontgen-krisztallografia
korlatozottan képes a hid-
ratszerkezet meghatdroza-
sara, mivel a viz oxigéna-
tomjdnak elektronsdriség-
asszignacidja nem mindig
trividlis. Szoftvert dolgoz-
tunk ki a fehérjék hidrat-
szerkezetének szamitasara,
amelyet tobb mint 1500
kisérletes vizpozicid segitsé-
gével validaltunk és a
www.mobywat.com oldalon
ingyen elérhet6vé tettlink.

Alexa A, Gégl G, Glatz G, Garai A, Zeke A, Varga J, Dudas E, Jeszendi N, Bodor A, Hetényi C, Reményi A*. (2015) Structural assembly of the signaling competent

ERK2-RSK1 heterodimeric protein kinase complex. Proc Natl Acad Sci USA, 112, 2711-6.

Gogl G, Schneider KD, Yeh BJ, Alam N, Nguyen AN, Moses AM, Hetényi C, Reményi A*, Weiss EL*. (2015) The structure of an NDR/LATS kinase — mob
complex reveals a novel kinase-coactivator system and substrate docking mechanism. Plos Biology, 13, e1002146.

Jeszendi N, Horvath I, Balint M, van der Spoel D, Hetényi C*. (2015) Mobility-based prediction of hydration structures of protein surfaces. Bioinformatics, 31,

1959-65
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Daganatos megbetegedésekben jelentos szerepet jatszo6 rendezetlen
fehérjék uj tisztitasi modszereinek kidolgozasa

Egyittm(ikodésiink célja uj, magneses nanorészecskékhez (MNP)
kotott kelatorok kialakitdsa és tesztelése rendezetlen fehérjék tisz-
titasa soran. A munkank soran tobb, kiilonb6z6 fizikai tulajdonsagu
MNP sorozatot készitettlink és teszteltiink le rendezetlen fehérjék
tisztitdsa soran. A fehérjetisztitasi kisérleteket kiegészitettiik az
MPN-k fehéreje-fehérje kdlcsénhatas vizsgalatokban valé hasznal-
hatésaganak vizsgalataval.

Development of new purification methods for proteins with key roles in
cancer

The aim of our cooperation is the production and testing of new
chelators bound magnetic nanoparticles (MNP), with special focus
is on their affinity towards disordered proteins. We have produced
and tested various MNP series with different physical characteris-
tics with in the purification of several disordered proteins. Addition-
ally to the purification experiments, we also tested the applicability of the
MNPs in protein-protein interaction studies.
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Daganatos megbetegedésekben jelentds szerepet jatszo rendezetlen fehérjék Gj
tisztitasi mddszereinek kidolgozasa ‘
y

Dr. Poppe Laszlo
MTA Doktora, egyetemi tanar
BME Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék
BioOrganikus Kémia Kutatdcsoport vezetGje

Kutatasi témai

@ Biokatalizis: enzimek és egész sejtes rendszerek alkalmazésa sztereoszelektiv szintézisekben
€ Mini és mikrofluidikai rendszerek alkalmazasa kemoenzimatikus folyamatokban

@ Enzimek el8éllitdsa, tisztitasa, mechanizmusvizsgalata és rogzitése

EGYUTTMUKODESUNK CELIA

& Uj, magneses nanorészecskékhez (MNP) kotott kelatorok
kialakitasa és tesztelése, melyek a Ni-NTA agardznal jobb
hatékonysaggal kotik meg a His-tag fuzionalt fehérjéket.

@ Az eredetileg vizsgalni kivant két MNP sorozatot kiegészitettiik
két , koztes hosszusagu karral rendelkezd sorozattal.

@ Harom, a Ni-NTA agarézhoz gyengén kot6d6 rendezetlen
fehérje/fehérjeszakasz tisztitasanak beallitdsa az Gj MNP-k
segitségével.

@ Az MNP-k tesztelése fehérje-fehérje két8dés vizsgalatokban

EREDMENYEK

) MNP-TEOS SEM
MNP SEM FELVETELE FELVETELE

5. Fenil-amin (4:1 ardiny)> DTPA
s

O
o la)

Dr. Tantos Agnes
PhD, tudomanyos munkatars
MTA TTK Enzimoldgiai Intézet
Rendezetlen fehérjék kutatécsoport

Kutatasi témai

@ Arendezetlenség szerepe a rakos megbetegedésekkel sszefliggd processziv enzimek mikodésében.
€ Rendezetlen fehérjék szerkezeti adaptécidjanak vizsgélata.

@ Rendezetlen chaperon fehérjék szerkezet-funkcié ésszefiiggéseinek tanulmanyozasa.

N
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SZINERGIA II.

Funkcionalis kiilonbségek a human CR3 (CD11b/CD18) és CR4 (CD11c/
CD18) receptorok kozt: a CD11b az iC3b-medialt fagocitézisban, migaCD11c
a sejtadhézioban jatszik donto szerepet.

Gyongy alapu modszerrel meghataroztuk a CD11b és CD11c pontos
szamat harom human sejttipuson, és azt talaltuk, hogy a CD11b/CD11c
arany 1.2 az MDDC-ken, 1.7 az MDM-eken és 7.1 a monocitakon, ame-
ly arra utal, hogy a CD11c szerepe a MDDC-kben a leghangsulyosabb,
és kevésbé kifejezett a monocitakban. Ellenanyagos blokkolassal és
RNS csendesitéssel megmutattuk, hogy az (altalanos CR3- és CR4-
kotd) fibrinogénhez valé sejtadhéziot a CD11c kozvetiti. Ezen felil
azt talaltuk, hogy a CD11b blokkolasa erésiti a fibrinogénhez valé
sejtadhéziot, amely arra utal, hogy a CD11b és a CD11c verseng
ezen ligand kotéséért.

We determined the exact number of CD11b and CD11c on three
human cell types by a bead based technique, and found that the
ratio of CD11b/CD11c is 1.2 for MDDCs, 1.7 for MDMs and 7.1 for
monocytes, suggesting that CD11c’s function is most obvious for
MDDCs and less for monocytes. Using antibody blocking and RNA
silencing techniques we proved that adherence to fibrinogen — the
common ligand of CR3 and CR4 - is mediated by CD11c.

Moreover we found that blocking CD11b even enhances attachment
to fibrinogen, suggesting a competition between CD11b and CD11c for
this ligand.
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Sandor Noémi, MTA-ELTE Immunolégiai Kutatécsoport

Kutatécsoportunk f6 témaja a komplement rendszer vizsgalata,
mely a velesziiletett és adaptiv immunitds egyik elengedhetetlen
komponense. Témaink  fokuszpontjaban a kalonféle

immunsejteken kifejez6d6 komplement receptorok allnak. Ezek
kézil jelen munkankban a 3-as (CR3, CD11b/CD18) és 4-es (CR4,
CD11c/CD18) komplement receptorok szerepét vizsgaljuk
részletesen, melyek a B2 integrinek csaladjaba tartoznak. Arra
vagyunk kivancsiak, hogy a két nagyon hasonlé receptor kozott
megfigyelhet6-e funkcionalis kiilonbség.

%

Funkcionalis kiilonbségek a human CR3 (CD11b/CD18) és CR4 (CD11c/CD18) receptorok kézt: a
CD11b az iC3b-medialt fagocitozisban, mig a CD11c a sejtadhéziéban jatszik donté szerepet.

A CR3 és CR4 receptorok a béta2 integrinek csaladjdba tartoznak. Szdmos, féként csontvel6i
sejttipusban kifejez6dnek. Az iC3b 4ltal opszonizalt fagocitézisban és az ICAM-1-hez valamint
fibrinogénhez torténé sejtadhézidban vesznek rész. Célunk az volt, hogy felderitsiik a CR3 és CR4 kozti
funkciondlis kiilénbséget. Vizsgaltuk, hogy a CD11b ill. CD11c hogyan jarul hozzd a sejtadhézidhoz.
Human monocitdkat, monocitdbdl szarmazé makrofagokat (MDM) és dendritikus sejteket (MDDC)
hasznaltunk, melyekben a CD11lb és CD1lc expresszidja magas, és a sejtadhézid természetes
tulajdonsaguk. Gyongy alapi mddszerrel meghatdroztuk a CD11b és CD11c pontos szamat ezeken a
sejteken, és azt talaltuk, hogy a CD11b/CD11c ardny 1.2 az MDDC-ken, 1.7 az MDM-eken és 7.1 a
monocitdkon, amely arra utal, hogy a CD11c szerepe a MDDC-kben a leghangsulyosabb, és kevésbé
kifejezett a monocitakban. Ellenanyagos blokkolassal és RNS csendesitéssel megmutattuk, hogy az
(altaldnos CR3- és CR4-kotd) fibrinogénhez vald sejtadhéziot a CD11c kozvetiti. Ezen felul azt taldltuk,
hogy a CD11b blokkoldsa erGsiti a fibrinogénhez vald sejtadhéziét, amely arra utal, hogy a CD11b és a
CD11c verseng ezen ligand kotéséért. Az abrak az ellenanyagos blokkolas sejtek alakjara és a
sejtadhézidra kifejtett hatasat mutatjak.

anti-CD11b anti-CD11c

aaaaa

257 Qant-CO11b
£ |Banicotic

%7600 678 107 134 159 181 WN

Szabo Balint, ELTE Bioldgiai Fizika Tanszék Kellermayer Miklés, SE Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

Egyedi él6 eml8s sejtek mikroszkdpos megfigyelésével és Els6sorban egymolekula biofizikai mddszerekkel vizsgaljuk
vdlogatdsaval, valamint a sejtadhézié molekularis hatterének fehérjék mechanikai tulajdonsagait, gombolyodasi
vizsgalataval foglalkozom az utdébbi években. Az altalunk mechanizmusait, aggregacios tulajdonsagait és kdlcsonhatasait
fejlesztett szamitogép-vezérelt mikropipetta képes az in vitro fehérje- és lipidrendszerekkel. Fluoreszcensen jelolt fehérjék és
sejttenyészetbdl a mikroszképos kép alapjan egyedi sejteket fehérjekomplexek multiplex vizsgélatara rendelkezésre all egy
izolalni az ezt kdvetd DNS, RNS vagy fehérje vizsgalatok céljabol. olyan TIRF mikroszkép, amely egyedildllé mddon egy
Ugyanez a m(szer képes egyedi sejtek adhézids erejének nagy atomerémikroszképpal tér- és id6beli szinkronizicidban
pontossagl mérésére. A feliiletet, amire a sejtek kitapadnak, mUikodik, lehet6vé téve a nagyfelbontdsu topografiai szerkezet
molekuldris szinten kézben tartjuk, igy a felllet és a sejtek kozti és nanomechanikai tulajdonsagok analizisét.

kolcsdnhatds fehérje-specifikus lehet. -
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ALR: kapocs a mitokondrialis DNS és oxidativ folding kozott

A m4j regeneraciot fokozé (augmenter of liver regeneration, a tovabbiakban
ALR) fehérje részt vesz a mitokondridlis biogenezisben, fenntartasban és a
mitokondrium fiziolégidas mikodésében, tovabba a mitokondridlis oxidativ
fehérje folding apparatus egyik fontos eleme. mtDNS depletalt 0 sejtvonalat
készitettiink, annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a mitokondrialis elek-
trontranszfer [anc és a mtDNS ALR kifejez6désében betoltott szerepét.
A mtDNS depléciéo RNS szinten semmiféle hatast sem gyakorolt, azon-
ban fehérje szinten jelent6s mértékben megemelte az ALR kifejez6dését.
Az ATP és a ROS szintek szabalyozasban bet6ltott szerepét kizartuk, mivel az
eredeti sejtvonalakat, 1égzést gatlé- és szétkapcsold szerekkel kezelve
semmiféle ALR expresszids valtozast sem tapasztaltunk. Megfigyelé-
seink alapjan igen valészintinek tdnik, hogy az mtDNS és/vagy annak valamely
terméke szabalyozé szereppel bir az ALR fehérjeszintjére.

ALR: The link between the mitochondrial DNA and oxidative folding

Augmenter of liver regeneration (ALR) contributes to mitochondrial
biogenesis, maintenance and to the physiological operation of mito-
chondria, moreover it is an important element of the mitochondrial
oxidative protein folding machinery. mtDNA depleted, 0 cell line was
prepared to investigate the role of mitochondrial electron transfer
chain and mtDNA on ALR expression. The depletion of mtDNA has
not caused any difference at mRNA level, but at protein level the ex-
presion of ALR has been markedly increased. The regulatory role of
ATP and ROS levels could be ruled out because the treatment of the
parental cell line with different respiratory inhibitors and uncoupling
agent could not provoke any changes in the protein level of ALR.

On the base of these observations it seems that mtDNA and/or its
products may have regulatory role on the protein level of ALR.
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MEDINPROT

Balogh Tibor’, L6rincz Tamas', Mandl Jézsef?, Szarka Andras’
"Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem, Vegyészmérnoki és Biomérnoki Kar, Alkalmazott Biotechnoldgia és Elelmiszer-tudomanyi Tanszék, Biokémiai

és molekularis Biologiai Laboratérium

2Semmelweis Egyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Molekularis Biolégiai és Patobiokémiai Intézet, Budapest

Az ALR (augmenter of liver regeneration) fehérje fontos szerepet t6lt be a mitokondrialis biogenezis, fenntartas folyamataban,
illetve a mitokondrium fizioldgias mikodésében. Ezen tul a mitokondridlis oxidativ fehérjefolding apparatus fontos tagja. Az ALR
fehérje kozvetitésével csatornazédnak be a redukalt fehérjékrél érkezé elektronok a mitokondrialis elektrontranszfer lancba. Az
ALR deplécidja széles korben tanulmanyozott, nem véletlen, hisz igen sulyos mitokondrialis funkciéromlassal jar egyutt. Az
ellentétes iranyu folyamat, a mitokondrialis elektrontranszfer lanc és a mitokondrialis DNS (mtDNS) deplécidjanak hatasa az ALR-
re azonban mind a mai napig ismeretlen. A mitokondridlis elektrontranszfer lanc és a mtDNS ALR szint szabalyozasaban betoltott
szerepének felderitése végett mtDNS depletalt sejtvonalakat hoztunk létre (1. abra). A mtDNS deplécidja nem okozott Iényeges
kilonbséget az ALR mRNS szintjében (2. abra), azonban a fehérje szintje jelentés mértékben megemelkedett (3. abra). Az ATP és
a reaktiv oxigénvegylletek szerepét az ALR fehérje szintjének szabdlyozasaban kizartuk, mivel az eredeti anyasejtvonalakat
kilonboz6 respiracids gatloszerekkel és szétkapcsold szerrel kezelve nem valtozott meg az ALR fehérje kifejez6désének mértéke
(4. abra). A mtDNS deplécio ALR fehérjeszintre gyakorolt hatasa bizonyitottan nem maj specifikus, mivel a jelenséget két nem maj

eredetl sejtvonalon is meg tudtuk figyelni (3. abra).

Mindezek alapjan ugy tlnik, hogy az mtDNS és/vagy egy(es) terméke(i) részt
vesz(nek) az ALR fehérje kifejez6désének szabalyozasaban. Az ALR fehérje
felszabalyozasa egy adaptiv valaszreakcio része lehet hianyos, vagy sérilt
mtDNS-sel, elektrontranszfer lanccal rendelkez6 sejtekben, amely segit
meg6rizni a mitokondrium szerkezeti integritasat és fenntartani a
membranpotencialt.

MEDINPROT fehérjetudomanyi egyiittmiikodés:

Szarka Andras, Lérincz Tamas, Mandl Jézsef, Balogh Tibor
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1. abra A mtDNS tartalom valtozasa HepG2, MCF-7 és SH-SY5Y sejtvonalakban hosszu tava
etidium-bromid kezelés hatasara

Az etidium-bromid kezelést a parhuzamos sejtvonalak esetében azonos idében kezdtik. A sejtbdl a
kezelés kiilonb6z6 idépontjaiban mintat vettiink, majd teljes sejtes DNS-t izolaltunk bel6lik. Az mtDNS
tartalmukat real-time PCR segitségével hataroztuk meg.

HepG2 SH-SY5Y MCF7

Frac - - - ok

A - - - i
<— 20 kDa
4. abra Kilonbo6z6 légzési gatloszerek hatasa az ALR, illetve a MIA40 fehérjék

kifejez6désére

3. abra Az mtDNS deplécio hatasa az ALR és a MIA40 kifejezodésére. HepG2 sejteket kezeltiink a komplex | gatlészer rotenone-nal, a komplex Il gatlészer
Az ALR és a MIA40 fehériék szintjét dsszevetettilk mtDNS depletalt (p0), illetve kontroll (C) sejtek TTFA-val, a komplex Ill gatiészer antimycin A-val és a komplex IV gatiészer natrium-
esetében. A hosszl tavt etidium-bromid kezelt illetve kontroll sejtekbd! fehérjét izolaltunk, majd aziddal. A 2,4-dinitrofenolt, mint szétkapcsoloszert alkalmaztuk. 24 draval a kezeles
redukalo SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk Gket. Blottolast kovetéen a membranokat anti- megkezdéset koveten feherjét izoldltunk a sejtekbdl, majd redukalo SDS-PAGE
ALR illetve anti-MIA40 poliklonalis antitesttel jeléltik. Bels kontrollnak B-actin-t hasznaltunk. segitségével elvalasztoftuk Sket. Blotiolast kbvetben a membranokat anti-ALR illetve

HepG2 HepG2p0 SH-SY5Y SH-SY5Y MCF7 MCF7 p0
parental parental pO parental

2. abra Az mtDNS deplécio hatasa az ALR kifejez6désére (mRNS).
A sejtbél a kezelés kiilonbdzé idépontjaiban mintat vettiink, majd RNS-t
izolaltunk beldlik, amit ezt kdvetéen cDNS-re irtunk vissza. Az ALR
gén kifejez6dését real-time PCR segitségével hataroztuk meg.

anti-MIA40 poliklonalis antitesttel jeldltiik. Bels6 kontrolinak B-actin-t hasznaltunk.

N

/
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SZINERGIA II.

Ho6- és kémiai denaturaciéo a human epesav-koto fehérjében

Lokalis letekeredési folyamatok fontos szerepet jatszanak az intracellularis
lipidkoto fehérjék (iILBP) mikodésében (zsirszer( anyagok transzportja,
nuklearis receptorok transzkripciés aktivitdsanak szabalyozasa), és ennek
megfeleléen szdmos patoldgias allapottal osszefliggésbe hozhaték. NMR
spektroszkdpiai, fluoreszcencias és kalorimetrias médszerek alkalmazasaval
jellemeztiik a kémiai- és hédenaturaciot az iLBP fehérjék csaladjaba tartozo
human epesav-koté fehérjében. A harom kiilonb6z6 technikaval nyert termo-
dinamikai, kinetikai és szerkezeti informacié osszevetése tobballapotu foly-
amatra, valamint a fehérje hidroféb magja és a periférialis N-terminalis szeg-
mens eltérd viselkedésére utal.

Chemical and thermal denaturation in human ileal bile acid-binding protein

Local unfolding processes have a key role in mediating ligand
binding and nuclear translocation in intracellular lipid-binding
proteins (iLBPs). Using NMR and fluorescence spectroscopy as
well as calorimetric measurements, we investigated the mecha-
nism of chemical and thermal denaturation in human ileal bile
acid-binding protein, a member of the iLBP family. Thermodynamic,
kinetic, and structural information obtained from the three independent
techniques indicates a multistate folding process and differences in the
temperature response of the hydrophobic core and the peripheral N-terminal
segment.

34

HG6- és kémiai denaturacio a human epesav-koto fehérjében

/ ~
é T6ke Orsolya®”, Biczok LdszI6P, Kovdcs Mihdly© "?

IMTA TTK Szerves Kémiai Intézet, P(MTA TTK Anyag és Kérnyezetkémiai Intézet,
CELTE TTK Biokémia Tanszék

EgylttmU(kodésink  kozéppontjaban az intracellularis  lipidkots fehérjék (iLBP)
csaladjaba tartozd, anyagcsere-rendellenességekkel és daganatos megbetegedésekkel
Osszefliggésbe hozhaté humdn epesav-két§ fehérje  (hI-BABP)  mi(ikodési
mechanizmusanak vizsgalata all. Mas iLBP fehérjékhez hasonléan, a BABP-fehérjék
molekuldris  kolcsénhatdsaiban (epesavak intracellularis transzportja, nukledris
transzlokacio és a farnezoid X receptor transzkripcids aktivitasanak stimulacidja) fontos
szerep jut a fehérjében zajlé lokalis letekeredési folyamatoknak. Vizsgélataink célja
szerkezeti bioldgiai (NMR) és biofizikai mddszerek segitségével a le- és feltekeredés
mechanizmusdnak megértése a BABP fehérjékben.

/ TERMODINAMIKN \ KINETIKA \

ITC, fluoreszcencia stopped-flow
SZERKEZET, .
DINAMIKA fluoreszcencia
| g = &
| ] NMR »»h N
L Toke Orsolya, Ph.D. ?Vill * ﬁ

MTA TTK SZKI

"N, ppm

Biczok Laszld, D.Sc. S B Kovéics Mihdly, = |
MTA TTK AKI — Ph.D,, habil. D. Sc., ~/
O fehérje-ligandum, i ELTE TTK
© molekulaszerkezet és mikrokérnyezet fehérje/peptid-membran | © DNs-hibajavitasban kézponti
hatésa a két6dés termodinamikdjara kBlesdnhatasok szerepet jatszé DNS-helikéz fehérjék
és kinetikajara tdbbkomponens( O lipidksts fehérjék miikddési mechanizmusanak
kémiai/bioldgiai rendszerekben O belsé molekulris mozgasok és bioldgiai szerepének felderitése
O izokinolin és indol vézzal NMR spektroszkdpiai orskeveréses kinetikai mddszerek
O sy
rendelkezd alkaloidok két6dése és biofizikai vizsgélata
DENATURACIO ACIO
fluoreszcencias, DSC és NMR spektroszkdpiai vizsgélata stopped-flow fluoreszcencids vizsgalata
Denaturélt (7 M urea) apo 20
hullamhossz. : " intenzitas 1] 50 ¥M opouman |BAP . s e > 18
b il - - human I-BABP fehérjét 20 éran g
| vossoioss sn = e - Sy at inkubaltunk, majd valtozo g :j
/ 3, | g WW térfogat ardnyok mellett g
A § . 5 12
2\ g tee urea-mentes pufferbe 3
/ \ 5. 05 P . N . . . 1.0
i & - . higitottuk Vizsgélataink sordn H i
£ E) - “w - C ‘ 0 2 © o © 00 ia &
om T homerssue © T T onesenet () Trp fluoreszcenciat = o
monitoroztunk.
apo human |-BABP . B
N-HSQC -
w 554 °C oy 7 - s nem I'r']e_ans Bi- és monoexponencialis illesztés eltérése
% < N ; . sl : 4 s
GYors CoarD el P o . & % linearis a feltekeredést kiséré fluoreszcencia-valtozastél
: - P b e g .
£ [ Bumcixs e két kiilonboz6 higitasi arany esetén:
a o
a 2
> [ > oo
= g
£ § oo
§ ou
) Az aminosav-pozicidk 70%-ban *H/*N % :2
- kémiai eltoléddsok nemlinedris 3 o
- hémérsékletvalasza. 008
T ® ED
- - 1d6, 18, sec
o0
Il 1 1 1 1 1
'H, ppm
“*1 serto Glng9 sl e
FOLO .. FOLOLO.. . o ) 00 0.21.7s"
T Biexponencidlis illesztéssel '
AHF~ 33 kJ/mél 5 w0 AHF~ 32 kI/mél, AH'~ 47 kI/mél nyert latszélagos sebességi |, °
z s . . . o A5
TFu~ 330K F s T~ 302 K, T~ 332 K dllandok a végs6 urea- 20] ® @
ACF~0)/K o AC,"~ 300 J/K, AC,~ 200 J/K koncentracié fiiggvényében 25 ®
(20°C) 201 003045 g1
820 830 835 890 -
H,pom H, ppm

rea W
Mind az NMR spektroszképids, mind a stopped-flow fluoreszcencias vizsgdlatok

tobballapotu le- illetve feltekeredést jeleznek.

NMR spektroszkdopias mérések alapjan heterogenitds az aminosav szekvencia mentén.
A hidroféb mag és a periféridlis N-terminalis szegmens eltéré viselkedése
a hémérséklet fliggvényében.

[Ureal, [fehérie]
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SZINERGIA Ill.

Célzott tumorterapiaban fontos receptor fehérjék és azok jelatviteli
valtozasanak vizsgalata peptid—hatéanyag—polimer
nanorendszer segitségével

MEDINPROT Dr. Mez6 Gabor?, Dr. Ivan Béla?, Dr. K6hidai Laszl6® MonOSto by Katal'r? Csala Miklos
MTA Természettudomanyi Kutatékozpont Semmelweis Egyetem
1 MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport, > MTA TTK AKI Polimer Kémiai besoport, 3 Iweis Egyetem, GSI, Kemotaxis Munkacsoport
Kutatdsi teriilet: Kutatasi teriilet:
A tumorsejteken megjelené sejtspecifikus vagy tultermelédott receptor fehérjéknek oriasi jelentésége van a célzott, személyre szabott * a gyogyszer-metabolizmusban résztvevd el : * az endoplazmés retikulum (ER) redox
. 3 . . - e Lol recepior-kozvetiett citokrém P450 (CYP) enzimek miikodése metabolizmusa
tumorterapiaban. A terapia hatékonysaga névelheté, ha egyszerre t6bb receptor-tipuson keresztlil juttatunk kiilonbdz6 hatéanyagokat a tavtarto endociosis e e . « az ER-stressz befolysol4sa
Ieanyite molekula i e ¢ ~ i Pir% | . Ali
tumorsejtekbe, amelyek igy additiv vagy szinergista médon fejthetik ki hatasukat. A peptidiigandumaik kétédése utdn a receptorok — tmorseecius = \‘/Cﬁ e * CYP enzimek mikodésének gatlasa : a mikroszomalis elektrontranszfer
b Z4S * CYP mutdciok kimutatdsa . tutvonalai

azonban kiilonboz6 jelatviteli Utvonalakon és komplex folyamatokon at befolyasolhatjak egymas expresszidjat, szerkezetét (pl. « metabolikus gyogyszer-interakciok i « inzulinrezisztencia és B-sejtdiszfunkcio
vizsgalata y . 4 « szabad zsirsavak patoldgias szerepe és
* egyéni gyogyszer-metabolizal6 képesség ennek mechanizmusai (lipotoxicitds)
megallapitdsa * a zsiracil-KoA-deszaturacio citoprotektiv
hatasa

foszforilaltsag), jeltovabbité képességiiket és endocitdzisra valé hajlamukat. Ezeknek a folyamatoknak az ismerete elengedhetetlen a
megfelelé kombinalt kezelés kidolgozasahoz. A kombinalt célzott tumorterapia hatékonysagat befolyasold fehérjeszintii valtozasok
feltérképezésére tesz kisérletet kutatécsoportjainkbdl létrehozott konzorcium egy peptid-hatéanyag-polimer nanorendszer segitségével.

MedInProt Fehérjetudomanyi Kivaldsagi
Egylttm(ikodési Program

Dr. Mez6 Gabor
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport

Dr. Ivan Béla

MTA TTK AKI
Polimer Kémiai Kutatécsoport

Két kivalasztott EGFR-hoz k6t6dé peptid konjugatuma:

Dau=Aoa-GFLG-LARLLT-NH, (Dau=Aoa-GFLG-D4) cit bS: citokrém bS

R Az ER brénban zajl6 d aciot végzé enzimek, valamint a gyogyszer- : bSR: cit b5 reduktaz
Dau=Aoa-GFLG- YHWYGYTP?ga\{" 5!\-!0 S boli h eftokrom | PASO} (GYP)| enzimekikoz6k: lszoros : CYP: citokrdm PAS0
" § kapcsol. 16 1 A tearil-KoA 4 SCDI) = a3 CYP E ER: endoplazmas retikulum
Oldékonysagi problémak sejttenyészté RPMI-1640 méd,umban Polihidroxil karakter(i S o bs b5| és bs- d kté bSR { NcbSOR: NADPH-b5-oxidoreduktéz
‘ o 2 (1) il (55 H POR: NADPH-CYP-oxidoreduktsz
i o ‘ makromOIekUI.a e'éémtésa S_\ kbzvetitésével NAD(P)H-t6| kapja az el h ' SCDi: sztearil CoA deszaturaz 1
a komplex biokonjugatum oldott forméban talélhaté NAD(P)H-citokrém bS oxndoreduktéz (Ncb5OR) fehérje bs- Ncb5OR
Megoldas: megfelelé oldhatésaganak @(—o szer(i és bSR-szer(i doméneket tartalmaz. Ez alapjén feltételezhets, hogy az Ncb5OR !
L "‘w " elérése céljabol S—’°->-0“ részt vesz az ER-ben zajl6 elektrontranszferben. T
£y o
i STee Foladatok: A g J*’ (celitdzes citoszol
- --m__.«:“--“ o e - + Polimer .SZIntéZIS és 4o Annak kideritése, hogy az NcbSOR kélcsénhat-e az SCD1-
Lo (Pfil:o(l\ karakterizalas S_,°'>_°" el, valamely CYP-el, esetleg mindkét tipust enzimmel; J ER-membrén
et & & A*@j"" « Funkcionalizalas o azaz kozrem(ikodik-e a zsirsav-deszaturaciéban, illetve a =
o Amegvalésitasban részt vesz:  HHPG HO'-20H :}—\o" gyégyszer-metabolizmusban. i ER-lumen
A megvalositasban részt vesz: Pethd Lilla Kasza Gyorgy

_ 7 1) SCD1- CYP i imet t 16 HEK293 sejtek, lyekben vizsgalhatok imaktivitasok b5- é: Ncb5OR-kotranszfektalds,
Apanle heleanyat aliner nancrendaser ) illewe—egtéis&/‘\;ggesﬁés rzl:::sz::l: ermel sejtek, amelyekben vizsgélhatok az egyes enzimaktivitsol s/vagy NcbS5Ol ran: s,

eléallitasaval kapcsolatos eredményeket 2) Human maj b6l prepardlt mik 5 lyben 1évé enzimek miikodése kofak k (NADH, NADPH), citoszol-komp k vagy ti
bemutattuk Bielefeldben (Németorszag) az Nch50R fehérje adagolasaval befolyasolhato;

alabbi konferencian: 3) Szuperszémdk, amelyek egyféle CYP izoenzimet tartalmaznak az egyes elektronkozvetitd fehérjékkel kombinaltan, igy alkal k a kiviilrél hozzaad:
5t Int. CeBiTec Research Conference NcbSOR szerepének tisztazaséra.

Drug Conjugates for Directed Therapy

SCD1 és Ncb50R tiltermeltetése S SCD1 és Ncb50R exp k lesité fektdlt HEK293T sejtekben.
’ hatbanyag HEK293T sejtekben. '6° &’ Az SCD1, illetve NchOR fehérjét termel8, exp i6s vektorral fektalt
A HEK293T sejtek endogén SCD1 ‘6'& '6§ HEK293T sejtek li: {s] i6s vektor) a gfelel§ fehérjék
tid és  Ncb50R  fehérjetartalma blottal j6I detektalhatok. A kulonbozb tipusu (I, 11, 111) és mennyiségi (2 vagy 4 ug)
° .pr:p it6 Western blottal alig detektalhato siRNS-sel transzfektdlt sejtekben a fehérjeexpresszié csokkenése észlelhetd. Az
n(':oI:kyula) (kontroll). A megfelel§ inszertet SCD1 anahzélt fehérjék egyenlé mennyiségének ellendrzésére kontrollként B-aktin elleni
= tartalmazé expresszi k I i I is elvégeztiik az i bl
Dr. K6hidai Laszlé enzim- zfektdlt sejtek I ib overexpr. 2 g overexpr. 4 ug
I 1 7ish (transzf.) a vartnak megfelel6
; labilis ;
BN Semmelweis Egyetem, GSI, AAY g méretl fehérjék  specifius NCBSOR 3 ' . .é .
< pacer antitestekkel jol kimutathatok. % 4 siRNS siRNS § s siRNS
Kemotaxis Munkacsoport - tviars ‘ - D . £y 2 ug 4ug 85 dpg
spacer il # G2 1 m o w2 um
Kisérleteinkben a fent ismertetett médon szintetizalt, EGF ; A CYP kédolé szekvencidkat tartalmazé cDNS-eket HepG2 sejtek B ¥ R
receptorhoz  kotédni  képes peptid  konjugatumok ‘ funkcios mRNS-éb6l &llitiuk el6 reverz transzkripciéval, majd kiénozasra SCD1
sejtbiolégiai paraméterekkel mérhetd hatasait vizsgaljuk. csoport alkalmas inszerteket amplifikilunk, amelyeket p.cDNA3.1(-) vektorba
Ezek két f6 utvonalét a (i) jelatviteli utakat is érzékenyen ligdlunk. A jobb oldalj _ébra: €gy CDNS mintdbl készilt gradiens PCR _
érinté receptor-modulacié (Id. monoklonalis antitestek; HbPG agaréz gél- termékeit aktin
tirozinkinaz gatlok; kemopreventiv anyagok alkalmazasa) (hordoz6) p.cDNA3.1()  HepG2 RNS-izolilis
és a (ii) receptor internalizacié (pl. EGFR-STAT3-E2P1 cDNS-szintézis
komplex génszintii hatasai ciklin vagy iNOS termelédésre) i PCR S % @ 06 NCBSOR
multidimenzionalis szignalizacioi képviselik. poliA Il S

Modellil a tumorok sejtélettani jellemzdit (egészséges CYP209 G
sejtektdl eltérd kitapadas, sejtmozgas, osztédd képesség) J’ 3 —— aktin
jol  reprezentals, a hazai populacioban magas szintézis / cio plazmid + inszert +—CYP2C9
incidenciaval el6forduldé két daganatnak megfelelé apoptézis , emésztés
sejtvonalat (HT-29 — colon adenocc.; MCF7 — emlécc.) DNS ligdlas
haszndlunk.  Vizsgalataink soran az  eléallitott transzformalas
konjugatumokkal (i) az EGFR jelatvitelére jellemzd,
csoméponti elemek (MEK-ERK, PI3K-AKT) aktivitasat Megvalaszolandé kérdések: Koexpress‘ziés konstruktok létrehozdsa és ezekkel HEK293T sejtek
V'zsga.ul.]k |mmupcnol_<é_m|alFACS elerf]zéss.el;. (i) a sejfgk » A HbPG oldékonysagot novelé hatdsa és a biohasznosulasra valamint tumornovekedésre Al . Er?nﬂh:::ma" Kkak fektalt sejtekk
adhéziojét, migraciojat ~és proliferdcisjat - mérik = gyakorolt hatasa osszevetve a PEG-alapu konjugatumokkal. - Tisaitott NcbSOR el6ltésa . ol elhasznslaséval
impedimetrigs Uton, valdsidejii rendszerben. > Akonjugatummal torténd kezelés hatasara bekovetkezé fehérje szintii valtozasok megallapitasa, = In vitro mikroszomalis és szup 4lis al érésel

A megvalésitasban részt vesz: Lang Orsolya és Lajké Eszter kiilénds tekintettel a jelatviteli csomépontok aktivitdsara és mas a célzott tumorterapiaban p.CYP2C9

hasznosithaté receptorok (pl. GnRH-R) kifejezédésére.

2015. november
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SZINERGIA Ill.

A CRP és az extracellularis vezikulak (EV-k) kélcsonhatasanak
rendszerszemléletli megkozelitése a CVD prognosztikajaban

Extracellularis vezikula cargo vizsgalata

felhasznalhato Gj biomarkerek azonositasa céljabdl

Dr. Vékey Karoly . Dr. Buzas Edit

Human vizsgalati mintak
gylijtése

EV-k hatasainak funkcionalis
vizsgalata:
CRP-EV interakcié / kompeticio

MTA TTK 2 : Semmelweis Egyetem
Genetikai, Sejt- és
Immunbioldgiai Intézet
Extracelluldris Vezikula Csoport

Maurovich-Horvat Pal
Lendulet-kutatécsoportja

Pallinger Eva
SE GSI

I 1

Etikai engedélyeztetés

Betegek kivalasztasa Kisérleti rendszerek tervezése Az extracellularis vezikuldk (EV-k) membrannal kériilvett, valamennyi sejtiink altal termelt

Klinikai vizsgalatok Laboratériumi vizsgalatok 7 . s Ny iy o . . on .

Képalkot6 eljérésok kepletek, melyek a sejtek kozotti kommunikacio-ban betoltott jelentds szerepuk miatt Uj paradig-
Klinikai adatbazis létrehozasa mat képviselnek a bioldgidban. A MEDINPROT projekt keretében tervezett munkank sordn

tomegspektrometridval vizsgaljuk az EV-k kilsé és belsé fehérje cargo-jat, és annak
informacidtartalmat gyulladasos és daganatos meghetegedésekben

Rendszerszemléletii elemzés

p— . . A két munkacsoport elsé kozos munkaja soran egér
KERDESEINK et e 2 MODSZEREK Extracellularis vezikulak (EV-k) thymocyte EV-k proteomikai dsszetételét jellemeztiik
i :4‘ W /; . X Apoptotic body Apoptotic microvesicle
1.Befolydsolja-e a komplement-medialta lizist (CDC) 1.Komplement-medialta sejtlizis (CDC) FACS-alapu
az EV-k jelenléte? mérése
2.Befolyasolja-e a CDC-t CRP jelenléte? 2.CDC vizsgalata CRP jelenlétében
3.Befolyasolja-e a CRP az EV-k immunglobulin-koté e 3.EV-k immunoglobulin kot6 képességének vizsgalata
képességét? coatnias - Gk CRP jelenlétében és hianydban: FACS
4.Képesek-e az EV-k megkotni a CRP-t? I 4.EV-k CRP-kot6 képességének vizsgalata: FACS
— (= ]= BB
o EV-k hatasara csokken a EV+ CRP hatasara cs6kken
CcDC a CDC
Pl+ K562 sejtek %-os aranya Morfolégiailag épen maradt K562 sejtek %-0s
s arinya kiilsé cal rotein korona)
u i —— Az EV-k kompeticéban el
25 2 — vannak a komplement Turidk L. et al J Proteomics. 2011;74:2025-33
" ik o] I : komponensekért . - o . . D
T O . Ehomi és postprandialis human vérplazma eredet(i EV-k fehérjéit vizsgaltuk. E mellett az U937
humdn monocyta sejtvonal eredetl EV-k proteomikai jellemzését végeztiik el.
APO : 407, MV: 420 és EXO: 242 azonositott fehérje.
e Ehomi vérplazma mikrovezikulak 4h postprandialis vezikulak A tablazatban taldlhatd TOP
o e e Acces Protein Acces Protein T o
EV-k megkétik a CRP-t EV-k megkotik az 1IgG-t EV-k megkotik az IgM-t 'ALBU. HUMAN po—— ALBUL FUMAN po—— 20 feherJe ||5taJa szerint a
s e o2 PRI APOB_HUMAN Apolipoprotein B-100 £O3_HUMAN Complement C3 vé rp|azmé bél izolalt EV ca rgo
= % ot ® , €O3_HUMAN Complement C3 APOB_HUMAN Apolipoprotein B-100 o - P -l
2 2 g 2 A CRP, az IgG es az IgM A2MG_HUMAN Alpha-2-macr i AZMG_HUMAN Alpha-2-macroglobuli részeként (feltehetdleg kiilsé
E% E,e E“s kotédik az EV-k TRFE_HUMAN Serotransferrin TRFE_HUMAN Serotransferrin ca rgo—ké nt) je|ent65 SZéml:l
Fl| % ., CO4B_HUMAN Complement C4-B CO4B_HUMAN Complement C4-B . . . . .
"ol = = felSZlneheZ CO4A_HUMAN c Cca-A CO4A_HUMAN (= ca-A Verp|azma feherje 1S jelen
g | °g‘ . . 2 FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain A it
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Gyors mérések adaptalasa és tesztelése

Gyors (SOFAST, BEST) tipustu mérések adaptalasa és kiértékelése
kis koncentracioban jelen levo, vagy bomlékony fehérjék hatékony
jellemzésére, illetve in-cell korilmények kozotti vizsgalatara. A 2D
SOFAST (Band-Selective Optimized-Flip-Angle Short-Transient)
HMQC mérések tipikusan 1 perc alatt futtathatdk, mig a jelazonositashoz
sziikséges 3D BEST (Band-Selective Short Transient) alapi HNCA,
HN(CO)CA, HNCACB, HN(CO)CACB, HNCO, HN(CA)CO pulzusszekvenciak
segitségével a korabbi hetes nagysagrend 2-3 napra szlkiil. A p53
fehérje rendezetlen TAD régidjat hasznaltuk a 3D klasszikus és gyors
mérések dsszehasonlitasara, ezen kiviil tobb globularis és rendezetlen
fehérje esetében alkalmaztuk mar ezeket a médszereket.

Protein samples are not always availablein cca 1 mM concentration,
and in many cases are not stable for days, moreover under in-cell con-
ditions the concentrations are really low. On the other hand good
quality multidimensional measurements can necessitate several
day long acquisition. In order to speed up data acquisition we use
the approach of rapid pulsing techniques. In this respect we imple-
mented and tested 2D SOFAST (Band-Selective Optimized-Flip-An-
gle Short-Transient) HMQC and 3D BEST (Band-Selective Short
Transient) based HNCA, HN(CO)CA, HNCACB, HN(CO)CACB, HNCO, HN(-
CA)CO pulse sequences both for disordered and folded proteins.

We also compared the results with the asignments obtained from
the classical approach.
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A kisszogii rontgenszorasi modszer fejlesztése fehérjék oldatfazisu
mérésére

A kisszogu rontgenszoérasi médszer nanorendszerek, igy az oldott allapotu
fehérjék szerkezetvizsgalatanak hatékony eszkoze. El6zéleg egy ilyen
berendezést terveztiink és épitettiink, amelynek most mintakezelési és méré-
si adatgy(jt6/feldolgozo kornyezetét fejlesztettiik tovabb gyengén sz6ré
fehérje mintak esetére. A mintatarté rendszer kiilonb6zé formainak

(egyedi zarasu és atfolyds formak) fejlesztése még folyamatban van.

Development of the small angle X-ray scattering method for the measurement
of diluted protein systems

Small angle X-ray scattering is a powerful method for the structural
studies of nanomaterials, e.g. solutions of proteins. We have previously
designed and built a small angle X-ray scattering apparatus, and
now we have developed the sample holder and data processing
systems of this apparatus for the case of weakly scattering proteins.
Further designs of the sample holder systems (sealed vessels and
flow cells) are in progress.
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A kisszOgi rontgenszorasi mddszer fejlesztése fehérjék
oldatfazisu mérésére l s

Bota Attila, Wacha Andras, Varga Zoltan

MTA TTK Bioldgiai Nanokémia Kutatdcsoport
1117 Bp. Magyar Tuddsok krt. 2.

A kisszogl rontgenszoras az oldott allapotu fehérjék és altaldban a nanorendszerek
szerkezetvizsgalatanak hatékony mddszere . A palydzat tdmogatdsaval az altalunk tervezett
és épitett CREDO (Creative Research Equipment for DiffractiOn) berendezés mintakezelési
és mérési adatgyljté /feldolgozd kornyezetét fejlesztettiik. (http://credo.ttk.mta.hu)
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Bodor A. /ELTE
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A. Wacha, Z. Varga and A. Béta: CREDO: A New General-Purpose Laboratory Instrument for Small-Angle X-ray Scattering, Journal of Applied Crystallography, 47 (2014) 1749-1754.

B. Soptei, J. Mihaly, J. Visy, A. Wacha, and A. Béta: Intercalation of Bovine Serum AlbuminCoated Gold Clusters between Phospholipid Bilayers: Temperature-Dependent Behavior of Lipid-AuQC@BSA Assamblies with

Red Emission and Superlattice Structure, Journal of Physical Chemistry B, 118 (2014) 3887-3892.

R. Deadk, J. Mihaly, I. Cs. Szigyarto, A. Wacha, G. Lelkes, A. Béta: Physicochemical characterisation of artificial nanoerythrosomes derived from erythrocyte ghost membranes, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 135

(2015), 225-234.
Készonetnyilvanitas

A berendezés épitését a Richter Gedeon Vegyészeti Gyar NyRt (Dr. Demeter Addm, Dr. Szombathelyi Zsolt, Dr. Thaler Gyérgy) a Nemzeti Innovéciés Hivatal altal kezelt CNK 81052-es szamu OTKA palyézat, valamint a

1.1.2-07/1-2008-0002 szamu Kézépmagyarorszagi Operativ Program (KMOP) palyazat timogatta. A fehérjék mérésének bevezetését a MEDInPROT Szinergia | és MUszerpalyazata tette lehetévé.
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Fehérjekrisztallografiai egyiittmiikodés az ELTE Kémiai Intézet kristalyosito
labor és rontgendiffraktométer felhasznalasaval

Egylittm(kddésiink célja fehérjék és fehérjekomplexek
szerkezet-meghatarozasa a szerkezet, kdlcsonhatas-mintazatok és
a fehérjefunkcié Osszefliggéseinek felderitése céljabél. Kristalyosi-
tottuk az aktivalt és proenzim MASP-2 peptid inhibitorokkal alkotott
komplexeit, az emberi és Plasmodium falciparum kalmodulinnak cél-
peptiddel alkotott komplexeit, és a sertés acilaminoacil-peptidazt.

A diffraktométerrel végzett vizsgalatok nagyban hozzéjarultak ahhoz, hogy
a szinkroton sugarforrasnal j6 min6ségl adatkészletet gyjtottiink ezekrol.
Az MTA-TTK kutatocsoportjaival létesitett ) egyiittmuikddések keretében
kristalyositottuk a Dj-1 fehérje komplexeit és elkezdtiik a DAAO fehér-
je kristalyositasat. Az S100 fehérjék komplexeinek kristalyairdl rént-
gendiffrakcios adatgydjtést végeztiink - a szerkezetek meghatarozasa
segitett a komplexet nem tartalmaz6 kristalyformak kisz(résében.

Protein crystallography studies using the protein crystallization facility
and X-ray diffractometer at ELTE Institute of Chemistry

The aim of our collaboration is to solve the structures of proteins and
protein complexes for exploring the relationship between structure,
interaction-patterns and protein function. Diffraction quality crystals
were grown of activated and proenzyme MASP-2 in complex with
peptide inhibitors, human and Plasmodium falciparum calmodulin in
complex with a target peptide, and porcine acylaminoacyl peptidase.
X-ray diffraction experiments on these crystals using the diffractom-
eter greatly facilitated crystal optimization and collection of good
quality diffraction data at synchrotron sources. In new collaborations with
research groups of the HAS-RCNS we started crystallizing the Dj-1
and DAAO proteins. X-ray diffraction data collected from crystals of
S100 protein complexes and solving the structures helped to identify
undesired crystal forms containing the uncomplexed protein.
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Fehérjekrisztallografiai egytttmikodés az ELTE Kémiai Intézet

kristalyositd labor és rontgendiffraktométer felhasznalasaval

Egylittm(ik6d6 partnerek:

Gal Péter (MTA TTK, Szerkezeti Biofizika Kutatécsoport), Liliom Karoly (MTA TTK, Lizofoszfolipid Kutatécsoport),

Mez6 Gabor (MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatdcsoport),  Nyitray Laszl6 (ELTE Biokémiai Tanszék),

Pal Gabor (ELTE Biokémiai Tanszék), Reményi Attila (MTA TTK, Fehérje Kutatécsoport (Lendiilet)),

Tory Kalman (SOTE 1.sz. Gyermekklinika), Vértessy G. Beata(MTA TTK Genom Metabolizmus Kutatdcsoport, BME),
Harmat Veronika (ELTE Kémiai Intézet, MTA-ELTE Fehérjemodellez6 Kutatdcsoport; a diffraktométer tizemeltetdje)

Egylttmkodésiink célja fehérjék és fehérje komplexek szerkezet-meghatdrozdsa a szerkezet, kolcsonhatds-mintazatok
és a fehérjefunkcié Osszefliggéseinek felderitése céljabdl. Az ELTE Kémiai Intézetben taldlhatd rontgendiffraktométer
hasznalata kétféle célt szolgal: J6 mindségl kristalyokrdl akar 1 A felbontast adatkészlet gy(ijthetd. Kis méret(i vagy
gyengén szord kristalyok esetén a diffraktométer tesztmérések elvégzésével, a kristalyositd és krio-koriilmények
optimalizalasaval, nem kivant kristalyformak kizarasaval jarul hozza a kilféldi, szinkrotronndl végzendd mérések
sikeréhez. Tobb kutatdsi egylttm(ikodésben a kristalyositds is a Kémiai Intézetben torténik.

HZB Helmholtz

Zentrum Berlir PAUL SCHERRER INSTITUT
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Linearis motivumok altal dominalt fehérje kolcsonhatasok feliileti plaz-
mon rezonancia-alapi mérése

A feliileti plazmon rezonancia (Surface Plasmon Resonance, SPR)
univerzalis lehet6éséget biztosit fehérje-komplexek kialakulasanak,
megszlinésének, szelektivitasanak és erésségének valdsideji vizs-
galatara.

Az ELTE Természettudomanyi Kar Kdézponti Kutaté és Mlszercentru-
ma rendelkezik egy nagy ateresztoképességl ProteOn XPR36 tipusu
SPR késziilékkel, amely ragyogdéan alkalmas nagyszamu koélcson-
hatasmérés gyors elvégzésre.

A MedinProt tamogatasaval létrejott, széleskord egyiittm(kodés
keretében nagyszamu olyan mérést végeztiink el az LC8 dinein konny-
dlanc, a mitogén-aktivalt protein kindzok és a metasztazis-asszocialt
S100A4 fehérjék korében, mely kolcsonhatasokat egy-egy linearis
motivum dominalja.

Surface plasmon resonance-based characterization of linear motif dom-
inated protein interactions

Surface Plasmon Resonance (SPR) provides a universal platform for
real time determination of the formation, dissociation, selectivity and
stability of protein complexes.

The Research and Instrument Core Facility of ELTE Faculty of Science
has an excellent high-throughput SPR instrument, ProteOn XPR36,
which is capable of quickly measuring large numbers of protein inter-
actions.

With the support of MedinProt we started a widespread collaboration
to study protein interactions that are dominated by a linear motif and
conducted large numbers of SPR measurements involving the LC8
dynein light chain; mitogen activated protein kinases and the metas-
tasis associated ST00A4 protein.
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(Lineéris motivumok SPR-alapu k6|csé’>nhatésmérése)
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ELTE TTK Bioldgiai Intézet,
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A feliileti plazmon rezonancia (SPR) univerzalis eljaras fehérje-komplexek kialakulasanak, megsziinésének,
szelektivitasanak és erésségének valdsidejli vizsgalatara. Az ELTE TTK KKMC ProteOn XPR36 tipust SPR
késziiléke ragyogoan alkalmas ilyen kélcsonhatasok mérésére. A MedInProt tdmogatasaval létrejott
egyiittmikodésiinkben olyan kélcsonhatasokat mértiink az LC8 dinein kdnnydilanc, a mitogén-aktivalt protein
kinazok és a metasztazis-asszocialt SL00A4 fehérjék korében, amelyeket egy-egy linearis motivum dominal.
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Fehérje-ligandum és fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalata NMR
spektroszkoépiaval

Az NMR spektroszképia a fehérje kolcsdnhatasok vizsgalatanak
hatékony eszkoze. El6nye, hogy a molekularis kélcsonhatasoknak mind
a szerkezeti, mind a dinamikai aspektusat képes megvilagitani, és az
altala nyert atomi-szint( informaci6 0sszefiiggésbe hozhaté makrosz-
kopikusan mérhet6 termodinamikai és kinetikai paraméterekkel. A jelen
palyazat keretében két rendszert, a neurodegenerativ megbetegedésekkel
osszefliggésbe hozhaté alfa-szinuklein, valamint a koleszterinszint
szabalyozasaban szerepet jatszé human epesav-koté fehérje kdlcson-
hatasait tanulmanyozzuk.

Investigation of protein-ligand and protein-protein interactions by NMR

NMR spectroscopy plays a unique role in structural biology by
providing both structural and dynamic information on biomole-
cules and their interactions. Its further advantage is that the microscopic
atomic-level information obtained by NMR can be related to macroscopically
measurable thermodynamic and kinetic parameters. Within the framework of
the current grant we investigate two systems: alpha-synuclein associated with
neurodegenerative diseases and human ileal bile acid-binding protein known to
have a role in the maintenance of cholesterol homeostasis.
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Fehérje kolcsonhatasok vizsgalata NMR spektroszkdpiaval
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Téke Orsolya®®, Oléh Judit®, Ovédi Judit® e

IMTA TTK SZKI NMR Kutatdcsoport, P(MTA TTK El Sejtarchitektura Kutatdécsoport

Az NMR spektroszkdpia a fehérje kdlcsonhatasok vizsgalatanak hatékony eszkoze. ElSnye, hogy a molekuldris
kolcsonhatasoknak mind a szerkezeti, mind a dinamikai aspektusat képes megvilagitani. Szintén fontos szempont,
hogy segitségével molekularis mozgasok rendkiviil széles id&skaldn tanulmanyozhatdk, és az altala nyert atomi-

szintli informdcié 0Osszefliggésbe hozhatd

makroszkopikusan mérheté termodinamikai és kinetikai

paraméterekkel. A jelen palyazat keretében két rendszert, a neurodegenerativ megbetegedésekkel
Osszefliggésbe hozhatd alfa-szinuklein, valamint a koleszterinszint szabdlyozasaban szerepet jatszd6 humdn

epesav-kotd fehérje kolcsonhatasait tanulmanyozzuk.
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ALFA-SZINUKLEIN-TPPP/p25 kolcsénhatas

e TPPP/p25 (tubulin polymerization promoting protein):
patoldgids korimények kdzott kdlcsénhat az alfa-szinukleinnel,
ami zarvanytestek képzédéséhez vezet

* humdn agyszovetben a két fehérje kolokalizaciét mutat,
amely karakterisztikus a Parkinson-kérra és mas synucleinopétidkra

Cél: kontaktfelszin jellemzése, lehetséges konformacids allapot(ok)
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rezonanciajelek intenzitdsanak
vaéltozdsa csonkolt TPPP/p25
jelenlétében:

kezdeti
eredmények

20 40 60 80 100 120 14C
Aminosavszekvencia

Folyamatban: kisérleti kortiilmények optimalasa
a kélcsénhatds tanulmanyozasahoz

4 )

{  SPEKTROSZKOPIA

Toke Orsolya, Ph.D.
MTA TTK S2KI

QO fehérje-ligandum,
fehérje/peptid-membran
kélcsonhatasok

QO lipidksts fehérjék

O belsé molekuldris mozgasok

NMR spektroszképiai
és biofizikai vizsgalata

HUMAN EPESAV-KOTO FEHERJE

® 14.2 kDa

¢ B-hordé szerkezet

«~1000 A3 kétéiireg a ,hordd” belsejében

o sztochiometria: 1:2

* pozitiv kooperativitas a kétéhelyek kdzott

* kotShely szelektivitds

* ms konformacidés mozgas az apo fehérjében,
amely ligandumkot6dés hatdsara megsziinik

Ligandumkotédés pH-fiiggése

pH csokkenésével

* a kumulativ affinitas kismértékben né, a pozitiv kooperativitas csokken (ITC)
* akotédés elsé kinetikai Iépésének sebességi dllanddja né (stopped-flow)

15N R,, R, NMR relaxaciés sebességek tanulmanyozéasa

A ol oll B C D E F G H LI} A ol ol B C D E F G H LI
—C—— T OO OO
~ 34 & 3
2 apo a holo
i L]
;\t:1 24 g 2
< 4 z
g &
@ ol @ 9
% £
Z 5
o 2 2 2
20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120
Aminosavszekvencia Aminosavszekvencia

A 15N relaxdcids sebességek ps-ms konformacios mozgas jelenlétére utald R,/R,
hanyadosa az EFGH portal régidban pH csokkenés hatdsara az apo fehérjében
szignifikansan emelkedik.

Osszhangban a korabban taldltakkal (Biochemistry 51:1848 (2012), 53:5186
(2014)) az EFGH béta-szalakban legintenzivebb ms konformaciés mozgas segiti a
ligandumok kot6lregbe jutasat. A nyitott és zart konformdcids allapot kozotti
egyensulyt a pH csokkenése a kotédésnek kedvezd nyitott allapot iranyaba tolja el.

Folyamatban: a kis populaciéban jelen levd nyitott
konformdcios allapot szerkezeti jellemzése

/
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Fehérjék poszttranszlaciés modosulasainak felderitése nagyfelbontasu
tandem tomegspektrometria alkalmazasaval.

A kozos kutatdmunka célja egy gyulladasos autoimmun betegség,
a Rheumatoid arthritis esetén diagnosztikai jelent6séggel biré
fehérjék poszttranszlaciés modositasainak vizsgalata. Célunk
els6sorban a fehérjecitrullinacié és glikozilacié feltérképezése, amely-
hez modellpeptideket, enzimkinetikai és tandem tomegspektrometrias
méréseket hasznalunk. Az MTA Természettudomanyi Kutatokdzpont
rendelkezésére allé nagyfelbontasu kvadrupol-repiilési idé tipusu
tandem tomegspektrométer nagy érzékenységet és nagy fel-
bontast kivané proteomikai méréseket tesz lehetévé, amellyel
igen kis anyagmennyiségl minta is analizalhaté.

Identification of posttranslational modifications of proteins using high
resolution tandem mass spectrometry.

The aim of the study is the analysis of posttranslational modifica-
tions of proteins, which are involved in Rheumatoid arthritis. Our aim
is the detailed study of protein citrullination and glycosylation, us-
ing synthetic peptide models, enzyme kinetics measurements and
tandem mass spectrometry. The high resolution, quadrupole-time-of-
flight tandem mass spectrometer installed at the Research Center of
Natural Sciences, Hungarian Academy of Sciences, has high sensi-
tivity and high mass resolution needed for the proteomic analysis of
samples in low quantities.
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Nagyfelbontasu tomegspektrometrias méréseket

igénylo fehérjeanalitikai vizsgalatok

MedInProt gépidé felhasznalasi palyazat

A palyazok:

Vékey Karoly, Ph.D., D.Sc.

tudomanyos tanacsadé
MTA Természettudomdnyi Kutatékézpont MUszercentrumanak vezetéje

Kutatasi teriilete az analitikai és fizikai kémia, tomegspektrometria,

Uj diagnosztikai eljarasok kifejlesztése); gyogyszerkutatas
(metabolitkutatas, farmakokinetika, szennyezésprofil meghatarozasa);
élelmiszeranalitika. A tdmegspektrométerben lejatszodo fragmentacios
folyamatok elméleti modellezése.

Sarmay Gabriella, Ph.D., D.Sc.

egyetemi tanar
Immunolégiai Tanszék, ELTE Bioldgiai Intézet

Kutatasi teriilete a B sejtes immunvélasz szabalyozasa, a B sejteken
kozétti "parbeszéd" tanulmanyozdsa. B sejt funkciok és autoreaktiv
ellenanyagok vizsgalata rheumatoid arthritisben.

Schlosser Gitta, Ph.D.

tudomanyos munkatars
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport, ELTE Kémiai Intézet

Kutatdsi teriilete a tomegspektrometrids maddszerek kidolgozasa és
alkalmazasa fehérjék és peptidek szerkezetvizsgélatara, fehérjék
poszttranszlaciés modositasainak meghatdrozasa, proteomikai és
klinikai diagnosztikai kutatasok.

Kutatasi témak, publikaciok:

Magyar A, Gyulai G, Pozsgay J, Schlosser G, Uray K, Szarka E, Rojkovich B, Nagy Gy, Kiss E, Sarmay
G and Hudecz F: Identification and targeting by citrulline containing B-cell epitope peptides
related to rheumatoid arthritis as recognition unit with nanoparticles. 23 Polish Peptide
Symposium, Spala, Lengyelorszag, 2015. augusztus 30.-szeptember 3.

Sarmay G, Pozsgay J, Magyar A, Uray K, Gyulai G, Kiss E, Rojkovich B, Nagy Gy, Hudecz F:
Reumatoid arthritiszes betegek citrullinalt fehérjékre specifikus autoreaktiv B sejtjeinek szelektiv
elpusztitdsa citrullin tartalmd és komplement aktivalé peptidekkel fedett nanorészecskék
segitségével. Peptidkémiai Munkabizottsagi lés, Balatonszemes, 2015. majus 20.

Gyulai G, Magyar A, Schlosser G: Peptidekkel modositott fellilet(i nanorészecskék szintézise,
tomegspektrometrids analizise. Peptidkémiai Munkabizottsagi tlés, Balatonszemes, 2015. majus
20.

Schlosser G, Knapp K, Majer Zs: Szulfhidril-csoportok azonositasa peptidekben fluoreszcens
jelzés és tandem témegspektrometria kombinalasaval. MKE Il. Nemzeti Konferencia,
HajduszoboszI6, 2015. augusztus 31.- szeptember 2.

Téth E, Hevér H, Ozohanics O, Telekes A, Vékey K, Drahos L: Simple correction improving long-
term reproducibility of HPLC-MS. J. Mass Spectrom. 50: 1130-1135 (2015)

Knapp K, Majer Zs, Schlosser G: Combination of fluorogenic tagging and tandem mass
spectrometry for monitoring sulfhydryl groups in peptides. Kozlésre benyujtva.

Biri B, Kiss B, Kirdly R, Schlosser G, Lang O, Kéhidai L, Fésuis L, Nyitray L: Metastasis-associated
S100A4 is an interacting partner and a specific amine substrate of tissue transglutaminase-2.
Kozlésre benyujtva.

Pozsgay J, Babos F, Uray K, Magyar A, Gyulai G, Kiss E, Nagy Gy, Rojkovich B, Hudecz F, Sarmay G:
In vitro eradication of citrullinated protein specific B-lymphocytes of rheumatoid arthritis
patients by targeted bifunctional nanoparticles. Koz/ésre benyujtva.

Kosz6netnyilvanitas:

Dr. Schlosser Gitta munkdjat az MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondij timogatta.

kromatografia. Szerkezetvizsgalatok (szerves és bioorganikus vegyiiletek,
biopolimerek); proteomika; klinikai-kémia (tdmegspektrometrian alapuld

Fontos kisérleti iranyok:

Szérum/plazma fehérjék,
ellenanyagok izoldlasa és jellemzése,
fehérjeizolalasi és frakcionalasi
mddszerek fejlesztése.
Kromatogréfids és
Szintetikus peptidek in témegspektrometrids médszerek
vitro citrullingciéjanak fejlesztése, optimalizalasa

nyomon kdvetése, fehérjék glikozilacidjanak
enzimkinetikai mérések. tanulményozésara.

N/

Nagyfelbontasu
(HPLC)-ESI-MS(/MS)
tomegspektrometria

7N

Mddszerfejlesztés: Citrullindlt Fehérjék in vitro
peptidek tomegspektrometrids deiminaciéjanak
detektaldsanak optimalizaldsa, Uj tanulmanyozasa.

lehet8ségek kifejlesztése.

v

Citrullin- és arginintartalmu
szintetikus peptidek MS/MS
fragmentacids folyamatainak
felderitése, energetikai mérések.

mm Y Y

Mintagy(jtés — Fehérjeizoldldss ——  Enzimatikus hasités

!

Lehetséges biomarkerek, Poszttranszlacios Peptidszekvendlas
céimolekulak <  modosuldsok MS/MS mérésekkel
azonositasa azonositasa

F N

¥

Fehérjeanalitikai, proteomikai mérések tipikus folyamata
tomegspektrometriaval.
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A Biostruct laboratorium szerepe makromolekulak, kismolekulak
és komplexeik vizsgalataban: egyedi infrastruktira a fehérjetudomany
szolgalataban

A Biostruct laboratérium egyediilallé infrastrukturaval segiti a
molekularis élettudomanyok fejl6dését: makromolekulak, kismolekula-
ju ligandumok és ezek komplexeinek haromdimenzios térszerkezetét
hatarozza meg rontgendiffrakciés analizis atjan.

A laboratérium a hazi sugarforras kapcsan mikrofékuszos sugar-
forrashoz tarsitott érzékeny detektorral rendelkezik, a vizsgalatok
folyékony nitrogénaramban mennek végbe. A kristalyositast automa-
tizalt kristalyosité robot (Mosquito) és a kristalyképzédést folyamatosan
koveté UV-VIS mikroszkopos egység (Formulatrix Rock Imager) segiti.

A Medinprot tamogatas szamos Uj 3D térszerkezet meghatarozasat tette
lehet6vé.

The Biostruct laboratory provides a unique combined infrastructure
for 3D structure determination of macromolecules, small ligands
and complexes via X-ray diffraction. The laboratorium possesses a
microfocus SuperNova beam source, with a sensitive detector, and
enables investigations under liquid nitrogen stream. A Mosquito
robot and a Formulatrix UV-VIS Rock Imager hotel enables to over-
come the bottleneck in crystal preparation. The Medinprot funding
constituted essential contribution to determination of several novel
3D structures.
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s Tudomanyterilet: genom metabolizmus
Uracil a DNS-ben: élettani szerep,

Biostruct Laboratdérium: az élettudomanyok szolgalataban

Makromolekulak, komplexek és kismolekulak kristalyositasa és

Vértessy Beata és munkacsoportja

krisztallografiaja
Vértessy G. Bedta )\

MTA TTK Enzimoldgiai Intézet és

BME Alkalmazott Biotechn. és Elelmiszertudomdnyi Tanszék

%

mtattk

A Biostruct Laboratérium

BME CH éplilet

Biostruct laboratérium

Budapest, 1113 Szt Gellért tér 4

E-mail: vertessy@kutatok.org, leveles@mail.bme.hu

Képalkoto rendszer Rock Imager

ERAC A
ﬁ-&,:’. A2

Mosquito
kristalyosito
robot

Optimalas
¢ ®©@® 000000

Publikaciék
Réna G et al Cell Cycle. 2014;13(22):3551-64.,
Réna G, et al Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 2014 Oct;70(Pt 10):2777-8.
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Szab6 JE, et al Nucleic Acids Res. 2014 Oct 29;42(19):11912-20.
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Bioruptor: a kromatin-immunoprecipitaciohoz

2Semmelweis Egyetem, Pszichidtriai és Pszichoterdpias Klinika, MTA TKI, Molekularis Pszichiatriai Kutatocsoport

hasznalt ultrahangos szonikator

Aranyi Tamas?, Réthelyi Janos?, Vets Borbalal
IMTA TTK Enzimoldgiai Intézet

Az elnyert m(iszer egy “Bioruptor® Plus
sonication device for 1.5 & 15 ml tubes”
és egy azt kiegészit6 “Water Cooler”. A
mlszer egy programozhatd ultrahangos
szonikdtor, mely a vizflird6 segitségével
hészabdlyozhaté is. A mdlszer alapvetd

fontossagu

ahhoz, hogy

standard
kozott

S

korilmények

preparédlhassunk/fragmentalhassunk
munkank soran kromatint.

AT.

R.J. V.B.

Bioruptor felhasznaldk

a transzkripcids faktorok DNS kot6dési mintdzata, tovabba arra
is kivancsiak vagyunk, hogy miképpen valtozik a kromatin
szerkezete. Ez utdbbirdl a hisztonok kovalens maddositasainak
mintdzata nyujt felvilagositast.
immunprecipitaciés (ChIP) technikaval végezziik, melyhez a
kromatin megfelel6 preparaldsa/fragmentélasa szikséges a
Bioruptor segitségével.
Egylttm(ikodésiink soran azt tanulmanyozzuk, hogy a neuronalis

Tanulmanyainkat kromatin-

l - BIORUPTOR S l

comparison of histone marks

. .
.
Flexible format B I o r u pto r
05/0658&15ml 'ﬁ — Fits into current workflow
tube adaptor with standard tubes.
Flexible Scales with flexible sample
format 1o 15t — Gonnector kit for volume. e initaci
tube adaptor omnector ki f Kromatin-immunprecipitacié
] Rotation
tube adaptor — Prevents contamination with o setenysszt
closed tubes. iy @
Rotat Gooling _ COtinuous rotation through [
otation icati '
*:Dﬂ Water Cooler sonication bath guarantees Uttrasound
Motorized lid —\f=T I equal distribution of energy. et ‘s»‘m(\\ \\.% i
Metallic soundproof box = I Flexible control st
—— - syt proarom szonikalas 1,5 és 15 mL-es @\\ \\@ e
Start button e W ats - g " specifikus anttest
Flexible Level meter - Power range effectively csovekkel \@ i
contr[:wlt " ( disrupts samples. AR \\ Prten G somtezsl
igital timer protein. ’ -
4 e Gentle ultrasound }~® mosta
=l e | | O ot L s Gentle ultrasound method " =
Power cord — — @Oc6(TE + 1%SDS)
[ — — preserves sample.
L Power button LSDMM" bath Cooling @ an;. K omesztes
Output satecr snich Gentle ultrasound Cooling systemn maintains | o
Stopuon integrity of sensitive \\\\ SRy
samples.
kromatin-immunprecipitacio
Bioruptor miikddési elve (forras: www.diagenode.com) i alapelve
'
CELKITUZES: Va
Munkank sordn azt tanulmdanyozzuk, hogy kiilénbozé sejtekben fk{ _ :
a kornyezeti tényez6k megvaltozasanak hatasara hogyan alakul = -
neurons iPS cells

szonikalt kromatin gélképe

MindGségellendrzés:
d—llsztonmod05|tasok az ABCC6

=

xban
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Q?’%

Dusulas a teljes kromgtin
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ChIP-gPCR eredményeink

A teljes immunprecipitatum

fUS S h—

l i s
]

i
—

—

\l—/
| i

Sequencing

Illumina kényvtarkészités

Ujgeneracids szekvendldsa
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fragmensméreteloszlas (BioAnalyzer)

szekvenalas
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TAMOGATAS: OTKA 100638, MedInProt Miszervasarlasi palyazat, NAP-B 888812
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Szabalyozo6 fehérjék szerepe az 6regedési folyamatban
Mdiszervasarlasi palyazat

Dr. Vellai Tibor
(ELTE Genetikai Tanszék)

Dr. S6ti Csaba
(SE OVI Stressz Csoport)

http://stressgroup.semmelweis.hu

Dr. Banhegyi Gabor
(SE OVI ER Redox Csoport)

http://erredox.semmelweis.hu

Sejtszamlalo (Luna Automated Cell Counter):

Az automatizalt sejtszamlaléval az altalunk vizsgalt sejteket révid idé
alatt tudjuk megszamolni. Ez kilondsen fontos, mert sokszor 15-20
sejt-mintat is egyszerre kell vizsgalnunk. A késziilék ugyancsak
képes az él6 és halott sejtek kilon-kilon térténé megszamolasara

Transzferalo késziilékek (Mighty small transphor with power
supply, Mighty small transphor without power supply, chamber
for wet blotting):

A tovabbi vizsgalatokhoz a megfuttatott géleket membranra
torténd attranszferalasa valésul meg. Kisérleteinkhez mind fél-
szaraz mind nedves transzferal6 készllékre szlikséglink
lenne. Mig a fél-szaraz médszer a kisebb témegi (10-75

kDa), addig a nedves transzfer a nagyobb témegti (75-250
kDa) fehérjék gélrél a membranra térténd atjuttatasahoz
nélkilozhetetlen.

Gélelektroforézis késziilék
(Mini VE complete):

A fehérije futtaté készilék
alkalmas kilonb6z6
sejtekbdl, szovetekbd|
izolalt fehérjék, méret,
toltés stb. alapjan torténé
elvélasztasara. Az
elvalasztott fehérjékbdl
Westernblot technikaval
kiilonb6z6 kezeléseket
eredményét tudjuk
vizsgalni. Ezzel Gj
eredményeket érhetiink el
a sejtek miikodésének
megértésében.

Gélelektroforézis késziilék(Mighty small Il complete):
A fehérje futtat6 készllék alkalmas kiilonbozé sejtekbdl,
szdvetekbdl izolalt fehérjék, méret, toltés stb. alapjan torténé

elvalasztasara. Az elvalasztott fehérjékbdl Westernblot technikaval
kildnb6z6 kémiai agensekkel torténd kezelések hatasat tudjuk
vizsgalni. Ezzel Gj eredményeket érhetiink el a sejtek
miikddésének megértésében.

Elhelyezés: Semmelweis Egyetem, EIméleti Orvostudomanyi Kézpont, Orvosi Vegytani, Molekuldris Biol6giai és Patobiokémiai Intézet, 2. emelet, 2.117. labor

Kapcsolattarté: Dr. Banhegyi Gabor, banhegyi.gabor@med.semmelweis-univ.hu, 266 26 15/60100
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Aramlasi hipoxias sejttenyésztérendszer beszerzése és beallitasa a gyulladas

egy Uj mechanizmusanak leirasahoz
Gal Péter, Cervenak Laszlo, Pal Gabor
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Hattér

A Medinprot szinergia palyazat elsé fordulonak nyerteseiként
megyvizsgaltuk a MASP-1 hatasat az endotélsejtek adhézids
molekula expresszids mintdzatara, és elemeztik a MASP-1

hatdsa gatolhaté az SGMI-1-gyel. Statikus rendszerben
kimutattuk, hogy a neutrofil granulocitak kitapadasa erésebb a
MASP-1 elGkezelt endotélsejtekhez, mint a kezeletlenekhez.

AN

EN

Harmat Veronika
ELTE Kémiai Intézet,
MTA-ELTE Fehérjemodellez6 Kutatécsoport

ultramélyh(it6 lehet6vé teszi az NMR és CD spektroszkopiai és krisztallografiai vizsgalatok
valamint a
fehérjemintdk eldallitdsahoz nélkilozhetetlen baktériumsejtek tarolasat.

szdmdra el&dllitott nagyszaml  fehérjeminta,

Ultramélyh(ité hasznalata a podocin
szerkezetvizsgalataban

[TNTEZET | . . . PR . . Ry i |
o Garenakilasas P4l Gabor A podocin a vese glomerularis filtraciés rendszerének fontos alkotéeleme. Mutacidi [—
al Péter - f . ix i - el o - S
MTA TTK Enzimoldgiai Intézet Semmelweis Egyetem, ELTE TTK Bioldgiai Intézet autoszomalis recessziven 6rokl6dé nefrdzist okoznak. Egyuttm(ikodésink egyik célja a
5 Il Sz. BelgySgyaszati Klinika BiokemlaiiTanszek podocin varidnsok eltérd mikodését magyardzd szerkezeti alapok megértése. Az
P\ s/

Tory Kalman
SOTE I. sz. Gyermekgyogyaszati Klinika
Genetika Munkacsoport

DNS-konstrukcidk és

V) CoiledCoill:
specifikus gatlészerének (SGMI-1) hatdsat is. A szinergia Azonban a szervezetiinkben, in vivo az endotélsejtek és a \, ‘L_(f\ G QUSLAV EAEAQRQAKY RMIAAEAEKA A vizsgdlt mutaciok a podocin oligomerizacidjaért felelGs
palyazat segitségével kimutattuk, hogy a MASP-1 hatdsdra az leukocitdk interakcidja dramlasi koriilmények kozott zajlik le, igy Qig¥y  PSESLRVAAE ILSGTEARVQ LRYLHTLOSL S

endotélsejtek felszinén megjelenik az E-szelektin adhézids

szlikségessé valt az eredmények tovabbi vizsgalata egy in vitro

1 CoiledCoil2:
. GS QYSLAV EAEAQRQAKV RMIAAEAEKA

coiled-coil régidt érintik. Célunk, hogy a kiilénb6z6 podocin

varidns oligomerek szerkezeti és dinamikai jellemzése altal
megértsiik ezek eltér§ sejtbeli viselkedésének szerkezeti
alapjait. A globularis doménen taldlhaté R229Q mutacidval
kombindacidban patogén és artalmatlan mutaciék hatasat is
vizsgaljuk.

molekula, amely nélkilozhetetlen minden fehérvérsejt
iranyitott kitapadasanak elsé lépésében, az endotéliumon vald
\gbrdulésben, valamint hogy a MASP-1 Gsszes eddig vizsgalt

aramlasi rendszerben is, valamint olyan korilmények kozott,
ahol a hipoxia kialakitdsaval a MASP-1 szerepe vizsgalhaté az
ateroszklerdzis modellrendszerében. /

ASESLRMAAE ILS

f A beszerzett miiszer

Az in vitro aramldasi és hipoxids vizsgalatokhoz a sziikséges
miszert két alegységbdl allitottuk Ossze. Az egyik egy infuzids
pumpa (KDS 230), amely egyszerre akar 10 pdarhuzamos
aramlasi rendszert is tud mikodtetni tobb napos kisérletben. A
masik egy, mar meglévé mikroszkdpra szerelhetd, sejttenyészté

sejttenyészt6 feltételek mellett a teljes hipoxia is beallithato
(Ibidi Gas Mixer, Ibidi Temperature Controller). Bar a két
alrendszer egymastdl fuggetlenil is hasznalhatd, célunk volt,
hogy a két alegység Osszeépithetd legyen, igy a lehetd
legjobban lehessen modellezni a fiziologias és a patolégias

Az elsé vizsgadlt mutdcidk (piros:
patogén, sdrga: drtalmatlan) helye a
colied-coil régioban

A podocin-homodimer globuldris SPFH
doménjének (sziirkészold és sziirke) és
coiled-coil (z6ld és kék) doménének
homoldgiamodellje

Az elGdllitott fehérjekonstrukcidk:

kamra (lbidi standard

Heating System),

amelyben a

folyamatokat.

globularis (SPFH) domén, SPFH-CC1, SPFH-CC2, CC1, CC2 Y % \‘%
Felhasznalt fzids rendszerek: lizozim, MBP és GST

Vizsgalati mddszerek: CD és NMR spektroszkdpia, krisztallografia

A CC domén hdstabilitdsanak ECD spektroszkdpiai
vizsgalataval kimutattuk, hogy az A284V, A297V, V290M
mutacidk jelent8s héstabilitas-csokkenést okoznak.

A vad tipust, A284V és A297V podocin CC doménje
fehérjekrisztallografiai vizsgdlatat a kristalyosodasi hajlam
novelése érdekében GST fuzids partnerrel végezziik.

1.nap 3.nap 7.nap

GST—podocin(C&“

Podocin(CC2)WT Podocin(CC2)A284v

\ KDS 230 inflziés pumpa Ibidi mikroszképos kamra Ibidi Gas Mixer & Temp Controller / i Podocin GST-CC
e kristdlyositdsakor ==
K Eredmények \ (elézetes sziirés)

képz6dott

A miiszerek beszerzése rendben megtortént. Hosszabb id6t vett mikrokristdlyok

igénybe a mikroszkdpos helyiség atalakitasa, a sziikséges egyéb
berendezések beszerzése és belizemelése (CO, és N,
gazpalackok helyének kialakitasa, reduktorok beszerzése,
polcrendszer kiépitése), és a teljes rendszer Gsszeépitése.

Az infUzids pumpa és a mikroszkdpos kamra Gsszeszerelésével
sikerlilt egy komplex rendszert létrehozni. Ezen koriilmények
kozott az endotélsejtek tobb napig életképesek voltak.
Teszteltik a sejtek alakvaltozasat az dramlds fliggvényében. Az
irodalmi adatoknak megfelel6en a statikus kdriilmények kozott
tartott sejtek ,kockaké” morfolégidja atalakult, és az aramlds
iranydban megnyult. A MASP-1 kezelés a sejtek morfolégidjat
nem valtoztatta meg aramlasi korilmények kozott. A hipoxia az
endotélsejtek levalasat okozta a sejttenyészté felszinrgl. Az
elhizédd belzemelés miatt a MASP-1 hatdsanak tesztelését
hipoxias kortlmények kozott még nem tudtuk elkezdeni. A
miszer jov6beni kihasznaltsaga azonban biztositott, mivel a
MedinProt M(iszerpdlyazatanak terve, és az itt elnyert m(iszer
képezte az alapjat annak az OTKA palydzatnak (NKFI K115623),

Statikus  (fent) és dramlasi (lent)
korilmények kozott tartott endotélsejtek
morfologidja. A fekete nyilak az aramlas
hatdsara megnyult sejteket mutatjak.

A vadtipust és A284V podocin CC2 278K (piros) és 318K (sotétékek) kozott mért
hémeérsékletfiiggd ECD spektrumai

s

Tervek, folyamatban Iévé tovabbi vizsgdlatok Az ultramélyhiité haszndlata mds egyiittmiikédésekben (DNS
Az NMR vizsgélatok kiterjesztése mas konstrukciok, sejtek és/vagy tisztitott fehérjemintdk tdroldsa)
konstrukcidkra. * A GLP-1 receptor és kdlcsonhaté peptidek (exendin-4

Tovéabbi mutaciék hatasanak vizsgalata szarmazék minifehérjék) szerkezetvizsgalata

* Malaria és eml8s kalmodulin komplexeinek
szerkezetvizsgalata (Liliom Karoly, MTA TTK)

*  MASP-2 peptid inhibitoraival alkotott komplexek

szerkezetvizsgalata (Gal Péter, MTA TTK, Pal Gabor, ELTE
Biokémiai Tanszék, Mez6 Gabor, MTA-ELTE Peptidkémiai

* Aglobularis domént is tartalmazé fragmentumok
kristalyositdsa

o

. (‘
RAENY

Kutatdcsoport)
amit a hdrom résztvevé kdzosen nyujtott be, és 2016.01.01-i o ay A I id4zok k -
\ K kezdési id6ponttal megnyert. g8 A % / \ Oligopeptidazok szerkezetvizsgalata /
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 Live cell confocal fluorescence microscopic (LC-CLSM) imaging of tunelling
/ nanotube networks (TNTs) between B lymphocytes and the neutrophil
extracellular traps (NETs)*

Célzott tumorterapiaban fontos receptor fehérjék és azok jelatviteli ‘l
valtozasanak vizsgalata peptid—hatéanyag—polimer &
nanorendszer segitségével

Group of Dr. Mihdly Jézsi MEDINPROT Dr. Mez6 Gabor?, Dr. Ivén Béla2, Dr. Kéhidai Laszl6 /é

MTA-ELTE Lendiilet Complement Research Group at E6tvés 1 MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatécsoport, > MTA TTK AKI Polimer Kémiai Kutatécsoport, 3 Iweis Egyetem, GSI, K is Munkacsoport ttk
Lorand University, Institute of Biology, Budapest, Hungary mta

Group of Prof. Dr. Janos Matké
E6tvos Lorand University, Faculty of Science, Institute of
Biology, Department of Immunology, Budapest, Hungary

A tumorsejteken megjelen6 sejtspecifikus vagy tlltermelédott receptor fehérjiéknek oriasi jelentdsége van a célzott, személyre szabott
Konjugalt hatsanyey

Aniké Molnar, Eszter Angéla Téth, Adam Oszvald Andrea E. Schneider, Eva Kérpati tumorterapiaban. A terapia hatékonysaga novelhetd, ha egyszerre tobb receptor-tipuson keresztiil juttatunk kiilonbz6 hatéanyagokat a E\ e

tavtarts 1.
teanyito molexula | |

tumorsejtekbe, amelyek igy additiv vagy szinergista médon fejthetik ki hatasukat. A peptidligandumaik kotSdese utan a receptorok — tmocseectuus > (’
PP S TR . VT Y 10008 »
The aim of the MedInProt 2014 project was to set up a The system: Ibidi (Germany) can receive different formats of sample azonban kilonbéz6 jelatviteli Utvonalakon és komplex folyamatokon &t befolyasolhatiak egymas expresszidjat, szerkezetét (pl. s ® N =-e
flexible, temperature controlled gas incubation system to our holders, such as borosilicate bottomed microplate chambers or Petri foszforilaltsag), jeltovabbitd képességiiket és endocitézisra valé hajlamukat. Ezeknek a folyamatoknak az ismerete elengedhetetlen a P _. -
. . . . . . o L 23030 « o)
confocal laser scanning fluorescence microscope (CLSM) in dishes, controls the temperature in the holder with £0,1 °C precision and megfeleld kombinalt kezelés kidolgozasahoz. A kombinalt célzott tumorterapia hatékonysagat befolyasold fehérjeszintli valtozasok "™ =

provides controlled gas atmosphere (e.g. 5% CO, or hypoxic conditions)
at controlled humidity. The system was attached to an Olympus FluoView
500, inverted 1X81 microscope based CLSM workstation (see figure).
Nanotube and NET formation was monitored and analysed with the
above Olympus CLSM system using 60x oil immersion objective |
(N.A.:1.1) or occasionally Structured Illumination Microscopy (SIM) (Zeiss |
Elyra S1) at PTE Biophysics Dept. Pécs. Statistical analysis: the occurance
frequencies were calculated from 200-400 cells/sample and analyzed by
SigmaPlot software.

order to be able to monitor various special processes between
cells of the immune system and/or the complement system,
such as intercellular communication of lymphocytes through
tunelling membrane nanotubes (TNTs) or formation of
neutrophil extracellular traps (NETs) and their regulation by
the complement factors under live cell conditions.

feltérképezésére tesz kisérletet kutatécsoportjainkbdl létrehozott konzorcium egy peptid-hatéanyag-polimer nanorendszer segitségével.

Dr. Mez6 Gabor
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

Dr. Ivan Béla

MTA TTK AKI
Polimer Kémiai Kutatécsoport

Két kivalasztott EGFR-hoz k6t6d6 peptid konjugatuma:
Dau=Aoa-GFLG-LARLLT-NH, (Dau=Aoa-GFLG-D4)

| Dau=Aoa-GFLG-YHWYGYTPQNV-NH,
(Dau=Aoa-GFLG-GE11)

Oldékonysagi problémak sejttenyészté RPMI-1640 médiumban:

FIVIN =

RESULTS:
.

1. We have shown that 10-15% of mature murine B cells spontaneously form
long and relatively wide membrane nanotubes with different mechanisms
(e.g. following cell division), under live cell conditions (fibronectin coat, 37°C,

2. Local cytoplasmic free Ca?* level controls the formation-collapse equilibrium
of B cell nanotubes

OH
OH HQ
?—ou oﬂo kSOH
0  OH :

5%C0,). NT growth was critically depended on the fibronectin-a5B1 integrin gm a komplex biokonjugatum . H
interaction. We could first detect two way transport of membraneous E w0 Megoldas: megfelelé oldhatésaganak x ‘-{;O OH Lon
microvesicles between adjacent B cells through the nanotubes, which in 2w AT e elérése céljabol S_,o—>_oH C on
antigen-presenting B cells may represent a novel immunoregulatory pathway. § 100 I ) T Eeladatok: ’_C} o-\_\ $—\°_}-on
E * m’”\/I\mzm—»: * Polimer szintézis és HO ©OH HO o-{)-o
E Control  +antiigS  +LPS karakterizalas S—/°_>-on
« Funkcionalizalas o
L A megvaldsitasban részt vesz:. HbPG 1-2

Polihidroxil karakter(i
makromolekula el6allitasa

HO OH HO OH

N\

Z%“ " 15 % A megvaldsitasban részt vesz: Pethd Lilla Kasza Gyérgy
g 12 1 14
gn © . — °
5 : . o A peptid-hatéanyag-polimer nanorendszer
% ¢ 4 . [ eléallitasaval kapcsolatos eredményeket
> : : . bemutattuk Bielefeldben (Németorszag) az
e O & é\f @@‘\é@ R alabbi konferencian:
beforeNT forming aferNT forming ST et 5t Int. CeBiTec Research Conference
oS Drug Conjugates for Directed Therapy
‘ hatéanyag
3. Visualization of neutrophil extracellular traps
Cells were stained with Dil/DiO dyes for live cell CLSM imaging. ° ('przg;lgo
g s %ﬁ molekula)
0 20 20 ” 3 - z z X X o -
i ; Dr. K6hidai Laszlé &%Eﬁi’%&}@ enzim-
) " 5755 A A labilis
Lo " Semmelweis Egyetem, GSI, 8L, /‘/‘;j)r}f\r;&:‘i}‘ spacer
& s Kemotaxis Munkacsoport &7
2o S o o 24°C 30°C 37°C = e
r S S S ° °C  37°
£ \é‘éwxf 5\“%\@“{&%&‘0& temperature PLB-985 cells were differentiated in the " X . . . spacer
oY e N ) ) o neutrophil  direction by dimethyl- Kisérleteinkben a fent ismertetett médon szintetizalt, EGF ' %
- :‘“’"a" "9“'_'°:h"lg' N ;"95 | formamide tr Drag5-staini receptorhoz  kotédni  képes peptid  konjugatumok e ‘ funkcios
s ) * i rom  periphera 00 release shows the nuclei of the cells (blue). sejtbiologiai paraméterekkel mérhet6 hatasait vizsgaljuk. bAA 4%, csoport
g Mean:650nm Mean:20um extracellular  traps  (NETs)  upon . 4 it (D ¥
= 2 stimulation with 100 nM PMA for 3h. a Upon treatment with 100 nM PMA for Ezek két f6 Utvonalat a (i) jelatviteli utakat is érzékenyen s
: k. & mesh of DNA and associated proteins. 3h, NETs are visualized by staining the érinté receptor-moduléacié (Id. monoklonalis antitestek; Sepes HbPG
SIM image (ca. 80-90 nm resolution) & ¢ o Staining with Sytox Orange. Scale bar, (er"e';‘;‘ce"“"’" DNA with Sytox Orange tirozinkinaz gatlok; kemopreventiv anyagok alkalmazasa) [ (hordozo)
of Alexadg8-choleratoxin-8 labeled 5 s 100 pm : és a (i) receptor internalizacié (pl. EGFR-STAT3-E2P1 :3&3
A20 B cells. The small membraneous @ - 2 R G et . P fé))\“:\\
" . £, komplex génszintii hatasai ciklin vagy iNOS termel6désre) AN
microvesicles transported through 200 400 500 800 1000 1200 1400 " R Sp i 2 Y i T QA
the NTs are clearly visible N width (m) o 2'0” I3° “:“ 50 60 multidimenzionalis szignalizacioi képviselik. (S9N <z
ength (um) Modelliil a tumorok sejtélettani jellemzéit (egészséges ek rincio
sejtektol eltérd kitapadas, sejtmozgas, osztédod képesség) 5 o 3
SUMMARY: jol reprezentdls, a hazai populdcibban magas proliferacio

» We have shown that under closely physiological conditions about 10-15% of B cells spontaneously form membrane nanotubes (5-65 um long and
200-1400 nm wide) connecting two or sometimes multiple B cells that can be differentially modulated by various stimuli of B cells.

» The nanotubes contain F-actin, the integrity of which seems essential in nanotube growth and also microtubules that might be important in
transport processes of membrane vesicles across the TNTs.

» The cytoplasmic Ca?* level of B cells also has high impact on the growth vs. retraction equilibrium of nanotubes, presumably through activating
actin-regulatory proteins cofilin and gelsolin. The exact connection between their regulation roles in nanotube formation of lymphocytes still
remained open question. Thus, further investigations are running currently in our lab.

» Neutrophil extracellular traps can be visualized and activation events, such as change in cytoplasmic Ca?* level and cell spreading, can be followed.
Our results show that complement factor H can inhibit PMA-induced NET formation. Further studies regarding the mechanism of this effect are
underway.

*This work was supported by grants K-104971 from Hungarian National Research Fund (OTKA), the European Social Fund under the grant agreement no.
TAMOP 4.2.1./B-09/1/KMR-2010-0003, and the Lendiilet Program (no. LP2012-43) and MedInProt Program of the Hungarian Academy of Sciences.
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incidenciaval el6forduldé két daganatnak megfelelé
sejtvonalat (HT-29 — colon adenocc.; MCF7 — eml6cce.)
hasznalunk.  Vizsgdlataink soran az  el6allitott
konjugatumokkal (i) az EGFR jelatvitelére jellemzd,
csomoponti elemek (MEK-ERK, PI3K-AKT) aktivitasat
vizsgaljuk immuncitokémia/FACS elemzéssel; (ii) a sejtek
adhézidjat, migraciéjat és  proliferacidjat  meérjik
impedimetrias uton, valésidejii rendszerben.
A megvalésitasban részt vesz: Lang Orsolya és Lajké Eszter

apoptozis
Pop DNS

Megvalaszoland6 kérdések:

» A HbPG oldékonysagot novelé hatdsa és a biohasznosuldsra valamint tumorndvekedésre
gyakorolt hatasa 6sszevetve a PEG-alapu konjugatumokkal.

» Akonjugatummal torténd kezelés hatasara bekovetkezd fehérje szintll valtozasok megallapitasa,
kilonds tekintettel a jelatviteli csomépontok aktivitisara és mas a célzott tumorterapiaban
hasznosithato6 receptorok (pl. GnRH-R) kifejezédésére.
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A palyazokrol

UV munkaallomas fehérjeanalitikai
és proteomikai mérésekhez

Sarmay Gabriella, Ph.D., D.Sc.

egyetemi tandr
Immunoldgiai Tanszék, ELTE Bioldgiai Intézet

Kutatdsi terllete a B sejtes immunvalasz szabalyozasa, a B
sejteken kifejez6d6 receptorok éltal stimulalt jelatviteli folyamatok
és a receptorok kozotti "parbeszéd" tanulmanyozasa. B sejt
funkcidk és autoreaktiv ellenanyagok vizsgalata rheumatoid
arthritisben.

Schlosser Gitta, Ph.D.

tudomanyos munkatars
MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport, ELTE Kémiai Intézet

Kutatdsi teriilete a tomegspektrometrias modszerek kidolgozasa és
alkalmazasa fehérjék és peptidek szerkezetvizsgalatara, fehérjék
poszttranszlaciés moédositasainak meghatarozasa, proteomikai és
klinikai diagnosztikai kutatasok.

A beszerzett mtszer:

Jasco UV-2075 UV/VIS detektor monokromatorral (190-600 nm),
ChromNAV kromatografias adatallomas,

Jasco LCNetll interfész:

- Manuadlisan és szamitégéppel is vezérelhetd, fiiggetlen UV detektdlasi munkadllomas.
- Tetsz6leges HPLC berendezéshez csatlakoztathato.
- Kozvetlenul, vagy folyadékmegosztassal csatlakoztathatd tomegspektrométerhez.

A miiszer elhelyezése és hasznalata:

- MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport, ELTE Szerves Kémiai Tanszék, Budapest, 1117, Pazmany

Péter sétany 1A, 346-os laboratérium. Kapcsolattarto személy: Dr. Schlosser Gitta,

sch@chem.elte.hu
- A laboratériumban rende

Ikezésre all6 analitikai HPLC berendezéshez és

tomegspektrométerekhez* csatlakoztathatd.

- F6 felhasznalasi teriilete peptid- és fehérjeanalitikai, proteomikai mérések, modszerfejlesztés,

fehérjeizolalas.

Oktatasi feladatok, laboratériumi

Peptidek és fehérjék poszttranszlacios gyakorlatok
mddosuldsainak vizsgalata

| HPLC g UV ESI-MIS(/MS)

Peptidek és fehérjék izolalasa,
tisztitasa, jellemzése mikroméretben.

Koszonetnyilvanitas:

Kutatasi témak, publikaciok:

Magyar A, Gyulai G, Pozsgay J, Schlosser G, Uray K, Szarka E, Rojkovich B,
Nagy Gy, Kiss E, Sdrmay G and Hudecz F: Identification and targeting by
citrulline containing B-cell epitope peptides related to rheumatoid arthritis
as recognition unit with nanoparticles. 23 Polish Peptide Symposium,
Spala, Lengyelorszag, 2015. augusztus 30.-szeptember 3.

Sarmay G, Pozsgay J, Magyar A, Uray K, Gyulai G, Kiss E, Rojkovich B, Nagy
Gy, Hudecz F: Reumatoid arthritiszes betegek citrullindlt fehérjékre
specifikus autoreaktiv B sejtjeinek szelektiv elpusztitasa citrullin tartalmu és
komplement aktivalé peptidekkel fedett nanorészecskék segitségével.
Peptidkémiai Munkabizottsagi llés, Balatonszemes, 2015. majus 20.

Gyulai G, Magyar A, Schlosser G: Peptidekkel mddositott feliileti
nanorészecskék szintézise, tomegspektrometrids analizise. Peptidkémiai
Munkabizottsagi iilés, Bal 1es, 2015. mdjus 20.

Pozsgay J, Magyar A, Gyulai G, Babos F, Uray K, Rojkovich B, Hudecz F, Nagy
Gy, Kiss E, Sarmay G: Selective depletion of citrullinated protein specific B
cells in rheumatoid arthritis by an auto-epitope peptide and a killing
peptide coupled together to the surface of biodegradable nanobeads. 4t
European Congress of Immunology, Vienna, 2015. szeptember 6-9.

Pozsgay J, Magyar A, Hudecz F, Uray K, Gyulai G, Kiss E, Rojkovich B, Nagy
Gy, Sdrmay G: Targeted in vitro eradication of citrullinated protein specific B
lymphocytes of rheumatoid arthritis patients by bifunctional nanoparticles
covalently coupled to an epitope peptide and a complement activating
peptide. Magyar Immunoldgiai Tarsasag 44. Vandorgy(lése, Velence, 2015.
oktéber 14-16.

Pozsgay J, Babos F, Uray K, Magyar A, Gyulai G, Kiss E, Nagy Gy, Rojkovich B,
Hudecz F, Sarmay G: In vitro eradication of citrullinated protein specific B-
lymphocytes of rheumatoid arthritis patients by targeted bifunctional
nanoparticles. Kozlésre benyujtva (Rheumatology, 2015).

Thangaraju K, Biri B, Sivadd E, Schlosser G, Kiss B, Nyitray L, Fésis L, Kirdly R:
Development of protein and cell based systems to study isopeptidase
activity of transglutaminase 2. Hungarian Molecular Life Sciences
(Molekuldris Elettudomanyi Konferencia), Eger, 2015. mércius 27-29.

Biri B, Kiss B, Kiraly R, Schlosser G, Lang O, K&hidai L, Fésiis L, Nyitray L:
Metastasis-associated S100A4 serves as a specific amine substrate for tissue
transglutaminase-2. Hungarian Molecular Life Sciences (Molekuldris
Elettudomanyi Konferencia), Eger, 2015. marcius 27-29.

Schlosser G, Knapp K, Majer Zs: Szulfhidril-csoportok azonositdsa
peptidekben  fluoreszcens jelzés és tandem témegspektrometria
kombinaldsdval. MKE Il. Nemzeti Konferencia, Hajduszoboszl6, 2015.
augusztus 31.- szeptember 2.

L6rincz Anna: Az Aoa-TKPKG-OH peptid melléktermék-profiljanak vizsgalata
HPLC-UV-ESI-MS/MS  technikdval. Szerves kémiai speciélis labor B
beszamold, 2015, ELTE Szerves Kémiai Tanszék

Munkaban: egy Jasco szemimikroanalitikai HPLC-vel, majd az
UV detektor utan folyadékmegosztassal csatlakoztatva egy
Bruker Esquire 3000+ tdmegspektrométerhez.

Schlosser Gitta munkajat a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij timogatta.

*A laboratériumban Gizemel6 Jasco HPLC pumpdkat és Thermo Finnigan ioncsapdas témegspektrométert a Macasoft Bt. biztositja.
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Kedves kolléga, kedves érdeklodé kutatotarsunk!

Nagy oromiinkre szolgal, hogy konferenciank résztvevéi kozott td-
vozolhetjiik. Kérem, a MedInProt IIl. konferenciajat kovetéen szanjon
arra par percet, hogy megossza veliink véleményét, tapasztalatait
és gondolatait kivalésagi egyiittmikodési programunkrdl. irja meg
nekiink, hogy

- Melyik el6adéas és miért tetszett Onnek a legjobban?

- Mely témakrol hallott volna tobbet szivesen?

- Mi az a része a konferencianak, illetve a rendezvénysorozatnak, amellyel
nem teljesen elégedett, amit On masképp szervezne, alakitana?

Véleményét, Gtleteit el6re is kdszonettel varjuk a medinprot@chem.elte.hu cimre.

S ha pedig kedve tamadt csatlakozni is programunkhoz, kérjik sz-
intén a fent megadott e-mail cimen jelezze. Ezt kovetéen regisz-
tralhat tagként honlapunkon, melynek készonhetéen még jobban
megismerheti ezt a kutatoi kozosséget, tarsakra és érdekes kutatasi
potencidlokra bukkanhat. Mert kutatni 6rom!

Ezutonis ajanljuk szives figyelmébe a2016 januarjatél indulé program-
jainkat (lasd honlap), valamint az elérheté kutatasi tAmogatasokat.

A MedInProt kuratoriuma nevében kivanok sikeres és eredményekben

gazdag kutatomunkat:

Perczel Andras
a kuratorium elnoke

medinprot.chem.elte.hu
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